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“‘Hay dos maneras de vivir una vida: La primera es pensar que nada es
un milagro. La segunda es pensar que todo es un milagro. De lo que
estoy seguro es que Dios existe.”

Albert Einstein
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RESUMEN

El cerebro es un 6rgano energéticamente muy costoso por lo que depende
del suministro continuo de glucosa para su correcto funcionamiento; en
condiciones como la isquemia cerebral o la hipoglucemia, el aporte de glucosa
se interrumpe induciendo dafo cerebral. En estas condiciones limitantes de
glucosa, el cerebro puede utilizar sustratos energéticos alternos como los
cuerpos ceténicos (CC), acetoacetato (AcAc) y PB-hidroxibutirato (BHB)
previniendo la muerte neuronal; no obstante los mecanismos implicados en la
neuroproteccién no se conocen del todo. En respuesta al estrés energético, las
células activan mecanismos adaptativos como la autofagia, un proceso de
degradacion lisosomal que elimina organelos y proteinas dafadas
suministrando energia y promoviendo la sobrevivencia celular. No obstante, se
ha demostrado que la autofagia excesiva o disfuncional puede contribuir a la
muerte neuronal. Previamente demostramos que la autofagia disfuncional
participa en la muerte neuronal inducida por la privacion de glucosa en
neuronas corticales y que D-BHB puede restablecer el flujo autofagico
incrementando la viabilidad neuronal. Por lo tanto, nuestro objetivo fue analizar
la dindmica de la autofagia en la corteza y el hipocampo de ratas sometidas a
distintas condiciones: hipoglucemia severa (HS), hipoglucemia severa seguida
de una infusién de glucosa (HS+IG) y un breve periodo de coma hipoglucémico
seguido de IG (Coma). Ademas evaluamos el efecto de la administracion de D-
BHB después del coma (Coma+BHB) sobre la autofagia. La transformacion de
LC3-I en LC3-ll y los cambios en la abundancia de las proteinas de autofagia,
Beclin 1 (BECN1), ATG7 y el conjugado ATG12-ATG5, se analizaron como
indice de formacion de autofagosomas, mientras que los cambios en
secuestrosomal/p62 (SQSTM1/p62) fueron determinados como indice de
degradacion autofagica. Los datos sugieren que los autofagosomas se
acumulan en la corteza y el hipocampo de ratas sometidas a 2 h HS,
posiblemente a consecuencia de una falla en la degradacion autofagica. En la
corteza, la acumulacion de autofagosomas persistio hasta 6 h después de la IG

en animales expuestos a HS, recuperando los niveles basales a las 24 h,
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mientras que en el hipocampo no se observaron diferencias significativas. En
los animales expuestos a coma la acumulacion de autofagosomas se mantuvo
hasta 24 h después de la IG en ambas regiones. El tratamiento con D-BHB
redujo el contenido de LC3-Il y SQSTM1/p62 asi como la fosforilacién de ULK1
por AMPK, lo que sugiere que actua a dos niveles, por una parte estimula la
degradacion del cargo y por otra atenta la formacion de nuevos
autofagosomas. Ademas el D-BHB disminuye el numero de células en
degeneracion. Los resultados sugieren que la autofagia puede activarse de
manera diferencial en la corteza y el hipocampo y sigue dinamicas distintas en
ratas expuestas a HS o al coma hipoglucémico. Los datos sugieren que el
tratamiento con D-BHB puede modular la dinamica de la autofagia favoreciendo

el flujo autofagico y restableciendo la autofagia adaptativa.

ABSTRACT

The brain is an organ with high energy demand thereby it depends on a
continuous glucose supply for its correct operation. During acute hypoglycemia
or cerebral ischemia glucose supply is interrupted, inducing brain damage.
Under these glucose-limited conditions, alternative substrates of glucose such
as the ketone bodies (KB), acetoacetate (AcAc) and (-hydroxybutyrate (BHB)
can be used as energy source in brain preventing neuronal death; however the
mechanisms involved in neuroprotection are not fully understood. In response
to energy stress conditions, adaptive cell responses can be activated such as
autophagy, a lysosomal-dependent degradation process, in which damaged
organelles and proteins are eliminated, supplying energy and promoting cell
survival. Nevertheless, it has been shown that excessive or impaired autophagy
contributes to neuronal death. We have previously shown that dysfunctional
autophagy contributes to neuronal death induced by glucose deprivation in
cortical neurons and that the D isomer of BHB (D-BHB) restores the autophagic
flux increasing neuronal viability. Therefore, we aimed to analyze autophagy
dynamics in the cortex and the hippocampus of rats subjected to different

conditions: severe hypoglycemia (SH), severe hypoglycemia followed by
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glucose infusion (SH+GIl) and a brief period of hypoglycemic coma followed by
Gl (Coma). The effect of D-BHB administration on autophagy dynamics after
the hypoglycemic coma was also tested (Coma + BHB). Transformation of LC3-
| to LC3-ll and the abundance of autophagy proteins, Beclin 1 (BECN1), ATG7,
and ATG12-ATG5 conjugate, were analyzed as an index of autophagosome
formation, while levels of sequestrosome1/p62 (SQSTM1/p62) were determined
as an index of autophagic degradation. Data suggest that autophagosomes
accumulate in the cortex and hippocampus of rats exposed to SH, probably due
to impaired autophagic degradation. In the cortex, autophagosome
accumulation persisted at 6 h after Gl in animals exposed to SH but recovered
basal levels at 24 h. Meanwhile in the hippocampus no significant effect was
observed. In animals subjected to coma, autophagosome accumulation was
observed at 24 h after Gl in both regions. D-BHB treatment reduced LC3-Il and
SQSTM1/p62 content and reduced ULK1 phosphorylation by AMPK, suggesting
that the effect of BHB acts at two levels, on one side it stimulates cargo
degradaton and on the other it attenuates the formation of new
autophagosomes. Furthermore, D-BHB decreased the number of degenerating
cells. Results suggest that autophagy could be differentially activated in the
cortex and in the hippocampus and follows different dynamics in rats exposed
to HS or hypoglycemic coma. The data suggest that D-BHB treatment may
modulate autophagy dynamics by improving autophagic flux and restoring

adaptive autophagy.
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ABREVIATURAS

AcAc: Acetoacetato.

acetil-CoA: acetil coenzima A.
AMPK: Adenosine monophosphate-
activated protein kinase.

ANLS: Lanzadera de lactato astrocito-
neurona.

ATG: Autophagy related gene.

ATP: Adenosin Trifosfato.
BECN1/PIK3C3: Complejo
beclina1/fosfatidil-inositol-cinasa de
clase lll.

BHE: Barrera Hematoencefalica.
CAMKKQ: Calcio-calmodulina

cinasa (3.

CC: Cuerpos Cetonicos.

CMA: Autofagia mediada por
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EAAT: Transportadores de
aminoacidos excitadores.
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GLT1: Transportador de glutamato 1.
GluRs: Receptores glutamatergicos.
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clase 1.
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HMG-CoA sintasa: Hydroxi-
metilglutaril-CoA Sintasa.

HS: Hipoglucemia severa.

IG: Infusidon de glucosa.

LC3: Proteina asociada a microtubulos
de cadena ligera 3.

LDH: Lactato deshidrogenasa.

LIR: Regién de reconocimiento a LC3
MCT: Transportadores de
monocarboxilatos.

MTORC1: Mammalian Target of
Rapamycin complex 1.

NADH: Nicotin Adenin Dinucleétido
reducido.

NADPH: Nicotin Adenin Dinucleotido
Fosfato reducido.

NOX: NADPH oxidasa.

PARP-1: Poli (ADPribosa)-polimerasa-
1.

PE: Fosfatidiletanolamina

PG: Privacion de glucosa.

PTM: Poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial.

SNC: Sistema Nervioso Central.
SQSTM1/p62: Secuestrosoma-1/p62
TCA: Ciclo de los acidos
tricarboxilicos.

UPR: Respuesta a proteinas mal
plegadas.

ULK1: Unc-51 like kinase-1.
NMDA: N-metil-D-aspartato.

12



INTRODUCCION

1. Metabolismo energético cerebral

El cerebro es un 6rgano altamente dinamico y por lo tanto, energéticamente
demandante, por lo que depende del aporte continuo del principal sustrato
energético celular, la glucosa. El cerebro consume aproximadamente el 25%
del aporte total de la glucosa corporal, lo equivalente a aproximadamente 120 g
de glucosa (420 kcal de energia) por dia para mantener las condiciones

fisiologicas normales (Mergenthaler et al., 2013; Nimgampalle et al., 2020)

Se estima que del total de la energia cerebral aproximadamente 75% se
requiere para el mantenimiento del potencial de membrana y la sefalizacién
intracelular mientras que el 25% restante se utiliza para sostener actividades
celulares basicas como sintesis y degradacion de proteinas, recambio de
fosfolipidos y nucledtidos, transporte axoplasmico y fuga de protones

mitocondriales (McKenna et al., 2006).

1.1. Transportadores de Glucosa

La glucosa producida por el higado es liberada a la circulacidon sanguinea e
ingresa al sistema nervioso central (SNC) a travées de la barrera
hematoencefalica (BHE) mediante difusion faciltada, mediada por
transportadores de glucosa. Esta barrera funge como filtro selectivo para
proteger al cerebro de sustancias téxicas y controlar el suministro de sustratos
metabdlicos tales como glucosa, cuerpos ceténicos (CC) y algunos
intermediarios metabdlicos como el lactato y el piruvato (Simpson et al., 2007;
Beltran et al., 2012).

Debido a que la glucosa no puede atravesar la BHE, requiere de
transportadores que permitan su ingreso a las células. Hasta ahora se han
identificado 12 transportadores especificos de glucosa (GLUT), que se
expresan en diferentes areas y células del cerebro siguiendo patrones de

expresion tejido y célula-especifico con excepcion del GLUT1, que se expresa
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de manera ubicua y representa uno de los dos principales GLUTs del cerebro
(Simpson et al., 2007; Koepsell, 2020).

Este transportador, media la captura de glucosa de la periferia al interior del
cerebro, por lo que su expresion puede ser modulada transcripcional y
postranscripcionalmente por la concentracion de glucosa circundante; tiene dos
isoformas, ambas derivadas del mismo gen; la isoforma glicosilada de 55 kDa
que se localiza en los microvasos cerebrales, plexo coroideo y células
ependimarias, lo que representa la primera barrera para el transporte de
glucosa circulante hacia el parénquima cerebral. La otra isoforma, la de 45 kDa
de GLUT1 se localiza predominantemente en astrocitos que circundan a las
neuronas y a la microglia. A diferencia de GLUT1, GLUT3 tiene una capacidad
de transporte de glucosa cinco veces mayor, es el transportador de glucosa
mas abundante en el cerebro y se localiza principalmente en neuronas por lo
que es responsable de facilitar el transporte de glucosa especificamente a este
tipo celular. Se expresa ampliamente en las diferentes poblaciones neuronales
con una distribucion celular predominantemente en el neuropilo. GLUT4 y
GLUT8 representan otros dos transportadores neuronales de glucosa cuyo
patron de expresion, en contraste con GLUT3, estd restringido a una
subpoblacion especifica de neuronas, y han sido detectados en poblaciones
neuronales del hipocampo, el cerebelo y el bulbo olfatorio. Especificamente la
actividad de GLUT4 esta mediada por la concentracion de insulina en la
sangre, por lo que es indispensable para el ingreso de glucosa en tejidos
periféricos como el miocardio, el musculo esquelético y el tejido adiposo
(Vannucci et al., 1997; Koehler-Stec et al., 2000; Mergenthaler et al., 2013;
Magistretti and Allaman, 2015; 2018; Koepsell, 2020; Nimgampalle et al., 2020).

Otro transportador de glucosa detectado en el sistema nervioso central es
GLUT2, que se localiza en neuronas y astrocitos de regiones cerebrales que
participan en la regulacién de la ingesta de alimentos y el mantenimiento de la
homeostasis de glucosa como en el nucleo del tracto solitario, en pocas células

hipotalamicas, en neuronas secretoras del neuropéptido Y asi como neuronas

14



pro-opiomelanocortina positivas de la via de la melanocortina. Considerando su
papel de "sensor de glucosa" en la periferia como control central de liberaciéon
de insulina, las células que expresan GLUT2 tienen un papel importante al
mediar la respuesta contrarreguladora ante el déficit de glucosa (Marty et al.,
2007; Magistretti and Allaman, 2015).

GLUTS es otra proteina transportadora de glucosa localizada en el cerebro
que se encuentra en las células microgliales, los macrofagos residentes del
cerebro, por lo que participan en las respuestas inmunes e inflamatorias del
sistema nervioso. Cabe destacar que considerando sus diferentes afinidades
por sustratos y su papel en los tejidos periféricos, el GLUTS puede funcionar
como un mejor transportador de fructosa que de glucosa (Figura 1) (Magistretti
and Allaman, 2018).
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Figura 1. Distribucion celular de los principales transportadores de glucosa en el SNC. Tomado
de Magistretti and Allaman 2018.

15



1.2. Metabolismo de glucosa en el cerebro

En el cerebro, la glucosa provee de energia a través de la generacion de
adenosin trifosfato (ATP), util para funciones fisiolégicas y no fisiologicas en las
células que componen al SNC; ademas proporciona precursores para la
sintesis de neurotransmisores y neuromoduladores, participa en el
mantenimiento de gradientes de concentracion ionica transmembranal, en la
plasticidad neuronal, defensa antioxidante y en la funcién cognitiva que incluye

aprendizaje y memoria (Nimgampalle et al., 2020).

La primera via de obtencidn de energia a partir de este sustrato es la
glucdlisis, en la cual la glucosa es fosforilada por la hexocinasa produciendo
glucosa 6 fosfato, esta es la primera de una serie de reacciones enzimaticas en
la cual una molécula de glucosa es convertida en 2 moléculas de piruvato y
produce ATP vy nicotin adenin dinucledtido reducido (NADH). A partir del
piruvato los procesos ulteriores dependen de ciertas condiciones metabdlicas.
En condiciones anaerdbicas, el producto final es el acido lactico y el
rendimiento energético resulta ser mucho menor (2 ATP) que en condiciones
aerobicas, en las cuales el piruvato ingresa a la mitocondria para ser
descarboxilado oxidativamente y generar acetil coenzima A (acetil-CoA) en una
reaccion catalizada por la piruvato deshidrogenasa. La acetil-CoA es el
alimento del ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA, por sus
siglas en inglés de Tricarboxylic acid cycle). El tiolester de esta molécula, es un
enlace rico en energia, lo cual resulta de importancia en la primera reaccion del
ciclo, pero ademas este metabolito garantiza la actividad del TCA porque
mantiene los niveles de los metabolitos a concentraciones adecuadas. La
acetil-CoA se condensa con oxaloacetato para producir citrato, iniciando una
serie de reacciones catalizadas por diversas enzimas hasta volver a producir
oxaloacetato. En cada vuelta del ciclo se produce la entrada de un grupo
acetilo en forma de acetil-CoA y la salida de dos moléculas de CO,. Ademas,
cuatro de las ocho reacciones de este proceso son de oxido-reduccion en las
que la energia de oxidacién se conserva, con elevada eficiencia, produciendo 4

cofactores reducidos, 3 NADH y 1 flavin adenin dinucleétido reducido (FADH,),
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sustratos de la cadena respiratoria en la cual se forma ATP mitocondrial. Asi
mismo, en otra de estas reacciones se produce directamente un guanosin
trifosfato (GTP), equivalente a un ATP por fosforilacion a nivel de sustrato. De
esta manera bajo condiciones aerdbicas una molécula de glucosa produce un
total de 36 moléculas de ATP (Cardella and Hernandez, 2002; Nelson et al.,
2008).

La glucosa también puede oxidarse mediante una via alterna, la 0076ia de
las pentosas fosfato, que constituye una via de oxidacion directa de este
sustrato energético, mediante la cual se generan monosacaridos de 5 carbonos
para la sintesis de acidos nucleicos y la produccién de equivalentes reductores
de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH). Este ultimo,
ademas de ser un intermediario redox para la biosintesis de acidos nucleicos y
coenzimas, también es sustrato de la glutation reductasa, enzima que genera
glutation reducido a partir del glutation oxidado, que a su vez es producto de
una serie de reacciones catalizadas por la glutatiéon peroxidasa (Beltran et al.,
2012).

Por otro lado, la glucosa se puede almacenar en forma de glucégeno en el
cerebro, el cual se sintetiza a partir de glucosa-6-fosfato por efecto de la
glucdgeno sintasa (GS) unicamente en astrocitos maduros, puesto que en las
neuronas, esta enzima se encuentra altamente fosforilada y por lo tanto en
estado inactivo; en este sentido por lo general en las neuronas la GS es
degradada via proteasomal por el complejo laforina-malina (Solaz-Fuster et al.,
2008). La hidrdlisis de esta reserva energética (glucogendlisis) en los astrocitos
depende de la glucégeno fosforilasa (GF), produciendo glucosa-6-fosfato
(Figura 2), la cual puede emplearse para la generacion de sustratos
metabdlicos diferentes a glucosa como el acido lactico, que se pueden exportar
de los astrocitos a las neuronas cuando éstas incrementan sus requerimientos
de energia o durante escasa disponibilidad de glucosa. También se ha
propuesto que la rapida movilizaciéon de glucégeno en los astrocitos incrementa

de manera importante la concentracion de glucosa-6-fosfato lo que inhibe a la
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hexocinasa y por tanto disminuye la captura de glucosa en éstas células,
aumentando la disponibilidad de glucosa para el consumo neuronal (DiNuzzo et
al., 2011).
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Figura 2. Rutas metabdlicas de la glucosa para la generacién de energia.
1.3. Relacion metabdlica neurona-astrocito

Los astrocitos son células indispensables en el SNC, pues participan en
diversas funciones del SNC, tales como neurotransmision, homesotasis de
metabolitos y electrolitos, sefalizacion celular, inflamacion, defensa
antioxidante, regulacion del flujo sanguineo cerebral y la modulacién sinaptica.
Ademas, se ha demostrado que mantienen una estrecha relacién con las
neuronas a través de sistemas denominados “neurogliales”, que se encargan
de mantener la homeostasis celular, en este sentido, se sabe que los astrocitos
expresan enzimas clave de varias vias metabdlicas que no se expresan en

neuronas y son capaces de producir a partir de precursores exogenos,
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metabolitos intermedios necesarios para el metabolismo energético de las
neuronas (Ricci et al., 2009; Guillamoén-Vivancos et al., 2015; Siracusa et al.,
2019).

Toda la superficie externa de los capilares cerebrales esta cubierta por pericitos
y por pies terminales astrociticos; se ha reportado que aproximadamente el
96% de las células endoteliales se encuentran cubiertas por éstos ultimos
(Nehlig, 2004; Amaral, 2013). De este modo los astrocitos cuentan con la
posicion ideal para censar la actividad sinaptica y acoplarla con la distribucion
de sustratos energéticos, es decir, son capaces de censar el microambiente
metabolico cerebral y responder adecuadamente a la demanda energética
(Belanger et al., 2011; Magistretti and Allaman, 2015).

En 1994 el grupo de Pellerin y Magistretti, describid la lanzadera de lactato
astrocito-neurona (ANLS, por sus siglas en inglés de astrocyte-neuron lactate
shuttle), un mecanismo que explica el acoplamiento entre la actividad sinaptica
y el suministro energético, en esencia, el modelo postula que el glutamato
extracelular liberado durante la actividad neuronal, estimula la captura de
glucosa y la produccion de lactato en astrocitos (Pellerin and Magistretti, 1994).
El lactato se libera de los astrocitos y las neuronas circundantes lo capturan
inmediatamente para impulsar la actividad dependiente del metabolismo
oxidativo (Kasischke, 2009).

El glutamato es cotransportado al interior de los astrocitos con 3 iones de
Na®; al alterar el gradiente de Na®, se activa la ATPasa de Na'/K' y se
consume una molécula de ATP. El glutamato se transforma en glutamina por
efecto de la glutamina-sintasa y se utiliza otro ATP, la glutamina se libera de los
astrocitos y es capturada por las neuronas, donde la glutaminasa lo
transforman nuevamente en glutamato; este ciclo denominado “ciclo glutamina-
glutamato” permite que una gran cantidad de glutamato pueda reciclarse en las
terminales sinapticas renovando la reserva vesicular de glutamato, mientras
que el glutamato restante se transforma en a-cetoglutarato mediante

reacciones de transaminacion o por efecto de la glutamato deshidrogenasa e
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ingresa al TCA en los astrocitos. La disminucion en el contenido de ATP,
promueve la captura y el metabolismo de glucosa al desinhibir las enzimas
clave de la glucdlisis, como la hexocinasa y la fosfofructocinasa. Por otro lado,
la glucosa captada es procesada glucoliticamente en los astrocitos para
producir lactato, el cual se libera a través de transportadores de
monocarboxilatos especificos (MCT, por sus siglas en inglés de
Monocarboxylate transporters) MCT1 y MCT4 al espacio extracelular y
posteriormente es capturado por los MCT2 en las neuronas, en donde, tras
convertirse en piruvato se metaboliza oxidativamente en las mitocondrias para
producir alrededor de 17 ATP por molécula de lactato (Fig. 3) (Peng et al.,
1991; Magistretti and Pellerin, 1999; Magistretti and Allaman, 2015).

El flujo de lactato es posible por la expresion diferencial de las isoformas de
MCT vy lactato deshidrogenasa (LDH) entre las células neuronales vy
astrogliales, especfificamente por la LDH5 (expresada principalmente en
astrocitos) que tiene mayor afinidad por el piruvato y genera lactato, el cual,
como habiamos mencionado antes, se transporta a las neuronas a través de
los MCT. En las neuronas se oxida por la LDH1 (expresado principalmente en
mitocondrias de neuronas), que tiene mayor afinidad por el lactato obteniendo
piruvato que ingresa al TCA proveyendo de energia necesaria para la actividad
neuronal. En esencia, el modelo de la ANLS postula que las neuronas son
predominantemente oxidativas y los astrocitos glucoliticos. Ademas este
modelo proporciona un posible mecanismo que explica el acoplamiento del
metabolismo glutamatérgico con el consumo de glucosa en el SNC (Beltran et
al., 2012; Nimgampalle et al., 2020).

Debido a que las neuronas tienen mayores requerimientos energéticos,
mantienen una alta tasa de metabolismo oxidativo en comparacion con las
células gliales. Existe evidencia que postula que las neuronas pueden usar de
manera eficiente lactato como sustrato energético e incluso preferir su uso
sobre la glucosa cuando ambos sustratos estan presentes; a este respecto, se

ha reportado que la enzima 6-fosfofructosa-2-cinasa/fructosa-2,6 bisfosfatasa-
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3, esta practicamente ausente en las neuronas debido a su degradacion
proteosomal, lo que contrasta con los altos niveles de expresion en astrocitos.
Esta enzima es responsable de la generacion de fructosa-2,6-bisfosfato, un
potente activador de la fosfofructocinasa-1. Como resultado de una baja
produccion de fructosa-2,6 bifosfato, las neuronas muestran una tasa
glucolitca mas lenta en comparacion con los astrocitos (Cardella and
Hernandez, 2002; Belanger et al., 2011).
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Figura 3. Representacion de la lanzadera de lactato astrocito-neurona. El glutamato liberado
durante la actividad sinaptica, activa a los receptores glutamatergicos (GIuRs). Una proporcion
importante de este glutamato es captado por los transportadores de aminoacidos ex citadores
(EAAT); especificamente GLT1 y GLAST, utilizando el gradiente electroquimico del Na* como
fuerza impulsora, promoviendo la activacion de la Na*/K* ATPasa, un proceso que consume
ATP. Tras haber sido capturado, el glutamato se transforma en glutamina por efecto de la
glutamina sintasa, consumiendo de nuevo ATP, y se transporta a las neuronas, donde las
glutaminasas lo convierten nuevamente en glutamato. La carga metabdlica creada por la
captura de glutamato induce la utilizaciéon de glucosa no oxidativa en los astrocitos y la captura
de glucosa proveniente del torrente sanguineo por el GLUT1. El piruvato derivado
glicoliticamente se convierte en lactato mediante la LDH5 y se transporta a las neuronas a
través de los MCT. En las neuronas, el lactato se puede utilizar como sustrato energético tras
su conversioén en piruvato por LDH1. Tomado de Magistretti y Allaman 2015.
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2. Hipoglucemia

2.1. Generalidades

Bajo circunstancias normales, la concentracion plasmatica de glucosa se
mantiene dentro de un rango fisiolégico (70-110mg/dl), el cual resulta de un
estricto balance entre la glucosa endogena y exdgena; cuando este equilibrio
se rompe Yy los niveles de glucosa se hallan por debajo de 70mg/dl se produce
una condicion fisiolégica conocida como hipoglucemia. Generalmente la
hipoglucemia es un estado transitorio, aunque puede presentarse de forma
cronica a consecuencia de diversos factores como trastornos hormonales,
alteraciones en la hormona de crecimiento, presencia de insulinomas,
insuficiencia adrenal, alcoholismo, entre otros (Bansal and Weinstock, 2000).
No obstante, esta condicion es considerada como la principal complicacion del
tratamiento con insulina, pues afecta aproximadamente al 40% de los pacientes
insulino-dependientes (Bree et al.,, 2009), quienes sufren en promedio 2
episodios de hipoglucemia moderada (40-60 mg/dl) por semana y un episodio
de hipoglucemia severa (HS) (<35 mg/dl) al afio. De esta manera, cerca del 2 al
4% de los pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1) mueren a causa de la

hipoglucemia (Cryer, 2007; Cryer et al., 2009).

Los niveles de glucemia se encuentran altamente controlados por sistemas
de regulacién endocrina, conocidos como “respuesta contrareguladora de la
hipoglucemia” que inducen una serie de respuestas fisiolégicas y conductuales,
que ayudan a prevenir o corregir la hipoglucemia. La primera respuesta es la
supresion de la secreciéon de insulina en las células 3 pancreaticas, que ocurre
cuando los niveles de glucosa se hallan por debajo de rango de 81 mg/dl,
favoreciendo el aumento de la produccion de glucosa y limitando su utilizacion
periférica. Si la concentracién de glucosa es inferior a 68 mg/dl, se estimula la
secrecion de glucagoén y epinefrina lo que induce la glucogendlisis (degradacion
de glucégeno a glucosa) y la gluconeogénesis (produccién de glucosa a partir
de piruvato y otros sustratos). Si estas respuestas de defensa fallan al prevenir
la hipoglucemia y los niveles de glucosa disminuyen aun mas, dan lugar a una
respuesta simpatoadrenal mas intensa originando sintomas neurogénicos
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(sudoracion, mareo, nausea, temblor, ansiedad, irritabilidad, palpitaciones,
hambre, etc.) provocados por la liberacion de noradrenalina y adrenalina y cuyo
objetivo es promover la ingesta de alimento y revertir el estado hipoglucémico.
Si tras la apariciébn de estos sintomas no hay correccién en los niveles de
glucosa aparecen sintomas neuroglucopénicos (debilidad, vision borrosa,
confusion, dificultad para hablar, somnolencia, etc.), resultado de la ausencia
de glucosa en el cerebro. Si pese a todas estas senales fisioldgicas vy
conductuales, los niveles de glucosa no se restablecen, pueden presentarse
alteraciones cognitivas, conductas erraticas, convulsiones e incluso un estado
de coma, este Ultimo es un caso extremo que sucede cuando los niveles de
glucosa se encuentran por debajo de 41 mg/dl (Cryer, 2005; 2007; Sprague
and Arbelaez, 2011; Languren et al., 2013). El estado de coma caracterizado
por el cese de la actividad eléctrica cerebral (periodo isoeléctrico), puede
ocasionar dafos neuroldgicos permanentes dependiendo de su duracion en
areas vulnerables del cerebro, entre las que se incluyen la corteza y el

hipocampo; incluso derivando en la muerte del paciente (Auer et al., 1984).

2.2. Muerte neuronal inducida por hipoglucemia

a) Excitotoxicidad

Diversos estudios sefialan que para que ocurra muerte neuronal se
requieren niveles de glucemia inferiores a 18 mg/dl y de la presencia de un
evento de coma prolongado (30 minutos o mas) (Auer, 2004). No obstante,
aunque los mecanismos que dirigen la muerte neuronal inducida por la HS no
han sido completamente dilucidados, diversos estudios sehalan que es el
resultado de una secuencia de eventos desencadenados por un mecanismo
excitotoxico inducido por un aumento en la liberacion de glutamato y aspartato
al espacio extracelular. Este incremento se debe a que durante la HS la
disponibilidad de glucosa es limitada por lo que disminuye la produccion de
piruvato y por ende de acetil-CoA para suplementar al ciclo de Krebs, de
manera que como mecanismo compensatorio el tejido cerebral es capaz de

mantener una capacidad limitada de fosforilacion oxidativa mediante la
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produccién de compuestos reductores (NADH y FADH,) al metabolizar el
glutamato (y la glutamina), el cual dona su grupo amino al oxaloacetato
produciendo a cetoglutarato y aspartato (Figura 4), el primer compuesto cumple
la funcién de sustrato anaplerdtico que permite el funcionamiento parcial del
ciclo de Krebs mientras que el segundo es un neurotransmisor excitador que
estimula los receptores de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Auer, 2004;
Sutherland et al.,, 2008). Aunado a esto, la falla energética impide el
funcionamiento de la bomba Na’/K* ATPasa, incrementando la concentracion
de Na' intracelular e induciendo la despolarizacion neuronal que conduce a la
liberacion de glutamato y aspartato que se suma al aspartato generado por la
modificacion metabdlica del ciclo de Krebs (Ciclo de Krebs truncado). Asi
mismo, la disipacion del gradiente de Na* promueve el funcionamiento inverso
de los EAAT, por lo que hay mayor acumulacién de glutamato en el espacio
sinaptico. Todos estos procesos contribuyen a la generacion de excitotoxicidad
(Sandberg et al.,, 1986; Ogata et al., 1995). De este modo, Wieloch y
colaboradores en 1985, mostraron que la administracion de antagonistas de los
receptores NMDA antes del coma hipoglucémico reduce la muerte neuronal en
un 90%. Este mismo grupo demostré también que la muerte neuronal en el
estriado inducida por HS, puede prevenirse al eliminar las terminales
glutamatérgicas cortico-estriatales (Wieloch et al., 1985). Finalmente, cultivos
corticales e hipocampales tratados con un inhibidor de los receptores NMDA
(MK-801), disminuye la liberacion de glutamato y previene la muerte neuronal
inducida por la ausencia de glucosa. (Paramo et al., 2010). Estos estudios
demuestran la participacion de un mecanismo excitotoxico en la muerte

neuronal inducida por la falla energética.
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b) Desregulaciéon del calcio intracelular

Una de las principales consecuencias de la excitotoxicidad es la entrada
masiva de calcio (Ca') al espacio intracelular, que se incrementa de forma
progresiva durante el coma hipoglucémico, como consecuencia de la sobre
activacion de los receptores NMDA. Este aumento activa distintas enzimas
dependientes de Ca’™ que contribuyen a la muerte neuronal. En este sentido, la
ausencia de calcio extracelular o el tratamiento con BAPTA-AM, un quelante de
calcio intracelular, previene la muerte neuronal en cultivos de neuronas
hipocampales expuestos a ausencia de glucosa o a la inhibicion de la
glucdlisis, a través de mecanismos que involucran la inactivacion de enzimas
pro-oxidantes dependientes de calcio como la xantina oxidasa, la Fosfolipasa
A2 y la NADPH oxidasa (NOX) (Hernandez-Fonseca and Massieu, 2005;
Hernandez-Fonseca et al., 2008; Paramo et al., 2010). Asi mismo, el
incremento en la concentracién de Ca™ y el aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) por estos sistemas enzimaticos durante la

ausencia de glucosa promueven a la activacion excesiva de calpaina, una
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cistein-proteasa dependiente de calcio implicada en la muerte neuronal
excitotéxica (Paramo et al.,, 2013). Finalmente, en un modelo in vivo de
hipoglucemia severa se observd que el tratamiento con verapamil, un
bloqueador de los canales de calcio tipo L, disminuye el dafio neuronal inducido
por HS en aproximadamente 90% y previene el dafo cognitivo (Jackson et al.,
2018).

Otro mecanismo asociado a la muerte neuronal por HS es el estrés
reticular, generado por la pérdida de la homeostasis de calcio intracelular, la
produccién de ERO y la disminucion en la glicosilacién de proteinas como
consecuencia de la deficiencia energética que promueven la acumulacion de
proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico y la subsecuente activacion
de la respuesta a proteinas mal o no plegadas (UPR, por sus siglas en ingles
de Unfolded protein response), que podria dirigir hacia la apoptosis celular
(Malhotra and Kaufman, 2007). Diversos estudios en modelos in vitro e in vivo
de isquemia cerebral (otro estado patoldgico, cuyo dano esta asociado a la falta
de suministro de glucosa sanguinea cerebral), han demostrado el aumento de
marcadores de estrés reticular y de la actividad de la caspasa 12, caspasa
residente del reticulo endoplasmico que participa en la apoptosis inducida por
estrés reticular (Mouw et al., 2003; Sun et al., 2016b). La participacion del
estrés reticular en modelos in vivo de hipoglucemia no ha sido explorada aun,
no obstante, estudios previos de nuestro grupo realizados en cultivos
hipocampales sometidos a ausencia de glucosa muestran que la muerte
apoptotica inducida por el déficit energético es resultado de la activacién del

estrés reticular y de la caspasa 12 (Garcia de la Cadena and Massieu, 2016).

c) Dafio mitocondrial y estrés oxidativo

Por otro lado, el aumento de Ca*™" es amortiguado por la mitocondria, en
donde el influjo excesivo de este i6n interrumpe la sintesis de ATP
promoviendo la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
(PTM), provocando la salida del citocromo C y del factor inductor de apoptosis

(AIF, por sus siglas en ingles de Apoptosis-Inducing factor) que conducen a la

26



muerte celular. El citocromo C forma parte de un complejo denominado
apoptosoma, que en conjunto con la caspasa 9 activan a la caspasa 3, que es
efectora de muerte apoptética (Ferrand-Drake et al., 1999; Ferrand-Drake et al.,
2003). Asimismo se ha reportado que durante la hipoglucemia disminuye la
respuesta antioxidante y la actividad de los complejos de la cadena
transportadora de electrones, en especial el complejo | y IV promoviendo la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial e incrementando la liberacién
de ERO, lo que favorece la aparicién de estrés oxidativo (Bhardwaj et al., 1998;
Ballesteros et al., 2003).

Diversos estudios demuestran que el estrés oxidante inducido durante la
hipoglucemia induce dano en macromoléculas esenciales para la viabilidad
celular como lipidos de membrana, ADN y proteinas. En este sentido,
Patockova y colaboradores en 2003 observaron un aumento en la produccion
cerebral de malondialdehido (MDA), uno de los productos finales de la
lipoperoxidacion de lipidos, después de un evento de HS. Mas tarde, en 2010
se observo la presencia de dafo oxidativo en lipidos en las regiones cerebrales
vulnerables al dafio hipoglucémico antes del inicio del periodo isoeléctrico, asi
como un incremento en las proteinas nitrosiladas luego de la reintroduccion de
glucosa en las mismas regiones. (Haces et al., 2010). El aumento en la
produccion de ERO sobre activa a la poli (ADPribosa)-polimerasa-1 (PARP-1),
una enzima que normalmente ayuda a amortiguar el dano celular al reparar del
ADN, pero su sobre activacion conduce a la muerte celular. A este respecto
Suh y colaboradores en el 2003 mostraron que la administracion de inhibidores
de esta enzima durante la infusién de glucosa, disminuye considerablemente la
muerte neuronal. La actividad de la PARP-1 consume el NAD" citosdlico que es
necesario para la glucdlisis, de manera que la activacion de esta enzima por la
hipoglucemia severa hace a las células incapaces de metabolizar glucosa aun
cuando la disponibilidad de este carbohidrato se restaura. En 2007, el mismo
grupo prob6 que también durante la infusién de glucosa se libera 6xido nitrico
lo cual estimula la liberacion de zinc de las terminales nerviosas y a su vez

promueve la activacion de la PARP-1 y de la NOX, esta ultima participa en la

27



generacion de ERO (principalmente del anion superdxido) durante la
reintroduccion de glucosa. Ademas de que el exceso de glucosa durante la RG
promueve su metabolismo por el ciclo de las pentosas favoreciendo la
generacion de NADPH que activa a la NOX y aumenta la generacion de ERO
(Suh et al., 2003; Suh et al., 2007b; Suh et al., 2007c; Suh et al., 2008). En
conjunto, los datos anteriormente descritos indican que la muerte neuronal
inducida por la HS es de origen multifactorial, dichos factores acontecen en
etapas tempranas, durante el periodo isoeléctrico y durante la fase de RG

(Languren et al., 2013).

3. Cuerpos cetonicos

Como se menciond previamente, el cerebro es capaz de metabolizar
sustratos energéticos distintos a la glucosa, como piruvato (Suh et al., 2005),
glutamato, glutamina, aspartato (Rao et al.,, 2010; Amaral et al.,, 2011),
glucégeno (Suh et al., 2007a) y CC; todos ellos pueden ser metabolizados por
las neuronas cuando el metabolismo de glucosa se encuentra alterado,
contribuyendo a prolongar la funcién neuronal y retrasar el agotamiento de ATP
durante la hipoglucemia (Amaral, 2013). Asi mismo, en condiciones de
ausencia de nutrientes, el cerebro tiene la capacidad de adaptarse al uso de
CC como principal fuente de energia, se ha reportado que son capaces de
aportar mas del 60% de la energia cerebral de acuerdo a su concentracion en
plasma (White and Venkatesh, 2011; Hashim and Vanltallie, 2014). Ademas, se
les ha atribuido la capacidad de ahorrar glucosa, puesto que inhiben el
complejo de la piruvato-deshidrogenasa, evitando la glucolisis y manteniendo
cierta cantidad de glucosa disponible en el SNC durante el ayuno prolongado,
reservandola para la producciéon de ATP glucolitco o bien para las vias
biosintéticas que requieren glucosa; incluyendo la propia oxidacién de los CC,
ya que cierta cantidad de glucosa es esencial para impulsar el TCA, que provee

de la succinil-CoA requerida en la cetdlisis (Amaral, 2013).

La tasa del metabolismo cerebral de los CC depende principalmente de la

concentracion de éstos en la sangre, normalmente, la concentracion plasmatica
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de CC en humanos y en ratas es cerca de 0.1mM, pero puede incrementar
facilmente en respuesta a ciertas alteraciones del estado fisiologico. La tabla 1
muestra el rango de concentracion de los CC en sangre de humanos y ratas

bajo distintas condiciones (Robinson and Williamson, 1980).

Concentracion de CC (mM)

SITUACION HUMANO RATA
Con alimento +0.1 >0.3
Ayuno de 12a 24 h >0.3 1-2
Ayuno de 48a 72 h 2-3 2
Post ejercicio >2 >2
Neonatal 0.5-1 0.5-1.5
Hipoglucemia 1-5
Diabetes sin tratamiento >25 >10

Tabla 1. Concentracion sanguinea de CC totales (AcAc+BHB) en rata y en humano en
respuesta a distintas alteraciones del estado fisiolégico. Modificado de Robinson y Williamson,
1980.

Cuando los niveles de glucosa disminuyen en sangre, por ejemplo,
durante el ayuno prolongado o durante el ejercicio intenso, comienzan a
utilizarse las reservas hepaticas de glucégeno, cuando estas reservas se
agotan, el organismo comienza a sintetizar glucosa a partir de fuentes
alternativas a carbohidratos como lactato, piruvato y ciertos aminoacidos. Se
liberan a la circulacion triglicéridos del tejido adiposo en forma de acidos grasos
y glicerol, éste ultimo se utiliza como sustrato de la glucdlisis y los acidos
grasos se oxidan en el higado elevando la concentracion de acetil-CoA y
NADH; si la glucosa sanguinea no se normaliza y las reservas lipidicas
continuan utilizandose, eventualmente el incremento en los niveles de NADH
inhibe alostéricamente al ciclo de Krebs, y en consecuencia la acumulacién de
acetil-CoA promueve la generacion de CC (Melg et al., 2006; Nelson et al.,
2008).
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El paso inicial de la cetogénesis es la condensacién de 2 moléculas de
acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA a través de la enzima [-cetotiolasa.
Posteriormente, la Hidroxi-metilglutaril-CoA sintasa (HMG-CoA sintasa), integra
un grupo acetilo proveniente de una tercera molécula de acetil-CoA para formar
B-Hidroxi-metilglutaril-CoA. La enzima Hidroxi-metilglutaril-CoA liasa (HMG-
CoA liasa) remueve una acetil-CoA de esta molécula para formar acetoacetato
(AcAc), el cual puede tomar dos rutas, por un lado puede descarboxilarse
espontaneamente produciendo CO, y acetona, otro cuerpo cetonico que al ser
un compuesto volatil se elimina via respiratoria y es incapaz e incorporarse al
metabolismo; el camino alternativo del AcAc es la formacién de BHB, que es el
cuerpo cetonico mas abundante en la circulacion. Esta reaccion es regulada
por la B-hidroxibutirato deshidrogenasa y es reversible de acuerdo al estado del
equilibrio redox ya que requiere de un hidrégeno proveniente del recambio de
NAD+/NADH. Como las células hepaticas no son capaces de metabolizar los
CC debido a que carecen de una enzima determinante para el proceso de
cetdlisis (B-cetoacil-CoA-transferasa), se liberan al torrente sanguineo y son
transportados al sistema nervioso por los transportadores de monocarboxilatos
MCT1, MCT2 y MCT4, localizados en las células endoteliales, las neuronas y
las células gliales respectivamente. El uso de los CC en el cerebro requiere que
tanto el BHB como el AcAc se oxiden como sustrato alternativo de glucosa
produciendo acetil-CoA. De este modo la [B-hidroxibutirato deshidrogenasa
transforma el BHB en AcAc, este Uultimo se transforma nuevamente en
Acetoacetil-CoA por efecto de la B-cetoacil-CoA-transferasa y finalmente en un
proceso catalizado por la B-cetotiolasa se convierte en acetil CoA, que entra al
TCA para la generacion de energia y metabolitos (Figura 5) (Melg et al., 2006;
Camberos-Luna and Massieu, 2020). Por otro lado, aunque generalmente se
asume que el higado provee de CC al cerebro, se ha demostrado que los
astrocitos también son capaces de sintetizar CC a partir de acidos grasos y de

leucina (Guzman and Blazquez, 2004; Takahashi et al., 2014).
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Figura 5. Metabolismo de Cuerpos Cetoénicos. A) Cetogénesis, formacion de CC a partir de
acetil-CoA en el higado y B) Cetdlisis, Produccién de acetil-CoA a partir de CC en el cerebro
(también puede ocurrir en otros tejidos extra hepaticos como musculo esquelético y cardiaco).
Tomado de Camberos y Massieu 2020.

3.1. Transportadores de monocarboxilatos

Como se mencioné anteriormente, el metabolismo cerebral de los CC
depende principalmente de su concentracion en sangre asi como de la
permeabilidad de la BHE, que a su vez depende de la abundancia de
transportadores de monocarboxilatos (MCT) y no del aumento de la actividad
neuronal como en el caso del metabolismo de glucosa (Morris, 2005). De esta
manera, existen estudios que demuestran que la expresion de los MCT vy por
tanto la permeabilidad de los CC incrementa durante el periodo de lactancia,
(Pellerin et al., 1998; Leino et al., 1999), el ejercicio prolongado (Takimoto et
al., 2013) y en condiciones patologicas como hipoxia (Gao et al.,, 2014,
Miranda-Goncalves et al., 2016) isquemia (Tseng et al., 2003; Moreira et al.,
2009; Hong et al., 2015) e hiperglucemia (Canis et al., 2009).
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Pese a que hasta hora se han identificado 14 miembros pertenecientes a la
familia de los MCT, solo los transportadores de monocarboxilatos del 1 al 4 son
capaces de co-transportar CC y protones al interior de la célula mediante un
mecanismo de simporte con una estequiometria equimolar 1:1. (Pierre and
Pellerin, 2005, Simpson et al., 2007). EI MCT1 se encuentra
predominantemente en las células endoteliales que forman los vasos
sanguineos cerebrales y en los astrocitos, mientras que en neuronas su
expresion es muy limitada; no obstante, durante el desarrollo este transportador
se encuentra ampliamente distribuido en todos los tipos celulares coincidiendo
con el periodo de lactancia en roedores y disminuye su expresion con la
madurez; por lo que se piensa que favorece la captura de CC en el SNC
principalmente durante esta etapa del desarrollo (Vannucci and Simpson,
2003).

MCT2 constituye el principal MCT neuronal, se expresa ampliamente en
dendritas y se asocia con densidades post sinapticas; se localiza
preferentemente en neuronas de la corteza cerebral, del hipocampo y del
cerebelo (Simpson et al., 2007). Asi mismo, existen reportes que sefialan su

presencia en los pies terminales de los astrocitos (Gerhart et al., 1998).

La expresion del transportador MCT3 se encuentra limitada al plexo
coroideo y al epitelio retinal pigmentado y finalmente el MCT4, que se expresa
exclusivamente en astrocitos y es considerado el principal transportador de
lactato; posee una baja afinidad para piruvato, previniendo asi la pérdida de
este monocarboxilato de la célula para incrementar la tasa de glucolisis y el
ATP citosdlico (Pierre and Pellerin, 2005).

3.2. Efecto protector de los cuerpos ceténicos

Desde la antigiedad, el ayuno se ha empleado con fines de desarrollo
espiritual, para mejorar la calidad de vida y como tratamiento para distintos
padecimientos incluyendo la epilepsia, la cual a principios de la década de
1920 se asocid a un desbalance en el equilibrio acido-base del cuerpo, en

donde la alcalinizacién del medio incrementaba la probabilidad de desarrollar
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ataques convulsivos (Barborka, 1928). En esa misma década, se reportd que la
disminucion de las convulsiones se producia tipicamente después de 2 o 3 dias
de ayuno a consecuencia de un cambio metabdlico generado por la ausencia
de alimentos o carbohidratos forzando al organismo a metabolizar grasas
formando &cidos (ceto-acidos) (Wheless, 2008). No obstante, el principal
problema del ayuno radicaba en que al reanudar la dieta normal también
volvian a presentarse las crisis convulsivas. Por consiguiente, Russel Wilder en
1921 propuso la administracion de una dieta alta en grasas y baja en
carbohidratos en pacientes pediatricos con epilepsia refractaria, para estimular
la B-oxidacion y en consiguiente la producciéon de CC, simulando los efectos del
ayuno y disminuyendo considerablemente los eventos convulsivos. A pesar de
que el uso de la “Dieta cetogénica” fue cada vez menor a consecuencia del
desarrollo de farmacos anticonvulsivantes, actualmente es considerada la
principal alternativa terapéutica para el tratamiento de nifios con epilepsia
refractaria, puesto que ha mostrado disminuir eficazmente los episodios
convulsivos e incluso eliminarlos completamente desde los 3 meses de

tratamiento (Freeman and Vining, 1999; Wheless, 2008)

Desde entonces se ha evaluado el efecto terapéutico de los CC en diversos
trastornos neurolégicos como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, isquemia cerebral, neurotrauma, tumores cerebrales, esclerosis
lateral amiotréfica, autismo, cefalea y trastornos del suefo (Stafstrom and Rho,
2012). Asi mismo, los CC han mostrado poseer un efecto neuroprotector en
condiciones de estrés energético. En estudios previos de nuestro laboratorio se
demostré que los CC previenen notablemente la muerte neuronal inducida por
la inhibicion de la glucdlisis y la ausencia de glucosa in vitro y durante
condiciones de hipoglucemia severa inducida por la administracion de insulina
en ratas (Haces et al., 2008; Paramo et al., 2010; Paramo et al., 2013; Julio-
Amilpas et al., 2015).

El efecto protector de los CC se atribuye principalmente a su componente

metabdlico al incrementar los niveles energéticos, restablecer el metabolismo
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mitocondrial y mantener la integridad de los complejos de la cadena respiratoria
elevando los niveles de ATP (Veech, 2004; Lin et al., 2015). Asi mismo, se ha
sugerido que los CC promueven la biogénesis mitocondrial y previenen su
fraccionamiento, evitan que se desaten cascadas apoptéticas al impedir la
apertura del PTM y disminuyen el estrés oxidante (Bough et al., 2006; Kim et
al., 2007). Maalouf y colaboradores en 2007, demostraron que la combinacién
de BHB y AcAc disminuye la produccién de ERO por el complejo 1 de la
cadena respiratoria, previniendo el dafo neuronal inducido por la exposicion
prolongada a glutamato (Maalouf et al., 2007). Asi mismo, estudios de nuestro
grupo muestran que tanto el D-BHB como el AcAc tienen la capacidad de
disminuir las ERO en modelos de HS in vivo y en cultivos primarios de
neuronas corticales en condiciones de privacion de glucosa. Ademas se
demostré que el isbmero no metabolizable del BHB, L-BHB, también tiene la
capacidad de disminuir y atrapar ERO (Haces et al., 2008; Paramo et al., 2010;
Julio-Amilpas et al., 2015). Del mismo modo, la administracion de este sustrato
energético disminuye la lipoperoxidacion lipidica, en modelos de HS y de

isquemia cerebral (Suzuki et al., 2002; Haces et al., 2008).

No obstante, se han descrito otros mecanismos de proteccion de los CC
ademas de los que se relacionan con su funcion metabdlica y antioxidante. Por
ejemplo, diversos estudios han asociado al BHB con la modulacion de
procesos inflamatorios mediante la inhibicion del inflamasoma NLRP3, la
disminucién en la produccion de IL-1B e IL-18 y al atenuar la activacién de la
caspasa 1 a través de la inhibicion de la salida de K* (Youm et al., 2015).
También, se ha reportado que el BHB participa en la regulacion epigenética.
Xie y Cols identificaron y describieron el proceso de B-hidroxibutirilaciéon, una
marca de histonas derivada del BHB (Xie et al., 2016). Asimismo, el BHB
promueve la actividad transcripcional de genes de la respuesta antioxidante
como FOXO3A, metalotienina 2 (MT2) y el factor de transcripcion NRF2 que a
su vez promueve la expresion de enzimas antioxidantes como la superéxido
dismutasa y la catalasa a través de la inhibicion de las desacetilasas de

histonas de clase 1 (HDACs) y también mediante la activacion de la SIRT3
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como consecuencia del incremento del cociente NAD+/NADH mitocondrial
(Shimazu et al., 2013; Yin et al., 2015).

FOXO3A puede ademas estimular la expresion de genes de autofagia (Sun
et al.,, 2018a). En concordancia, estudios de nuestro laboratorio muestran que
el tratamiento con BHB, previene la muerte por ausencia de nutrientes a través
de la estimulacion del flujo autofagico en cultivos primarios de neuronas

corticales (Camberos-Luna et al., 2016).

De este modo, puede decirse que los CC son moléculas multifuncionales,
pues se han descrito diversos mecanismos por los cuales ejercen su papel
neuroprotector, entre los que figuran su efecto sobre el metabolismo, su
capacidad antioxidante, epigenética, anti-inflamatoria e incluso se han
propuesto como moléculas implicadas en la senalizacion celular (Camberos-
Luna and Massieu, 2020).

En vista de que los descubrimientos relacionados con el papel
neuroprotector de los CC han ido en aumento; se han comenzado a
implementar las llamadas “neurocetoterapias”, es decir, estrategias
terapéuticas cuyo propésito principal es incrementar los niveles de CC en
sangre para utilizarlas como moléculas de proteccion ante diversas patologias.
Algunas de estas estrategias inducen la produccién endégena de CC como la
dieta cetogénica, la restriccion caldrica, el ayuno intermitente y la ingesta de
triglicéridos de cadena media. Aunque también pueden incrementarse los
niveles de CC de manera exdgena via intravenosa y enteral o por el consumo
oral de sales o de esteres cetonicos (Camberos-Luna and Massieu, 2020).
Estas ultimas estrategias, principalmente el uso de esteres cetonicos o la
ingesta de ftriglicéridos de cadena media han mostrado ser alternativas mas
amigables para los pacientes que la dieta cetogénica, ya que la adherencia a
las dietas cetogénicas es dificil de lograr, pues son poco palatables, ademas de
que pueden asociarse a efectos adversos como problemas gastrointestinales,

pérdida de peso y tras un tratamiento prolongado incluso pueden generar
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nefrolitiasis, acidosis metabdlica e hipercolesterolemia. (Camberos-Luna and
Massieu, 2020; Jensen et al., 2020).

4. Autofagia

Ante el estrés energético, las células han desarrollado diferentes
mecanismos para restablecer la homeostasis celular, como la respuesta
antioxidante, la respuesta a estrés reticular y la autofagia. Esta ultima es un
mecanismo de sobrevivencia celular altamente conservado que involucra la
degradacion lisosomal de macromoléculas y organelos celulares dafados en
biomoléculas basicas como aminoacidos y acidos grasos que podrian utilizarse
para la sintesis de nuevas macromoléculas y ATP o bien, podrian ser
secretadas por la célula. De este modo, la autofagia desempefia un importante
papel en la respuesta adaptativa durante condiciones desfavorables como la
ausencia de nutrientes (Wirawan et al., 2012; Yin et al., 2016). No obstante, en
todas las células existe actividad autofagica basal para conservar la
homeostasis celular y el balance energético. Se ha relacionado con diversos
procesos fisiolégicos como son el mantenimiento de la homeostasis celular y
tisular, y la atenuacion del dafo asociado al envejecimiento, la diferenciacion y
desarrollo celular asi como la inmunidad innata y adaptativa (Yin et al., 2016).
En contraste, cuando la autofagia no procede adecuadamente o cuando su
actividad es excesiva puede contribuir a la muerte celular (Liu and Levine,
2015).

Tipicamente la autofagia en mamiferos se clasifica en macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperonas (CMA, por sus siglas en
inglés de Chaperone-mediated autophagy). El centro de todas ellas es el
lisosoma, pero mientras que la degradacion del cargo de la CMA y la
microautofagia ocurre directamente en el lisosoma (ya sea mediante un
complejo de translocacion de proteinas transmembrana que dirige el cargo al
lisosoma, como ocurre en la CMA o bien al ser directamente engullidas por el
lisosoma como se ha descrito en la microautofagia), en la macroautofagia se

genera una nueva estructura de doble membrana llamada “autofagosoma”.
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Posteriormente los lisosomas se fusionan con la membrana externa de esta
estructura proveyendo hidrolasas que degradan la membrana interna junto con
su contenido. Considerando que el tamafo del autofagosoma oscila entre 0.5 y
2 um, la macroautofagia es capaz de degradar agregados proteicos,
mitocondrias, lisosomas, fragmentos de reticulo endoplasmico dafados e

incluso bacterias (Mizushima et al., 2008; Yim and Mizushima, 2020)

4.1. Descripcién de las etapas la autofagia.

La macroautofagia (a la cual me referiré a partir de ahora como autofagia)
es un proceso orquestado por una compleja maquinaria proteica que dirige su
correcta ejecucion (Figura 6). La regulacion adecuada de este proceso es
indispensable para la sobrevivencia de las células, por lo que cuenta con varios
puntos criticos de control. Para facilitar el estudio de la maquinaria central de la
autofagia se ha dividido en las siguientes etapas:

a) Iniciacién

La via clasica de iniciacion de la autofagia, involucra la inhibicion del
complejo mMTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1), que regula
numerosos procesos biolégicos entre los que destacan el crecimiento y la
proliferacion celular, la sintesis de proteinas y la inhibicion de la autofagia
(Ryskalin et al, 2017). Tanto mTORC1 como AMPK (adenosine
monophosphate-activated protein kinase) regulan a la autofagia mediante la
fosforilacién coordinada de ULK1, la cual es indispensable para la formacion de
complejo ULK1, encargado de la induccién de la autofagia. Cuando la cantidad
de nutrientes en el ambiente es suficiente, mMTORC1 fosforila a ULK1 en la
serina 757 (S757), previniendo la formacién del complejo de induccion de
autofagia. Por el contrario, cuando la disponibilidad de nutrientes es baja, la
AMP cinasa (AMPK) fosforila a la subunidad de mTORC1 RPTOR, para inducir
autofagia. Esto produce la liberacion de ULK1 del complejo mTORC1 y permite
su interaccién con AMPK que activa directamente a ULK1 al fosforilarlo en la
S317. Subsecuentemente ULK1 activa al complejo beclina1/fosfatidil-inositol-

cinasa de clase lll (BECN1/PIK3C3) a través de la fosforilacion de las proteinas

37



que lo componen, entre ellas a BECN1 en S14, que promueve la actividad de
cinasa de la PIK3C3 (Figura 6) (Zachari and Ganley, 2017; Klionsky et al.,
2021).

b) Nucleacion

El complejo BECN1/PIK3C3, compuesto por BECN1, AMBRA, VPS15,
UVRAG y ATG14 es fundamental durante la nucleacion (Figura 6). En esta
etapa, el fosfatidil-inositol-3-fosfato (PIP3) inducido por la PIK3C3, recluta otras
proteinas ATG (Autophagy Related Genes proteins) al sitio de ensamblaje del
autofagosoma (WIPI, DFCP1, MP1, ATG2 y ATG9). Por otro lado, AMBRAT1,
normalmente funciona como ancla del complejo BECN1/PIK3C3 al
citoesqueleto, pero en condiciones de estrés energético, ULK1 activo fosforila a
AMBRA1 liberando al complejo de los microtubulos y promoviendo su
translocacion al reticulo endoplasmico (RE), uno de los organelos mas

importante para la formacién del autofagosoma (Lee et al., 2013).
c) Elongacion

La elongacion del fagéforo (estructura pre-autofagosomal) probablemente
requiere reclutar membrana proveniente de otros organelos. Una de las
proteinas encargadas de esta funcidbn es ATG9, que es una proteina
transmembrana que circula entre la red trans-Golgi y los endosomas
probablemente acarreando membrana para la formacion del autofagosoma
(Ravikumar et al., 2010). Dos sistemas de tipo ubiquitinaciéon estan implicados
en la elongacién, modelado y sellado de la membrana del autofagosoma. En el
primer sistema la proteina ATG12 es activada por ATG7, que tiene una funcion
similar a E1. Posteriormente ATG12 se transfiere a ATG10, que funciona como
E2 y después se forma una unién covalente con ATG5. El conjugado ATG12-
ATG5 interactta mas adelante con ATG16 formando un trimero que se
multidimeriza para formar un gran complejo que se transloca a la membrana
externa del fagoforo para promover su elongacion e incluso se ha sugerido que

es importante para la determinacion de su curvatura (Wirawan et al., 2012).
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Este nuevo complejo ATG12-ATG5-ATG16 actua como E3 para inducir la
segunda reaccion de tipo ubiquitinacion, en la cual participa la proteina
asociada a microtubulos de cadena ligera 3 (LC3), la cual es escindida por
ATG4, dando lugar a la forma citosdlica, LC3-l. Esta proteina se conjuga con
fosfatidiletanolamina (PE) a través de las proteinas ATG7 (E1), ATG3 (E2) y el
mismo complejo ATG12-ATG5-ATG16 (E3) generando la forma membranal,
ahora denominada LC3-ll (Ravikumar et al., 2010; Rubinsztein et al., 2012).
Una vez que el autofagosoma esta maduro, ATG4 se encarga de deslipidar a
las moléculas de LC3-ll que se encuentran en la parte externa de la membrana
del autofagosoma y transformarlas de nuevo en su forma citosélica (Figura 6)
(Mizushima, 2007).

Paralelo a esto, existen proteinas denominadas “receptores autofagicos”
cuya funcion es reconocer el cargo autofagico (proteinas/organelos dafiados,
patégenos, exceso de peroxisomas, etc) y dirigirlo al autofagosoma durante su
formacion. Estas proteinas se caracterizan por su habilidad para reconocer
sefales de degradacion y porque pueden unirse a LC3, pues poseen una
region de reconocimiento a LC3 (LIR). La sefal de degradacion mas comun es
la poliubiquitinacion y existen varios receptores de autofagia que poseen
dominios de uniéon a ubiquitina como optineurina, NBR1, NDP52 y el mas
estudiado SQSTM1/p62 (Figura 6) (Deng et al., 2017).

d) Degradacion

Después del cierre de la membrana del fagéforo, la doble membrana del
autofagosoma madura y se fusiona con un lisosoma generando una nueva
estructura llamada “autolisosoma” en donde se degradara su contenido (Figura
6). En primer lugar, el autofagosoma y el lisosoma deben acercarse. La
ausencia de nutrientes induce la acumulacién perinuclear de lisosomas,
mediante cambios en el pH intracelular (Heuser, 1989). Los autofagosomas
maduros son transportados por proteinas motoras del citoesqueleto como
dineinas y cinesinas a lo largo de los microtubulos hasta la region perinuclear

cerca de los lisosomas (Jahreiss et al., 2008). En la fusion del lisosoma con el
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autofagosoma participan diversos factores de anclaje. El factor de anclaje
central para la fusion del autofagosoma y el lisosoma es el complejo HOPS,
que se compone de VPS11, VPS16, VPS18, VPS33A, VPS39 y VPS41. El
complejo HOPS interactua con Q-SNARE STX17 y facilita el ensamblaje del
complejo trans-SNARE para mediar en la fusién autofagosoma-lisosoma. Otro
factor importante es RAB7 que puede unirse a membranas y proteinas
ancladas a la membrana e interactua con el complejo HOPS mediante VPS41 y
VPS39, el ensamblaje del complejo RAB7-HOPS puede unir 2 membranas
opuestas, lo que facilita la fusidn de membranas; ademas RAB?7 interactua con
varios factores de anclaje que mejoran la especificidad del autofagosoma vy el
lisosoma. Para garantizar un alto nivel de especificidad en la fusion
autofagosoma-lisosoma se necesitan factores de anclaje adicionales. Hasta el
momento se ha demostrado la participacién de “proteinas adaptadoras” que se
unen a ciertos componentes del lisosoma o del autofagosoma como LC3 y
ATG12-ATG5, al mismo tiempo que interactuan con el complejo SNARE y/o
factores de anclaje como RAB7 y el complejo HOPS asegurando la fusion. Por
ejemplo, PLEKHM, que es una proteina adaptadora que contiene un motivo LIR
y por tanto se une directamente a LC3, esta proteina forma un puente entre
LC3 y el complejo HOPS uniendo VPS41 a RAB7 en los lisosomas. TECPR1,
otro tipo de proteina adaptadora localizada en los lisosomas, se une a ATG12-
ATGS y PtdIns3P localizados en autofagosomas facilitando la fusion entre el

autofagosomas Yy el lisosoma (Yu et al., 2018; Zhao and Zhang, 2019).
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Cuando todas las etapas de la autofagia ocurren de manera ininterrumpida,
se dice que hay “flujo autofagico” y una manera de evidenciarlo es analizando
los niveles de SQSTM1/p62, que es degradada junto con el cargo que recluta
al autofagosoma. De este modo, se utiliza la administracion de farmacos como
la cloroquina (CQ), que aumenta el pH lisosomal inhibiendo la fusion entre el
autofagosoma y el lisosoma y por lo tanto promueve la acumulacion de
SQSTM1/p62 interrumpiendo el flujo autofagico (Browning and Lee, 2014;
Klionsky et al., 2021).
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Figura 6. Proteinas implicadas en la autofagia. Durante la ausencia de nutrientes los niveles de
AMP incrementan activando a AMPK, esta enzima inhibe al complejo mTOR permitiendo que
ULK1 se libere y pueda ser fosforilado por AMPK. ULK1 activo, promueve el reclutamiento de
proteinas ATG indispensables para la formacion del fagoforo, en donde la lipidaciéon de LC3-l
para producir LC3-Il es necesaria para la elongacion y maduracion de esta estructura hasta
convertirse en un autofagosoma maduro. La proteina SQSTM1/p62 es |la encargada de dirigir el
contenido citoplasmatico que se va a degradar al interior del autofagosoma por su capacidad
para reconocer a LC3, de esta forma tanto SQSTM1/p62 como LC3-Il seran degradadas en el
interior de la estructura que se forma por la fusion del autofagosoma con un lisosoma
denominada autofagolisosoma.
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4.2. Participacién de la autofagia en la sobrevivencia neuronal en
respuesta al estrés energético

Las neuronas son células post-mitéticas, es decir, son células que pierden la
capacidad de reactivar su ciclo celular permaneciendo en estado G0. Se piensa
que esta caracteristica es una respuesta adaptativa debido a que las neuronas
requieren generar conexiones estables para la transmision sinaptica (Frade and
Ovejero-Benito, 2015). Por consiguiente, la autofagia adquiere un valor critico
en el mantenimiento de la homeostasis y la sobrevivencia neuronal debido a
que el reemplazo de neuronas disfuncionales es muy pobre y solo ocurre a
través de la neurogénesis en zonas particulares del cerebro, por lo que las

neuronas existentes deberan sobrevivir (Geronimo-Olvera and Massieu, 2019).

La eliminacion continia de proteinas y organelos anormales a través de la
autofagia ayuda a prevenir la acumulacién de agregados proteicos que pueden
alterar la funcién neuronal. En este sentido, se ha reportado que ratones KO de
genes esenciales para la autofagia (ATG5, ATG7 y Fip200) en el SNC,
muestran dafo neuroldgico y conductual ademas de acumulacion de proteinas
poliubiquitinadas, degeneracion axonal y muerte neuronal, dando como
resultado la muerte temprana de los sujetos experimentales (Hara et al., 2006;
Komatsu et al., 2006; Liang et al., 2010).

A pesar de que la autofagia actia como respuesta adaptativa ante
situaciones de estrés energético, el papel de la autofagia en la sobrevivencia
neuronal ha sido controversial. Por un lado, existen estudios que sugieren que
la autofagia excesiva podria contribuir en la muerte neuronal a través de la
degradacion de componentes celulares esenciales 0 mediante su interaccion
con la cascada apoptética durante condiciones patoldgicas (Uchiyama et al.,
2008; Wen et al., 2008; Nikoletopoulou et al., 2013). En este sentido, se ha
observado en modelos de hipoxia/isquemia que la inhibicion de la autofagia
previene la muerte neuronal, sugiriendo su participacién en la induccién de la
muerte neuronal (Levine and Yuan, 2005; Koike et al., 2008; Kang et al., 2011;
Shi et al., 2012).
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En contraste, se ha reportado que la autofagia previene la muerte neuronal
en animales sujetos a precondicionamiento isquémico (Carloni et al., 2008; Yan
et al.,, 2011; Sheng et al., 2012; Yan et al., 2013; Fan et al., 2014). Asi mismo,
Jang y colaboradores en el 2013 describieron la activacion de autofagia
subsecuente a la privacion de glucosa (PG) en una linea neuronal, y sugirieron
que la interrupciéon del flujo autofagico durante la fase de RG promueve la
muerte, sugiriendo que la autofagia tiene un rol neuroprotector (Jang et al.,
2013).

Actualmente se ha llegado a la conclusion de que el limite entre la induccién
de la muerte neuronal o la sobrevivencia radica en la intensidad y la duracion
del estimulo estresante, los cuales pueden disparar diferentes respuestas.
Cuando el dafio es moderado y breve, la autofagia promueve la sobrevivencia
neuronal al remover componentes celulares dafados para restaurar la
homeostasis; por el contrario, un estimulo estresante prolongado e intenso
induce “autofagia mal adaptativa” o disfuncional incrementando el dafio

neuronal (Geronimo-Olvera and Massieu, 2019).

En este contexto, los defectos en la autofagia que se observan en
condiciones severas de ausencia de nutrientes pueden estar relacionados con
la escases de ATP, ya que a pesar de ser un proceso catabdlico, requiere de
un aporte de energia en por lo menos 2 etapas autofagicas: en el secuestro del
material citosdlico en el autofagosoma y en el mantenimiento de actividad de la
bomba de protones (V-ATPasa) necesaria para la acidificacion de los
lisosomas, esencial para la fusion entre el autofagosoma y el lisosoma, asi
como para la degradacion del autofagolisosoma (Moruno et al., 2012).
Recientemente en nuestro grupo se demostré que la autofagia se activa de
manera temprana en neuronas corticales expuestas a ausencia de glucosa,
probablemente como respuesta adaptativa a la privaciéon de nutrientes. Sin
embargo, el proceso ocurre de manera defectuosa como consecuencia de la
disfuncién lisosomal mediada por la calpaina que se activa durante la ausencia

de nutrientes y rompe a la proteina LAMP2 alterando la fusién autofagosoma-
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lisosoma, lo que conlleva a transformar una respuesta autofagica adaptativa en
autofagia “aberrante” que contribuye a la muerte neuronal (Geronimo-Olvera et
al., 2017).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Experimentos in vitro de nuestro grupo sugieren que durante la
reintroduccion de glucosa en neuronas previamente expuestas a ausencia de
glucosa se produce autofagia mal adaptativa, que contribuye a la muerte
neuronal por apoptosis, mientras que la administraciéon del D-BHB estimula el
flujo autofagico y promueve la sobrevivencia neuronal. No obstante, no se ha
estudiado la dinamica de la autofagia durante la hipoglucemia severa in vivo, ni
su papel en la muerte neuronal. Por tal motivo, el presente estudio se enfocé
en investigar los cambios en los marcadores de autofagia durante la fase de
HS y durante la infusion de glucosa (IG), en ratas tratadas con insulina en
presencia o0 ausencia de un episodio de coma. Asi mismo, investigamos si el
tratamiento con D-BHB en los animales sometidos al coma hipoglucémico
podria preservar la autofagia funcional y contribuir a la sobrevivencia neuronal,

tal como se observo in vitro.

HIPOTESIS

El tratamiento con D-BHB restablecera la autofagia deficiente inducida por la

hipoglucemia severa lo que contribuira a la sobrevivencia neuronal.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la posible alteracion de la dinamica de la autofagia en condiciones
de hipoglucemia severa y si el efecto protector del D-BHB esta asociado al

restablecimiento de la autofagia funcional.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Investigar la dindmica de la autofagia en la corteza cerebral y el
hipocampo de ratas sometidas a la hipoglucemia severa cony sin
infusion de glucosa, en presencia y ausencia de coma.

e Analizar siexiste un efecto protector del D-BHB administrado después
del coma hipoglucémico.

e Determinar si el efecto D-BHB esta relacionado con la activacion de

autofagia adaptativa y si esto podria conferir un efecto neuroprotector.

METODOLOGIA
1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar entre 280-350g de peso (2-3
meses), procedentes del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la
UNAM. Estos animales se mantuvieron bajo condiciones de alimentacion vy
agua ad libitum y con un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas y temperatura
controlada (22-23°C) en cajas estandar de acrilico. Un dia antes del ensayo de
hipoglucemia se restringié el alimento de los animales (4 pellets/15 gramos)
antes del cambio de ciclo luz-oscuridad. Todos los protocolos empleados
fueron realizados durante la fase de luz. El tamafio de muestra por grupo oscilo
entre 3 y 7 animales, los cuales fueron distribuidos aleatoriamente entre los
distintos grupos. Los protocolos fueron aprobados por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del IFC (CICUAL/IFCLMT101-16)
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2. Induccion de hipoglucemia severa sin infusion de glucosa (HS).

La HS fue inducida en animales no anestesiados mediante la inyeccion
intraperitoneal (i.p.) de 32 U/kg de insulina humana (Lilly, Humulin 70/30). La
concentracion de glucosa en sangre fue monitoreada mediante una muestra de
sangre obtenida de la vena de la cola antes (niveles basales) y alas 0.5, 1,2y
3 h posteriores a la administracion de insulina utilizando un glucémetro
convencional (Abbott Laboratories, Bedford, MA, USA). Aproximadamente una
hora después de la inyecciéon de insulina, los animales alcanzaron el estado de
HS (<40-30 mg/dl) y fueron sometidos a un proceso de eutanasia 2 h después.
Los cerebros de estos animales fueron extraidos y procesados para su analisis

por inmunoblot (Fig. 7A).

Los animales pertenecientes al grupo control se trataron en paralelo con los
animales expuestos a HS. Se les administrd solucion vehiculo (acido acético al

0.1%) en lugar de insulina.
3. Induccion de hipoglucemia severa con infusion de glucosa (HS+IG)

Los animales de este grupo fueron sometidos a HS y rescatados con una
infusién de glucosa al 25% (IG) continua. Con la finalidad de monitorear la
actividad eléctrica cerebral se realizdé un registro electoencefalografico (EEG),
para ello, una semana antes de la induccion de hipoglucemia se implantaron
electrodos epidurales a los animales bajo anestesia con isofluorano entre 2.0%
y 3.0% y como antiinflamatorio se administré meloxicam (1 mg/kg i.p.) después
de la cirugia. La administracién de 32 U/kg de insulina para la induccién de
hipoglucemia fue realizada entre las 09:00 y las 11:00 h y los niveles de
glucosa en sangre se monitorearon antes (tiempo O) y alas 0.5, 1,2, 3,6,7y
27 h después de inyeccion de insulina. Para conocer la actividad eléctrica basal
del cerebro, el registro electroencefalografico comenzé 30 min antes de la
administracion de insulina y continué durante toda la fase de hipoglucemia y de
IG hasta que los animales recuperaron completamente la actividad eléctrica
normal (Fig. 7B). El rescate con glucosa se realiz6 después de la pérdida del

reflejo de enderezamiento (RR, por sus siglas en inglés righting reflex), que
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precede al estado de coma (Haces et al., 2010) mediante un bolo ip de 0.3 mL
de glucosa al 25% en buffer Krebs-Henseleit, seguido de una infusion
intravenosa (i.v.) de esta misma soluciéon durante 3 h (1.5 ml/h) con un catéter
insertado en la vena de la cola empleando una bomba de perfusién (Harvard
Apparatus 22, South Natik, MA, Estados Unidos). Ninguno de los animales de
este grupo mostré isoeléctricidad (ausencia de actividad eléctrica cerebral), que
es indicativo del coma hipoglucémico en el EEG. Un subgrupo de estos
animales, se sacrificd 6 h después de la IG (9 h después de la inyeccion de
insulina) y un segundo subgrupo a las 24 h (27 h después de la inyeccion de
insulina) (Fig. 7B). Se extrajeron los cerebros y se procesaron para su analisis

por inmunoblot.

Los animales pertenecientes al grupo control se trataron en paralelo con los
animales experimentales. Se les administré solucion vehiculo (acido acético al
0.1%) en lugar de insulina y se mantuvieron ayuno durante todo el tiempo que

duré el experimento.

4. Induccion de coma hipoglucémico seguido de infusién de glucosa
(Coma)

Los animales sometidos a coma (Coma), fueron tratados del mismo modo
que los del grupo HS+IG, con la diferencia de que después de presentarse la
HS se permitié que la hipoglucemia progresara al estado de coma determinado
por EEG; 5 min después de iniciado el coma, los animales recibieron un bolo
i.p. de 0.3 ml de glucosa al 25% como se describe para el grupo HS+IG y 12
min después se administré una infusiébn continua de glucosa i.v. como se
describié previamente. El periodo de coma oscilé entre 6 y 12 min (media = 8.9
+ 0.34). Se opté por un minimo de 6 min de coma puesto que en estudios
previos hemos observado que los periodos de coma mas cortos producen
muerte neuronal muy limitada o nula, de modo que los animales que mostraron
periodos de coma de 5 min o menos fueron descartados de este estudio. En
contraste, se seleccion6 un maximo de 12 min de coma debido a que los

animales con periodos de coma mas largos pueden manifestar insuficiencia
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respiratoria. De estos animales, un subgrupo se sacrificé a las 6 h y un
segundo subgrupo a las 24 h después de la IG (Fig. 7C). Los cerebros se
extrajeron y procesaron para analisis de inmunoblot (6 y 24 h) e histologia (24
h). Aquellos animales que desarrollaron crisis convulsivas fueron descartados

del estudio.

Los animales pertenecientes al grupo control se trataron en paralelo con los
animales experimentales. Se les administré solucion vehiculo (acido acético al
0.1%) en lugar de insulina y se mantuvieron ayuno durante todo el tiempo que

durd el experimento.

5. Tratamiento con D-BHB

Unicamente aquellos animales expuestos al coma fueron tratados con una
dosis total de 250 mg/kg (1M) o 500 mg/ kg (2M) de D-BHB (Coma+BHB), la
cual fue dividida en dos administraciones i.p. La primera administracion de D-
BHB (125 o 250 mg/kg) se administré 10 min después del inicio de la infusién
i.v. de glucosa y la segunda al término de la misma (3 h después del coma).
Los animales fueron sometidos a un proceso de eutanasia 6 o 24 h post-IG
como se indica en la Figura 7D. Los cerebros fueron extraidos y procesados
para su analisis por inmunoblot (6 y 24 h) e histologia (24 h).
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Figura 7. Disefio Experimental. A) Grupo de HS. Se indujo la HS mediante la administracion
i.p. de insulina (32 U/kg), estos animales fueron sometidos a un proceso de eutanasia 2 h
después de haber alcanzado 30mg/dl de glucosa en sangre. B) Grupo de HS+IG. Los animales
fueron implantados con electrodos epidurales una semana antes de la induccion de HS para el
registro electroencefalografico (EEG); siete dias después se expusieron a 2 h de HS y fueron
rescatados con glucosa antes de alcanzar el estado de coma. C) Grupo de Coma. Los
animales fueron tratados de la misma forma que el grupo de HS+IG, pero en estos animales, la
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hipoglucemia se dejo progresar al estado de coma de entre 6 y 12 min e inmediatamente
después fueron rescatados con glucosa. D) Grupo de Coma+BHB. Los animales recibieron el
mismo trato que el grupo de Coma, pero estos animales recibieron dos dosis de 125 mg/kg o
de 250 mg/kg de D-BHB via i.p; la primera en los 10 min siguientes al inicio de la IG después
del coma y la segunda al finalizar la IG. Los animales fueron sometidos a un proceso de
eutanasia alas 6 o 24 h posteriores al inicio de la IG en los grupos para su posterior analisis

por western-blot (WB) o Inmunohistoquimica.

6. Determinacién de D-BHB en sangre.

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena de la cola (siete animales por
grupo) y se midio la concentracién de D-BHB utilizando un sistema de medicion
de glucosa y cetonas en sangre (FreeStyle Optium Neo, Abbott Diabetes Care,
Limited, Witney, Oxon, Reino Unido) y tiras reactivas para cetonas (FreeStyle
Optium B-Ketones). Se obtuvieron muestras de animales intactos y en ayuno
en distintos momentos del periodo experimental. Los niveles de D-BHB, fueron
también determinados en muestras de sangre de animales de los grupos Coma
y Coma+BHB, antes (tiempo 0) y 1y 2 h después de la inyeccion de insulina;
en el momento en que los animales alcanzaron el coma (3 h); a diferentes
tiempos después de la recuperaciéon con glucosa o glucosa+D-BHB (250 mg /
kg); después de la segunda administracion de D-BHB (250 mg / kg), y 27 h
después de la administracion de insulina, como se indica en la Figura 8C. Los
animales de estos grupos fueron igualmente manipulados durante el periodo de
hipoglucemia antes de la recuperacion y fueron asignados aleatoriamente a

cada uno de los tratamientos.

7. Inmunoblot

Los animales fueron sometidos a un proceso de eutanasia con una dosis
letal de pentobarbital Sodico via i.p. y posteriormente se obtuvo el tejido
cerebral mediante decapitacion disectando las regiones de interés (corteza
parietal e hipocampo). Inmediatamente después se homogenizé el tejido en
buffer de lisis 1:10 peso/volumen que contenia: Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
SDS 1%, Triton X-100 1%, desoxicolato de sodio 0,5%, PMSF 1 mM, NaPPi 5

mM, NazVO4 2 mM y 2mg/ml del coctel de inhibidores de proteasas Roche
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complete, pH 7.5. El lisado obtenido fue centrifugado a 12,000 rpm durante 15
min a 4°C y las proteinas fueron desnaturalizadas en buffer de Laemmli 2X + B-
mercaptoetanol en ebullicion durante 6 min. La concentracién de proteinas fue
determinada de acuerdo al método de Lowry. Se utilizaron entre 30 y 40
microgramos de proteina para los ensayos de electroforesis en geles de
acrilamida (10-16%) en condiciones desnaturalizantes. Los geles fueron
electrotransferidos a membranas de poliviniidene fluoride (PVDF),
posteriormente se bloquearon en TBS/leche al 5% durante 1 h y se incubaron
durante toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios especificos: LC3
(1:5000); ATG5 (1:1000), p-ULK1 S317 (1:500); BECN1 (1:2000), ATG7
(1:1,000), ULK1 (1: 6000), p-ULK1 S757 (1:6000), mTOR (1:1000), p-mTOR
S2448 (1:1000), AMPK (1:1000), SQSTM1/p62 (1:2500) y como control de
carga, actina (1:7000) en TBS/BSA 5%. Se realizaron 3 lavados con TBS, cada
uno de 10 min; se incubaron con el anticuerpo secundario anti-raton o anti-
conejo correspondiente en TBS/leche al 5%. La inmunorreactividad de los
anticuerpos se detectd con sustrato de quimioluminiscencia (LuminataTM,
Forte, de Merck Millipore), empleando el escaner digital C-Digit Blot de LI-COR
Biosciences y la densidad optica de las bandas de interés fue medida utilizando

el programa ImageJ.

8. Histologia

Veinticuatro horas después de los tratamientos, los animales de los
diferentes grupos experimentales (n=4-7) fueron anestesiados con una
sobredosis de pentobarbital i.p. y se perfundieron via intracardiaca con solucion
salina al 0.9% seguida de paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1
mM; los cerebros se extrajeron y se transfirieron a un gradiente de sacarosa del
20 al 30% (24 y 72 h, respectivamente). Se obtuvieron cortes coronales de
cerebro de 20 y 40 ym en un criostato (LEICA CM1510S) para analisis

histolégico.
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8.1. Tincion con fluoro-jade B y Nissl

La muerte neuronal se evalu6 a las 24 h mediante la tincion de Flouro Jade
B (FJB). Los cortes de 40 um, fueron montados en portaobjetos cubiertos con
gelatina, se cubrieron durante 5 y 2 min con etanol al 80 y 70%
respectivamente, posteriormente se lavaron y se cubrieron con permanganato
de potasio al 0.06% durante 10 min. Enseguida las secciones se incubaron
durante 20 min con 0.0004% de FJB disuelto en acido acético al 0.1%, se
secaron a 50°C durante 20 min, se sumergieron en Xxilol y finalmente fueron
cubiertas con permount (Fisher Chemical™ SP15-500) (Julio-Amilpas et al.,
2015). Las secciones fueron observadas bajo un microscopio de
epifluorescencia Nikon Eclipse Ci (usando filtro AT-EGFP/F) y el numero total
de células positivas a FJB se cuantifico en ambos hemisferios. En la corteza
parietal, se contabilizaron de forma bilateral en 15 secciones separadas por
200 mm. En el caso del hipocampo, se utilizaron 6 secciones y se contaron las
células en un drea de 200 mm? de la cresta y la hoja ventral del giro dentado
utilizando el programa Image J. Los datos son reportados como numero total
de células positivas en ambas subregiones. El dafo celular se confirmé por la
presencia de células picnéticas después de la tincion con Nissl de las

secciones adyacentes.

8.2. Inmunofluorescencia

Los cortes de cerebro fueron permeabilizados durante 30 min (PBS/Triton X-
100 al 0.9%), se lavaron durante 10 min en PBS y se incubaron en buffer de
citratos al 0.1% a 58°C durante 20 min. Posteriormente, se incubaron en
PBS/glicina al 0.1% durante 15 min y después se bloquearon en PBS/BSA
5%/suero de cabra 2%/Tween 0.5%/Triton 0.9% a temperatura ambiente. Una
hora mas tarde, las secciones se incubaron con anticuerpos primarios contra
LC3 (1:300) o SQSTM1/p62 (en PBS/BSA 1%/Triton X-1000.3%/Tween-20
0.05%), durante 48 h a 4°C. Los portaobjetos se lavaron en PBS y se incubaron
durante 2 h con el anticuerpo secundario Alexa 488 anti-conejo o Dry-Light 488
anti-ratén (1:300). Después, los nucleos celulares se tifieron con Hoechst al

0.001% durante 10 min, se lavaron con PBS y se incubaron con Sudan Black B
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(0.7%). durante 3 min para disminuir la fluorescencia de fondo. Las imagenes
se obtuvieron utilizando un microscopio confocal ZEISS LSM800 para LC3,
SQSTM1/p62 y Hoechst. Las imagenes se adquirieron y procesaron utilizando
el programa ZEN 3.1 de Zeiss. Los stack confocales se compusieron de 28 a
35 cortes (0.3 pym) y se obtuvo la proyeccibn maxima de cada imagen

(orientaciones x-y, x-z e y-z) de tres experimentos independientes.

9. Andlisis estadistico

Todos los datos se expresan como media SEM y se analizaron a través de
una prueba de t de Student cuando se hizo una comparacion entre dos grupos
0 ANOVA de una via seguido de prueba post hoc LSD de Fisher para
comparaciones multiples, cuando se compararon mas de dos grupos. La
evolucion temporal de los niveles sanguineos de D-BHB en los grupos Comay
Coma+BHB se comparé mediante un ANOVA de dos vias seguido de una
prueba de comparacion multiple de LSD de Fisher, y las comparaciones
intragrupales se realizaron mediante ANOVA de una via y un post hoc LSD de

Fisher.
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RESULTADOS

1. Concentracion de glucosa en sangre y registro encefalografico

Los resultados muestran que el promedio de la concentracion basal de
glucosa en sangre fue cercano a 100 mg/dl en todos los grupos no mostrando
diferencias significativas entre ellos. En los animales control, la concentracion
de glucosa fue constante durante el periodo experimental manteniéndose en el
rango de normoglucemia (Figura 8A). En animales hipoglucémicos (HS+GI,
Coma y Coma+BHB), la concentracion de glucosa descendié a cerca de 30
mg/dl 1 h después de administracion de insulina y disminuyd a 20 mg/dl
durante las siguientes 2 h. Al término de la IG, los niveles de glucosa
alcanzaron 30 mg/dl y 1 h mas tarde se elevaron a 55 mg/dl. Los valores
control se recuperaron 24 h después de la IG en todos los grupos
experimentales (Figura 8A). La Figura 8B, muestra un registro EEG
representativo obtenido antes, durante y después del coma hipoglucémico, en
él se observa que antes de la administracion de insulina las ondas eléctricas
cerebrales tienen poca amplitud y alta frecuencia. Entre las 2 y 3 h posteriores
a la administracion de insulina, la actividad eléctrica cerebral declind
evidenciando en el EEG la aparicion de ondas de mayor amplitud y de menor
frecuencia con respecto a las observadas en el registro control, como se ha
reportado anteriormente (Julio-Amilpas et al., 2015); durante este periodo, la
concentracion de glucosa descendié por debajo de 20 mg/dl; los animales
estaban somnolientos y perdieron el RR; en el caso de los animales con coma,
no hubo indicio de actividad eléctrica cerebral, evidenciando asi la presencia
del periodo isoeléctrico. La actividad cerebral se recuperd 1 h después del IG.
Los animales rescatados con glucosa mas D-BHB (250 o 500 mg/kg) mostraron
cambios similares en la actividad eléctrica cerebral de los animales sin

tratamiento (no mostrado).
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Figura 8. A) Progresioén de la concentracion de glucosa en animales control, hipoglucémicos
rescatados con glucosa (HS+1G) y en animales con coma tratados (Coma+BHB) y no tratados
(Coma) con D-BHB. Los datos se expresaron en términos de la media + el error estandar y se
analizaron mediante una ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc de Fisher, #p
<0.05 vs animales hipoglucémicos. B) Registro EEG en el que se muestran los cambios en la
actividad eléctrica cerebral de un animal representativo antes de la administracion de insulina
(Control), durante la HS (1-3 h después de la administracion de insulina), durante el coma y
después de la IG. C) Niveles de D-BHB tomados en distintos momentos después de la
administracion de insulina en ratas con Coma tratadas y no tratadas con D-BHB. Los datos se
expresaron como la media * el error estandar y se analizaron mediante una ANOVA de una
via seguida de una prueba post hoc de Fisher *p <0.05 vs coma, *p<0.05 vs el valor
correspondiente a 2h post insulina *p<0.05 vs el valor correspondiente a 3h (coma) p<0.05 vs
el valor correspondiente a 3.1h (antes de la administracion del D-BHB) "p<0.05 vs el valor
correspondiente a 3.5h (20 min post D-BHB). n=7 animales por grupo.
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2. Dinamica de la autofagia durante la hipoglucemia y la infusién de
glucosa en ratas expuestas a hipoglucemia severa en presencia o

ausencia de coma.

Los cambios en el contenido de LC3-Il y SQSTM1/p62 se determinaron 2 h
después de la HS y a las 6 y 24 h posteriores a la IG en ratas expuestas o no al
coma. En la corteza parietal se observa que después 2 h de HS, la
transformacion de LC3-1 en LC3-Il aumenté notablemente, mientras que no se
observd ningun cambio en los niveles de SQSTM1/p62. A las 6 h posteriores a
la IG, los niveles de LC3-ll permanecieron significativamente elevados y a las
24 h se recuperaron los valores control en el grupo HS+IG (Figura 9A). Como el
aumento de LC3-l no estuvo acompafado de wuna disminucion de
SQSTM1/p62 (Figura 9B), estos datos sugieren que el flujo autofagico esta
bloqueado y que el aumento de LC3-ll deriva de la acumulacion de
autofagosomas. En los animales que desarrollaron coma, LC3-Il tendié a
aumentar tras 6 h IG, sin embargo, a las 24 h el aumento fue significativo.
Como en el caso de HS+IG, el incremento en LC3-Il no estuvo acompanado de
una disminucion en SQSTM1/p62, lo que sugiere que el flujo autofagico se
encuentra comprometido 24 h después de la IG en las ratas que presentaron
coma. (Figuras 9A, B). De acuerdo a estas observaciones, en la figura 12C se
observa un incremento en la inmunorreactividad de LC3 y de SQSTM1/p62 24

h después a la IG unicamente en los animales que presentaron coma.
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Figura 9. Dinamica de la autofagia inducida por hipoglucemia severa y el coma hipoglucémico
en la corteza parietal. Cambios en los niveles de A) LC3-Il/Actina y B) SQSTM1/p62/Actina a
las 2 h, 6 hy 24 h después de la infusidn de glucosa en presencia y ausencia de coma. Las
barras representan la media * el error estandar y se analizaron por un ANOVA de una via
seguida de una prueba post hoc de Fisher. Para el grupo de 2 h, se realiz6é una prueba de t. *p
<0.05 vs control, n= 4-6 para los grupos de 2y 24 hy n=3 en los grupos de 6 horas.

De forma similar a la corteza parietal, en el hipocampo LC3-ll aumenté
significativamente 2 h después de la hipoglucemia, mientras que no se
encontré algun cambio significativo en SQSTM1/p62 (Figuras 10A, B). En el
grupo sometido a HS+IG, no se observaron cambios en LC3-ll o en
SQSTM1/p62 a las 6 h ni a las 24 h (Figura 10B). Por el contrario, en el grupo
con Coma, se encontré un aumento significativo en LC3-Il 24 h después de IG,
mientras que el contenido de SQSTM1/p62 no se modificd, sugiriendo
nuevamente que la degradacion autofagica es deficiente. De acuerdo a estos
resultados, el analisis de inmunofluorescencia revel6 que los cortes de cerebro
de animales expuestos a coma hipoglucémico presentaron mayor
inmunorreactividad a LC3 y SQSTM1/p62, en el giro dentado 24 h después de
la IG Fig. 13 C y 15 C). En conjunto, estos datos sugieren que la presencia del
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coma hipoglucémico induce que la degradacion autofagica sea deficiente,
puesto que Uunicamente los animales que presentaron coma muestran
evidencia de acumulacion de autofagosomas a las 24 h, mientras que los del

grupo sin coma (HS+IG), parecen restaurar el flujo autofagico basal a este
tiempo.

Los cambios en LC3-l también se investigaron a las 2 y 6 h en los grupos
con y sin coma y no se encontraron cambios respecto a las ratas control
sugiriendo que no hay modificaciones en la abundancia de esta proteina y solo
en su transformacion a LC3-Il (datos no mostrados). Sin embargo a las 24 h
hubo un ligero aumento significativo en la banda LC3-1 en el hipocampo de

ratas que experimentan coma pero no en la corteza (Fig. 11).
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Figura 10. Dinamica de la autofagia inducida por hipoglucemia severa y el coma hipoglucémico en el
hipocampo. Cambios en los niveles de A) LC3-IVActina y B) SQSTM1/p62/Actina a las 2 h, 6 h'y 24 h
después de la infusién de glucosa en presencia y ausencia de coma. Las barras representan la media + el
error estandar y se analizaron por un ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc de Fisher. Para
el grupo de 2 h, se realizé una prueba de t. *p <0.05 vs control, n= 4-6 para los grupos de 2y 24 hy n=3

en los grupos de 6 horas.
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3. El tratamiento con D-BHB después del coma hipoglucémico

estimula el flujo autofagico e incrementala sobrevivencia celular.

En un estudio previo reportamos que el tratamiento de D-BHB estimula el
flujo autofagico y previene la muerte de neuronas corticales expuestas a
privacion y reintroduccion de glucosa in vitro (Camberos-Luna et al., 2016). De
modo que en este estudio decidimos comprobar si este CC ejerce el mismo
efecto en un modelo in vivo de hipoglucemia. En este sentido, decidimos utilizar
una dosis 250 mg/kg (1M) de D-BHB (Mejia-Toiber and Montiel, 2006), dividida
en 2 administraciones de 125 mg/kg en aquellos animales que presentaron
coma hipoglucémico y que fueron recuperados con glucosa, estos animales se
analizaron a las 6 y 24 h. El tratamiento con D-BHB no tuvo efecto a las 6 h en
cuanto a los niveles de LC3-ll o SQSTM1/p62 en la corteza o el hipocampo
(Figura 12A y 13A). Sin embargo, a las 24 h el tratamiento con D-BHB previno
el aumento de LC3-ll inducido por coma en ambas regiones del cerebro,
mientras que no se encontraron cambios en SQSTM1/p62 (Figuras 12B y 13B).
Estos resultados son consistentes con los datos de inmunofluorescencia, que
muestran menor inmunorreactividad a LC3 en ratas tratadas con D-BHB en
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comparacion con las que no recibieron el tratamiento; mientras que la
inmunorreactividad a SQSTM1/p62 no se modificé por el tratamiento de
250mg/kg de D-BHB (Figura 12C y 13C).

Debido a que la administracion de 250 mg/kg de D-BHB no tuvo efecto
sobre SQSTM1/P62, decidimos incrementar la dosis a 500 mg/kg (2M) dividida
en dos dosis de 250 mg/kg (Julio-Amilpas et al., 2015). Al duplicar la dosis de
D-BHB observamos que la transformacion de LC3-I en LC3-ll disminuy6
significativamente en relacion con los animales expuestos al coma tanto en la
corteza como en el hipocampo (Figuras 14A y 15A); esta vez, el tratamiento
también promovid la disminucion significativa de SQSTM1/p62 (Figuras 14B y
16B), lo que sugiere que una dosis mayor de D-BHB estimula el flujo autofagico
en ambas regiones. De acuerdo con estos resultados, el andlisis de
inmunofluorescencia mostr6 menor inmunorreactividad para LC3 vy
SQSTM1/p62 en la corteza parietal y el giro dentado de animales tratados con
500 mg/kg de D-BHB (Figuras 14C, 15C). Las imagenes confocales muestran
que LC3 y SQSTM1/p62 estan presentes tanto en el citoplasma que rodea el
nucleo como en las neuritas, en las imagenes ortogonales de las orientaciones
X-z 'y y-z confirman que LC3 y SQSTM1/p62 se encuentran en el citoplasma.
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Figura 12. Cambios en LC3 y SQSTM1/p62 en animales expuestos a HS+IG con o sin coma y tratados
con 250mg/kg de D-BHB en la Corteza Parietal. A) Niveles de LC3-l/actina y SQSTM1/p62 /actina 6 h
después de la IG. B) Niveles de LC3-llactina y SQSTM1/p62 /actina 24 h después de la IG. C)
Inmunoflourescencia para detectar LC3 (panel izquierdo) y SQSTM1/p62 (panel derecho) en la Corteza
Parietal de animales tratados y no tratados con 250mg/kg de D-BHB. Las imagenes de LC3 fueron
obtenidas por microscopia confocal y las de SQSTM1/p62 por microscopia de epifluorescencia. Cada
barra representa la media + el error estandar y se analizaron por una prueba de ANOVA de una via

seguida de una prueba post hoc de Fisher. *p <0.05 vs control, #p <0.05 vs coma. n=5 control, n=4 HS,
n=5-6 Coma, n=5 Coma+BHB para los animales analizados 24h después de IG y n=3 en todos los grupos
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Figura 13. Cambios en LC3 y SQSTM1/p62 en animales expuestos a HS+IG con o sin coma y tratados con
250mg/kg de D-BHB en el hipocampo. A) Niveles de LC3-l/actina y SQSTM1/p62 /actina 6 h después de la IG.
B) Niveles de LC3-l/actina y SQSTM1/p62 /actina 24 h después de la IG. C) Inmunoflourescencia para detectar
LC3 (panel izquierdo) y SQSTM1/p62 (panel derecho) en la Corteza Parietal de animales tratados y no tratados
con 250mg/kg de D-BHB. Las imagenes de LC3 fueron obtenidas por microscopia confocal y las de
SQSTM1/p62 por microscopia de epifluorescencia. Cada barra representa la media + el error estandar y se
analizaron por una prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc de Fisher. *p <0.05 vs control,
#p <0.05 vs coma. n=5 control, n=4 HS, n=5-6 Coma, n=5 Coma+BHB para los animales analizados 24h después

de IG y n=3 en todos los grupos de los animales estudiados 6h post IG.
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Figura 14. Efecto del D-BHB en las proteinas relacionadas con la autofagia en la corteza parietal 24 h
después del coma hipoglucémico. Cambios en A) LC3-lactina y SQSTM1/p62 /actina, B) BECN1/actina,
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Control

El tratamiento con D-BHB no afectd la abundancia de LC3-l en la corteza en
comparacion con los grupos control y Coma y no previno el aumento de LC3-I

inducido por el coma en el hipocampo (Figura 11).

64



En estudios previos demostramos que un periodo corto de coma induce
muerte neuronal en la corteza cerebral y en el giro dentado (Languren et al.,
2019). En este sentido, decidimos evaluar el efecto de la administracién de D-
BHB en la sobrevivencia celular a través de tinciones con FJB y violeta de
cresilo para evidenciar el dafio celular inducido por el coma hipoglucémico. A
las 24 h de la infusion de glucosa, se observaron células en proceso
degenerativo marcadas con FJB en la corteza parietal, principalmente en las
capas superficial y media (ll-IV) asi como en el hipocampo, especialmente en la
cresta y en la hoja ventral del giro dentado (Figura 16A). Las secciones
adyacentes tefidas con violeta de cresilo mostraron células encogidas vy
oscuras con nucleos picnoticos en la misma ubicacién donde estaban
presentes las células positivas para FJB (Figura 16A). El tratamiento con D-
BHB disminuy6 el numero de células positivas para FJB en ambas regiones
cerebrales (Figura 16B). Ademas, en la corteza parietal, la proteccion del D-
BHB fue dosis dependiente. En este sentido, se observd una reducciéon del
36% en el numero de células marcadas con FJB cuando los animales fueron
tratados con la dosis de 250 mg/kg de D-BHB después del coma
hipoglucémico, mientras que cuando se administraron 500 mg/kg de D-BHB, el
numero de células positivas a FJB se redujo en un 87% (Figura 16B). Por
consiguiente, las secciones tefidas con violeta de cresilo de animales tratados
con D-BHB mostraron células con citoplasma claro y morfolégicamente
similares a las de los animales control. En el hipocampo, el numero de células
en degeneracion disminuyo un 57% y un 80%, en los animales tratados con
250 o 500 mg/kg de D-BHB, respectivamente, aunque no se encontraron
diferencias significativas entre las dos dosis (Figura 16B). Estos resultados
demuestran que el D-BHB es capaz de disminuir la neurodegeneracion cuando
se administra después del coma hipoglucémico y que una dosis total de 500

mg/kg es mas eficaz.
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Figura 16. Efecto del tratamiento con D-BHB sobre la sobrevivencia celular en la corteza e hipocampo de
ratas expuestas a coma hipoglucémico. A) Micrografias representativas de células positivas a FJB y
violeta de cresilo en la corteza parietal y el giro dentado B) Numero de células positivas a FJB en
animales control e hipoglucémicos tratados y no tratados con 250 o 500 mg/kg de D-BHB en la Corteza
parietal y en el giro dentado del hipocampo. Las barras representan la media + el error estandar y se
analizaron por un ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05 vs control,
#p50.05 VS coma, &ps0.05 vs 250 mg/kg, n =6 control, n =7 coma, n =4 Coma+BHB.

Los niveles en sangre de D-BHB se determinaron en diferentes momentos
en animales control, animales en condiciones de ayuno y animales sometidos a
coma tratados y no tratados con D-BHB. Como se esperaba, el ayuno aumento
significativamente los niveles sanguineos de D-BHB a 0.9 + 0.075 mM en
relacion a los controles intactos (0.6 + 0.057, no mostrado), y estos niveles se
mantuvieron durante todo el periodo experimental, recuperando los valores
control 27 h después (0.56 + 0.13; no mostrado). Una hora después de la
administracion de insulina, cuando los niveles de glucosa en sangre
disminuyeron cerca de 30 mg/dl, el D-BHB disminuy6 a 0.5 mM (Figura 8C).
Cuando la glucosa disminuyé aun mas, por debajo de 20 mg/dl y los animales
alcanzaron el estado de coma, la concentracién sanguinea de D-BHB aument6

significativamente hasta 1.2 mM y disminuy6 poco después del coma a 0.8-0.7
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mM (Figura 8C). Es importante notar que hasta este momento, los animales
tratados y no tratados con D-BHB mostraron un comportamiento semejante
entre ellos, lo que sugiere que tuvieron una respuesta similar a la insulina.
Durante la recuperacion, 30 min después de que los animales fueron
rescatados unicamente con glucosa, el D-BHB disminuydé aun mas
(0.58+0.059) y sus niveles permanecieron bajos y estadisticamente diferentes
al valor obtenido en el periodo del coma, durante todo el periodo de infusion de
glucosa. Por el contrario, en los animales rescatados con glucosa y D-BHB
(250mg/kg), los niveles de CC no disminuyeron, sino que aumentaron
significativamente a 0.91 = 0.040 después de 20 min, y descendieron
progresivamente hasta 0.7 mM durante el periodo de infusibn de glucosa
(Figura 8C). 20 min después de la segunda administracion de D-BHB, los
niveles sanguineos aumentaron de nuevo pero disminuyeron rapidamente 30
min mas tarde. 24 h después de la infusidn de glucosa, los niveles de D-BHB
disminuyeron cerca de los valores control en ambos grupos (Figura 8C). En
conjunto, estos resultados sugieren que la produccion enddgena de D-BHB se
estimula durante el estado de coma, pero se consume rapidamente durante el
IG. En estas condiciones, la administracion exogena de 500 mg/kg de D-BHB
durante el periodo de recuperacién aumenta significativamente sus niveles en

sangre en relacion con los animales rescatados solo con glucosa.

4. Iniciacién de la autofagia después del coma hipoglucémico

Para conocer si el incremento de LC3-Il después del coma hipoglucémico
esta relacionado con un aumento de la induccién de autofagia, determinamos
los cambios en los niveles de las proteinas de iniciacion de este proceso
celular. En la corteza parietal, no se observaron cambios significativos en
BECNT1, ni tampoco en los niveles de ATG12-ATGS, lo que sugiere que no
hubo un aumento en la activacién de la autofagia bajo estas condiciones. No
obstante, los niveles de ATG7 incrementaron significativamente (Figura 14B).
En el hipocampo tampoco se observaron cambios en BECN1, pero ATG7

mostré tendencia a aumentar y el conjugado ATG12-ATG5 incremento
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significativamente, lo que sugiere que después del coma se promueve la
formacion de autofagosomas en el hipocampo (Figura 14B). Posteriormente,
probamos el efecto de D-BHB en estas mismas proteinas y no observamos
cambios en ninguna de ellas en la corteza parietal en comparacion con el grupo
con Coma (Figura 14B). Por otro lado, pese a que el contenido de ATG7 no fue
diferente del grupo con coma, el tratamiento con D-BHB disminuyd
significativamente los niveles de BECN1 y ATG12-ATG5 en comparacion con
el grupo sin tratamiento en el hipocampo (Figura 15B). En este sentido, estos
resultados sugieren que D-BHB reprime el inicio de la autofagia en el

hipocampo.

5. Papel de la activacion de mTOR y AMPK en la iniciacién de la

autofagia después del coma hipoglucémico.

Se ha demostrado que la activacion de AMPK y la inhibicion del complejo
MmTOR conducen al inicio de la autofagia. Por tal motivo, decidimos evaluar los
niveles de fosforilacion de su proteina blanco ULK1 en la serinas
correspondientes a cada cinasa (p-ULK1 S317, fosforilada por AMPK y p-ULK1
S757, por mTOR), asi como los niveles totales de ambas proteinas y de p-
MTOR en la S2448, como indice de su actividad, 24 h después del coma
hipoglucémico. En la corteza parietal, no se encontraron cambios significativos
en mTOR total, p-mTOR S2448, ULK1 total y p-ULK1 S757, sugiriendo que la
actividad de mTOR no esta inhibida en este momento. Del mismo modo, AMPK
total no mostré6 cambios con respecto del control y los niveles de p-ULK1 S317
tendieron a aumentar aunque este cambio no fue significativo (Figuras 17A, B).
Asi mismo, en el hipocampo tampoco se observaron cambios en mTOR total,
p-mTOR S2448 y p-ULK S757. Sin embargo, contrario a lo hallado en la
corteza parietal, hubo un aumento significativo en ULK1 total, AMPK total y p-
ULK1 S317 después del coma (Figuras 18A, B). En general, estos resultados
concuerdan con los niveles de las proteinas de iniciacion de autofagia y
sugieren que a las 24 h del coma se inicia la autofagia principalmente en el

hipocampo de manera dependiente de la actividad de AMPK.
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Figura 17. Actividad de mTOR y AMPK en la Corteza parietal de animales tratados y no tratados con D-
BHB 24 h después del coma hipoglucémico. A) Niveles totales de mTOR, AMPK y ULK1. B) Niveles de
fosforilacion de mTOR S2448, ULK1 S757 y ULK1 S317. Las barras representan la media + el error
estandar y se analizaron por un ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05 vs
control. #pS0.0S vs coma. n=4-5 control, n=5-6 coma, n=4-5 Coma+BHB.

6. Efecto de D-BHB sobre la actividad de mTOR y AMPK después del

coma hipoglucémico.

Para conocer el efecto del tratamiento con D-BHB sobre la actividad de la
via de mTOR y AMPK, se analizé el efecto de la dosis de 500 mg/kg sobre la
fosforilacion de mTOR y ULK1. No se encontraron cambios en p-mTOR S2448
y p-ULK1 S757 ni en la corteza ni en el hipocampo de los animales tratados
con D-BHB en comparacion con el grupo con Coma (Figuras 17B y 18B). Por
otra parte, el tratamiento con D-BHB disminuyd6 AMPK total y previno el
aumento de p-ULK1 S317 inducido por el coma hipoglucémico en ambas
regiones cerebrales, o que sugiere que en ratas tratadas con D-BHB, la AMPK
estd menos activa (Figuras 17A, B y 18A, B). En conjunto, estos resultados

sugieren que el tratamiento con D-BHB atenua la induccién de la autofagia.
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Figura 18. Actividad de mTOR y AMPK en el Hipocampo de animales tratados y no tratados con D-BHB
24 h después del coma hipoglucémico. A) Niveles totales de mTOR, AMPK y ULK1. B) Niveles de
fosforilacion de mTOR S2448, ULK1 S757 y ULK1 S317. Las barras representan la media + el error
estandar y se analizaron por un ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05 vs
control. #pS0.0S vs coma. n=4-5 control, n=5-6 coma, n=4-5 Coma+BHB.

DISCUSION

Uno de los rasgos caracteristicos de la autofagia es su regulaciéon dinamica,
ya que durante condiciones fisiolégicas, la actividad autofagica suele ser baja,
pero puede regularse en respuesta a diferentes estimulos; el inductor de
autofagia mayormente conocido es la ausencia de nutrientes, durante la cual,
las células activan la autofagia para restaurar la homeostasis celular
(Mizushima et al., 2010). Sin embargo, cuando la deficiencia energética es muy
severa como ocurre durante la isquemia, la hipoxia y el trauma cerebral, puede
inducirse muerte neuronal resultante de una actividad autofagica deficiente
(Carloni et al.,, 2008; Sarkar et al., 2014) o excesiva (Shi et al., 2012). Por el
contrario, se ha reportado que durante condiciones de hipoxia moderada y
durante el precondicionamiento isquémico, la autofagia se activa como medida
de proteccion mediante la eliminacion de organelos y proteinas dafiados
(Sheng et al.,, 2012; Sun et al., 2018b). Resultados previos de nuestro grupo
demostraron que la privacion de glucosa en cultivos de neuronas corticales
activa la autofagia como respuesta de sobrevivencia; no obstante, durante la

reintroduccion de glucosa se vuelve deficiente debido a una disfuncion
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lisosomal mediada por calpaina contribuyendo a la muerte neuronal (Geronimo-
Olvera et al., 2017).

Hasta ahora, la dinamica de la autofagia en un modelo in vivo de
hipoglucemia severa no habia sido descrita. Utllizando un modelo de
hipoglucemia ya sea en presencia o ausencia de coma en ratas, observamos
que la autofagia se regula de forma diferencial en la corteza y en el hipocampo.
Nuestros resultados sugieren por primera vez que los autofagosomas se
acumulan en estas regiones durante el periodo de HS en comparacién con los
animales control, probablemente como resultado de una deficiente degradacién
autofagica. Seis horas después de haber infundido glucosa a los animales con
HS, se observd un notable aumento en la formacion de autofagosomas en
relacion a los animales control, sin embargo, este incremento fue relevante
unicamente en la corteza parietal y se mantuvo de forma transitoria, pues
regresO a valores control a las 24 h, sugiriendo la restauracion de los niveles
basales de autofagia. Por el contrario, los animales que estuvieron expuestos al
coma mostraron un incremento no significativo en LC3-ll a las 6 h post IG en
relacion con los valores control, pero a las 24 h, los niveles de LC3-Il
incrementaron aun mas cobrando significancia a diferencia del grupo que
solamente experimenté HS; por lo que podemos deducir que la autofagia no
recupera valores basales cuando las ratas presentan coma hipoglucémico.
Ademas, no se observd que los niveles de SQSTM1/p62 se encontraran
disminuidos, por el contrario, tienden a incrementarse después del coma
hipoglucémico, sugiriendo que la acumulacién de autofagosomas es resultado
de un flujo autofagico deficiente. Es importante destacar que la ausencia de
cambio en SQSTM1/p62 o incluso su aumento no necesariamente reflejan que
la autofagia sea deficiente, ya que sus niveles pueden mantenerse constantes
a causa de su recambio o aumentar debido a la estimulacion de la transcripcion
de esta proteina en condiciones de ausencia de nutrientes, como sucede
durante la HS (Sahani et al., 2014). Por otro lado, la abundancia de LC3-I
aumentd significativamente en el hipocampo pero no en la corteza, lo que

sugiere el aumento en la transcripcion de esta proteina después de IG o bien,
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fallas en su degradacion posiblemente debido a una actividad proteosomal
alterada (Gao et al., 2010), aunque se requieren mas experimentos para

identificar el mecanismo involucrado.

La diferencia en la dindmica de la autofagia entre los animales que
presentaron un evento de coma y los que solo tuvieron HS, podria relacionarse
con la duracion y la intensidad del déficit energético (Geronimo-Olvera and
Massieu, 2019). Estudios pioneros revelaron que los niveles de fosfocreatina y
ATP no se modifican durante la hipoglucemia sin coma, mientras que el coma
desencadena un severo desequilibrio del estado energético que eventualmente
conduce al agotamiento de la energia (Ferrendelli and Chang, 1973; Lewis et
al., 1974), y por consiguiente afecta el correcto funcionamiento de la autofagia
que requiere de ATP para reclutar el cargo y para mantener la acidez lisosomal
(Moruno et al., 2012).

Por otro lado, estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la IG
posterior a la HS sin coma aumenta la produccion de ERO vy los niveles de 3-
nitrotirosina, mientras que la muerte neuronal se limita a unas pocas células
dispersas en la corteza cerebral (Haces et al., 2010; Amador-Alvarado et al.,
2014; Julio-Amilpas et al., 2015). Por el contrario, existen reportes que
demuestran que la IG después del coma exacerba el estrés oxidante y la
muerte neuronal en la corteza y el hipocampo (Suh et al.,, 2003; Suh et al.,
2007b). Por lo tanto, es probable que durante la HS en ausencia de coma la
autofagia se active de manera transitoria como una respuesta asociada a la
eliminacion de componentes celulares dafiados y entonces restablecer la
homeostasis celular previniendo la muerte neuronal; mientras que la
acumulacion excesiva de moléculas dafiadas oxidativamente después del

coma exacerba la formacion de autofagosomas e interrumpe el flujo autofagico.

Aunado a la deficiente degradacion de autofagosomas observada a las 24 h
en el hipocampo, los resultados sugieren que la autofagia esta activa en los
animales que fueron sometidos al coma. Dicha activacién es dependiente de

AMPK e independiente de mTOR, puesto que se encontré6 un aumento
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significativo de p-ULK1 S317 en relacion con los animales control. Mientras que
tanto los niveles de p-ULK1 S757 como los de p-mTOR mantuvieron el mismo
comportamiento que los del grupo control. Ademas los niveles de ATG7
mostraron tendencia a aumentar mientras que el conjugado ATG12-ATG5
incremento de manera significativa con respecto del grupo control sugiriendo
que la autofagia se encuentra activa en el hipocampo 24 h después del coma,
ya que estas proteinas son esenciales para la formacion y elongacion del
autofagosoma. Por otro lado, en la corteza, la iniciacion de la autofagia en
respuesta al coma hipoglucémico no fue tan evidente. Se encontré un aumento
significativo de ATG7 pero no fue asi para el conjugado ATG12-ATGS, aunque
se observd cierta tendencia al aumento de los niveles de p-ULK1 S317. Las
diferencias observadas en la activacion de la autofagia en la corteza y el
hipocampo, podrian estar relacionadas con la alta demanda energética de este
ultimo, debido a su papel en la plasticidad sinaptica y a su alta vulnerabilidad

ante la lesion hipoglucémica (Auer et al., 1984).

Hasta el momento, no conocemos cuales son los mecanismos que
conducen a la activacion de AMPK en respuesta al coma hipoglucémico. Sin
embargo, se han reportado vias de activacion de esta enzima en condiciones
similares a las que nosotros reportamos. Por ejemplo, la estimulacién de la
calcio-calmodulina cinasa B (CAMKKRB) en respuesta al aumento de calcio
intracelular podria estar involucrada, ya que se ha reportado que la
homeostasis del calcio se pierde durante la privacién energética aguda
(Zundorf and Reiser, 2011; Sun et al., 2016a). Asimismo, la cinasa hepatica B1
(LKB1), que fosforila y activa directamente a AMPK, también podria estar
implicada en la iniciacion de la autofagia, puesto que en condiciones de
isquemia cerebral los niveles de fosforilacion de esta proteina aumentan (Li et
al., 2007). Ademas, la actividad de AMPK también puede ser estimulada por
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, pues tanto la CAMKKB como la
LKB1 pueden ser activadas por oOxido nitrico y peroxinitrito, respectivamente
(Cardaci et al., 2012; Li et al., 2013; Xia et al., 2018).
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Se sabe que durante condiciones en que la glucosa es limitada, el cerebro
puede utilizar otros sustratos energéticos para cubrir sus necesidades
metabdlicas, entre los que se encuentran los CC. La evidencia que respalda el
efecto protector de la administracion exdgena de CC o de la induccion de
cetosis contra la lesion cerebral aguda, es cada vez es mayor (Camberos-Luna
and Massieu, 2020). Previamente demostramos que el tratamiento via i.p. de
D-BHB durante la hipoglucemia previene la produccion de ERO tanto en la
corteza como en el hipocampo y disminuye la muerte neuronal (Julio-Amilpas
et al., 2015). En este trabajo, nos propusimos investigar si la administracion de
D-BHB post-coma es capaz de disminuir el dafio neuronal e inducir el flujo
autofagico, como se observd previamente en cultivos de neuronas corticales
(Camberos-Luna et al., 2016). De acuerdo a los resultados, la dosis total de
250 mg/kg de D-BHB previno el aumento de LC3-ll pero no fue capaz de
estimular la degradacion de SQSTM1/p62. No obstante, al duplicar la dosis de
D-BHB, los niveles de LC3-ll y SQSTM1/p62, disminuyeron significativamente
en la corteza parietal y el hipocampo, sugiriendo que la dosis de 500 mg/kg
promueve la degradacion del cargo autofagico. Estos datos ademas coinciden
con un menor numero de células positivas a FJB, sugiriendo asi que al menos
una parte del efecto protector del D-BHB, se asocia al restablecimiento del flujo
autofagico como reportamos en los experimentos in vitro y recientemente en el
modelo de excitotoxicidad por NMDA (Camberos-Luna et al., 2016; Montiel et
al., 2020). Es importante destacar que los resultados también muestran que el
tratamiento con D-BHB atenua la formacion de autofagosomas en el
hipocampo en etapas tardias posteriores a la IG, lo que respalda la idea de que

la autofagia disfuncional y/o excesiva contribuye a la muerte neuronal.

La disminucion de LC3-Il y SQSTM1/p62 en los animales tratados con D-
BHB, también pueden ser resultado de una menor activacion de autofagia. De
acuerdo a nuestros resultados, la administracion de D-BHB no modificd los
niveles de BECN1, ATG7 ni del conjugado ATG12-ATG5 en la corteza parietal,
por lo que inferimos que el principal efecto del D-BHB en esta regién es la

induccion del flujo autofagico. No obstante, en el hipocampo, el tratamiento con
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D-BHB previene la fosforilacion de ULK1 en la serina 317 por AMPK,
sugiriendo una menor actividad de esta enzima. Nuestros resultados
concuerdan con hallazgos recientes en el estriado tras la induccién de
excitotoxicidad por NMDA, en donde la administracion exdgena de D-BHB es
capaz de disminuir la formacion de nuevos autofagosomas (Montiel et al.,
2020). Probablemente, la administracion de D-BHB mejore el estado
metabdlico celular por su efecto sobre la funcion mitocondrial, su capacidad
para incrementar los niveles de ATP y disminuir los niveles de ERO reduciendo
asi la actividad de la AMPK (Maalouf et al., 2007; Julio-Amilpas et al., 2015;
Marosi et al., 2016)

De acuerdo a la determinacion de los niveles de D-BHB en sangre, el ayuno
induce una cetosis ligera, dado que los niveles sanguineos de D-BHB
aumentan a alrededor de 0.9 mM; mismos que disminuyeron rapidamente
después de la administracion de insulina, sugiriendo que se consumen por el
cerebro durante la hipoglucemia. También observamos que cuando los
animales alcanzan el estado de coma hipoglucémico, la produccion enddgena
de CC se estimula de manera importante, pero disminuye poco tiempo
después. Hasta este punto, es importante resaltar que los niveles de CC de los
animales pertenecientes a ambos grupos (tratado y no tratado), se comportaron
de manera similar durante el periodo de hipoglucemia previo a la recuperacion
con glucosa, lo que indica que ambos presentaron una reaccion a la insulina
semejante; no obstante, aun faltan estudios para determinar si la respuesta
diferencial a la insulina es un factor importante para la sobrevivencia neuronal y

la autofagia.

De acuerdo a los datos encontrados, la administracion exégena de D-BHB
inmediatamente después del coma, incrementd sus niveles cerca de los valores
reportados en condiciones de ayuno. No obstante, la concentracién de D-BHB
disminuyd 30 minutos después de su primera y segunda administracion, lo que
sugiere la utilizacion de éste CC durante el periodo de recuperacion. En

concordancia, Julio-Amilpas en el 2015, demostré que la administracién de D-
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BHB durante la fase de hipoglucemia previa a la presencia del coma,
incrementa sus niveles a valores cercanos a los reportados en condiciones de

ayuno, proporcionando al cerebro un sustrato energético alterno a la glucosa.

La posible contribucion a la supervivencia neuronal de la produccion
endégena de D-BHB, observada cuando los animales alcanzan el coma, no
puede pasarse por alto. Es probable que bajo nuestras condiciones
experimentales se relacione a la limitada muerte neuronal asociada con un
breve periodo de coma (Haces et al.,, 2010; Languren et al., 2019), en
comparacion con periodos mas largos (30-60 min), en los que la muerte
neuronal es extensa y se distribuye a lo largo de la corteza cerebral y todo el
hipocampo (Auer et al., 1984; Suh et al., 2007b). Sin embargo, nuestros datos
demuestran también que la suplementacion con D-BHB exdgeno durante la IG
se asocia con una mayor sobrevivencia neuronal, ya que los cerebros de estos
animales muestran un nimero menor de células FJB positivas de forma dosis-
dependiente. El efecto protector de la administracion exdégena de CC en contra
del dano neuronal ha sido demostrado en diversos modelos in vivo (Suzuki et
al., 2001; Suzuki et al., 2002; Haces et al., 2008; Julio-Amilpas et al., 2015;
Montiel et al., 2020), en este trabajo se identific6 un mecanismo mas asociado

al efecto protector de los CC, la regulaciéon de la autofagia.

Los protocolos de proteccion que utilizan la induccion de cetosis enddgena
como la dieta cetogénica o la suplementacion con triglicéridos de cadena
media, se basan en la regulacion positiva de los transportadores de
monocarboxilatos para favorecer la oxidacion de CC en el cerebro. Por el
contrario, la administracion exdgena de CC o de sus derivados, incrementa su
concentracion en sangre rapidamente, pero requiere una administracion
repetida o continua para mantener elevados esos niveles (Camberos-Luna and
Massieu, 2020). Sin embargo, aun queda por determinar si realmente existe la
regulacion positiva de los MCT durante nuestras condiciones experimentales, lo
cual facilitaria la captura de CC en el cerebro, como se describe ante

situaciones de isquemia y trauma cerebral (Tseng et al., 2003; Prins et al.,
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2004; Zhang et al., 2005; Prins and Giza, 2006; Prins, 2008; Moreira et al.,
2009) y recientemente después de la hipoglucemia severa en ratas hembra
(Uddin et al., 2020).

Los datos obtenidos en esta investigacion abren las puertas para el uso del
D-BHB como tratamiento para disminuir el dafio neuronal ocasionado por la
privacion de glucosa al cerebro, como sucede en la isquemia cerebral o en
pacientes con hipoglucemia no diabética; probablemente también sea un buen
candidato para disminuir el dafo generado por la hipoglucemia severa
secundaria al tratamiento con insulina, sin embargo, aun falta conocer el
impacto de la administracion exdgena de los cuerpos cetonicos en pacientes
diabéticos por su propension a desarrollar cetoacidosis. Por otra parte, se ha
estudiado mucho el dafio neuronal ocasionado durante la isquemia cerebral y
en modelos in vitro de privacion de oxigeno y glucosa, este trabajo nos permite
conocer que ocurre cuando no hay uno de esos 2 componentes y analizarlos

de manera independiente en un modelo in vivo.
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Figura 18. Efecto del coma hipoglucémico y del tratamiento con BHB sobre la autofagia en la
corteza y el hipocampo. Ante la presencia del coma hipoglucémico la dinamica de la autofagia se
modificé de manera diferencial en el hipocampo y en la corteza. En el hipocampo la autofagia esta activa
en los animales expuestos al coma hipoglucémico, dicha actividad es dependiente de AMPK, puesto que
incrementaron los niveles de esta proteina incrementando también la fosforilacién de su proteina blanco
ULK1 en la S317. Ademas incrementaron los niveles de ATG5-ATG12 y de LC3-ll, sugiriendo mayor
formacion de nuevos autofagosomas. Sin embargo, al no disminuir los niveles de SQSTM1/p62, es
probable que los autofagosomas se estén acumulando debido a la disminucion del flujo autofagico
conduciendo a la muerte neuronal. Por otro lado, en la corteza la activacion de la autofagia fue menos
evidente; a diferencia del hipocampo no se modificaron los niveles de las proteinas de induccién de la
autofagia, sin embargo los niveles de ATG7 incrementaron significativamente al igual que LC3-I|,
sugiriendo la formacién de nuevos autofagosomas, los cuales, al igual que en el hipocampo no fueron
degradados de manera eficiente puesto que los niveles de SQSTM1/p62 no disminuyeron conduciendo a
la muerte neuronal. H tratamiento con D-BHB promovié la degradacion autofagica, puesto que en ambas
regiones tanto los niveles de LC3-Il como los de SQSTM1/p62 disminuyeron con respecto a los animales
sin tratamiento. Sin embargo en el hipocampo se observa que ademas el D-BHB tiene efecto sobre la
formacion de nuevos autofagosomas, pues disminuyen los niveles de AMPK, p-ULK1 S317, del
conjugado ATG5-ATG12 y de BECN1. Probablemente, en la corteza parietal el D-BHB ejercidé un efecto
similar en la iniciacién de la autofagia, pero mas discreto, puesto que solamente disminuyeron los niveles
de AMPK y p-ULK1 S317.

78



CONCLUSION

El presente estudio advierte por primera vez, que la autofagia puede seguir
dinamicas distintas durante la recuperacion con glucosa en animales que
experimentan HS o coma hipoglucémico, ademas de que puede activarse
diferencialmente en la corteza y el hipocampo en respuesta a la falla
energética. En el hipocampo la autofagia continua estando activa aun a las 24
h después de la IG. Asi mismo, el tratamiento con D-BHB se asocia con la
estimulacion del flujo autofagico tanto en la corteza como en el hipocampo,
pero ademas en esta ultima region, es capaz de atenuar la induccién de la
autofagia. De esta forma, la regulacion de la autofagia se suma a los
mecanismos de neuroproteccion del D-BHB en condiciones de ausencia de
nutrientes. Nuestros resultados aportan nueva informacion sobre las
respuestas adaptativas cerebrales ante la hipoglucemia severa y sobre el papel
del D-BHB como sustrato energético alternativo a glucosa en la modulacion de

estas respuestas.

PERSPECTIVAS

e Determinar el curso temporal de la via de sefalizacibn que induce
autofagia en condiciones de HS y de HS+coma y analizar el efecto del
BHB sobre esta via de sefalizacion.

e Determinar si la HS y la HS+coma, asi como el tratamiento con BHB
producen cambios en la expresibn de genes relacionados con la
autofagia.

e Determinar si la autofagia que observamos en nuestras condiciones
ocurre en astrocitos o en neuronas.

e Analizar si la disrupcion del flujo autofagico que ocurre después del
coma hipoglucémico se debe a alteraciones en la integridad y funcion
lisosomal.

e Definir el efecto del tratamiento con D-BHB sobre la autofagia en

condiciones control
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e Determinar si se modifica la expresion de los MCT en respuesta al coma

hipoglucémico.
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Glucose supply from blood is mandatory for brain functioning and its interruption
during acute hypoglycemia or cerebral ischemia leads to brain injury. Alternative
substrates to glucose such as the ketone bodies (KB), acetoacetate (AcAc),
and B-hydroxybutyrate (BHB), can be used as energy fuels in the brain during
hypoglycemia and prevent neuronal death, but the mechanisms involved are still
not well understood. During glucose deprivation adaptive cell responses can be
activated such as autophagy, a lysosomal-dependent degradation process, to
support cell survival. However, impaired or excessive autophagy can lead to
cell dysfunction. We have previously shown that impaired autophagy contributes
to neuronal death induced by glucose deprivation in cortical neurons and that
D isomer of BHB (D-BHB) reestablishes the autophagic flux increasing viability.
Here, we aimed to investigate autophagy dynamics in the brain of rats subjected
to severe hypoglycemia (SH) without glucose infusion (Gl), severe hypoglycemia
followed by Gl (SH + GI), and a brief period of hypoglycemic coma followed
by Gl (Coma). The effect of D-BHB administration after the coma was also
tested (Coma + BHB). The transformation of LC3-I to LC3-Il and the abundance
of autophagy proteins, Beclin 1 (BECN1), ATG7, and ATG12-ATG5 conjugate,
were analyzed as an index of autophagosome formation, and the levels of
sequestrosomel/p62 (SQSTM1/p62) were determined as a hallmark of autophagic
degradation. Data suggest that autophagosomes accumulate in the cortex and
the hippocampus of rats after SH, likely due to impaired autophagic degradation.
In the cortex, autophagosome accumulation persisted at 6 h after Gl in animals
exposed to SH but recovered basal levels at 24 h, while in the hippocampus
no significant effect was observed. In animals subjected to coma, autophagosome
accumulation was observed at 24 h after Gl in both regions. D-BHB treatment
reduced LC3-Il and SQSTM1/p62 content and reduced ULK1 phosphorylation by
AMPK, suggesting it stimulates the autophagic flux and decreases AMPK activity
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reducing autophagy initiation. D-BHB also reduced the number of degenerating cells.
Together, data suggest different autophagy dynamics after Gl in rats subjected to SH
or the hypoglycemic coma and support that D-BHB treatment can modulate autophagy
dynamics favoring the autophagic flux.

Keywords: hypoglycemia, ketone bodies, neuronal death, autophagy, AMPK

INTRODUCTION

The brain is a highly dynamic and energy-demanding organ
that depends on the continuous glucose supply from blood,
thereby disturbed glucose metabolism can lead to brain
dysfunction and even brain injury (Mergenthaler et al., 2013).
Reduced cerebral glucose delivery occurs during hypoglycemia,
a condition considered as a major complication of insulin
treatment in type 1 diabetes mellitus (DMT1) patients (Cryer,
2005). Patients can suffer two events of moderate hypoglycemia
(60-40 mg/dl blood glucose) per week and one of severe
hypoglycemia (SH, >35 mg/dl) per year. The presence of
repeated episodes of moderate hypoglycemia increases the risk
for SH, which can culminate in the state of coma resulting
in irreversible brain damage in vulnerable brain regions, such
as the cortex and hippocampus (Auer et al., 1984). Under
conditions of limited glucose availability, such as ischemia,
hypoxia, hypoglycemia, and cerebral trauma, alternative energy
substrates to glucose, such as the ketone bodies (KB), acetoacetate
(AcAc), and B-hydroxybutyrate (BHB), can be used by the
brain (Melo et al, 2006) and prevent brain injury (Suzuki
et al, 2002; Masuda et al, 2005; Puchowicz et al.,, 2008;
Haces et al., 2008; Julio-Amilpas et al, 2015). KB are
metabolized through the tricarboxylic acid cycle (TCA) and their
protective effect has been attributed to enhanced cellular energy
metabolism, improved mitochondrial activity, and decreased
production of mitochondrial reactive oxygen species (ROS;
Maalouf et al., 2007; Marosi et al., 2016). Other actions
have been described for KB including epigenetic, antioxidant,
anti-inflammatory, and the up-regulation of brain-derived
neurotrophic factor; they activate ATP-sensitive potassium
channels and have been described as signaling molecules
(Newman and Verdin, 2014; Camberos-Luna and Massieu,
2020). In addition, we have recently reported that the D isomer
of BHB (D-BHB) stimulates the autophagic flux during glucose
deprivation and prevents neuronal death in cortical cultures
(Camberos-Luna et al., 2016).

Macro-autophagy (here referred to as autophagy) can be
activated during nutrient deprivation and is characterized
by the formation of a double-membrane structure named
autophagosome that subsequently fuses with a lysosome leading
to the degradation of damaged proteins and organelles for the
restoration of cell homeostasis (Klionsky and Emr, 2000; Yin
et al., 2016). During nutrient deprivation, mTOR inhibition
by AMPK leads to ULK1 S317 phosphorylation, which in turn
phosphorylates Beclin-1 (BECN1) promoting the activity of class
III PtdIns3K complex, initiating the formation of the nucleation
site. On the contrary, during nutrient abundance mTOR

activity phosphorylates ULK1 S757, preventing its activation
by AMPK and autophagy initiation. Also, AMPK can directly
phosphorylate ULK1 at S317 and initiate autophagy (Egan et al.,
2011; Kim et al,, 2011). The autophagy-related proteins (ATG)
are key players in autophagosome formation and membrane
expansion. Microtubule-associated light chain-3 (LC3) is cleaved
by ATG4 and conjugated with phosphatidylethanolamine (PE)
to produce LC3-II. LC3-II is associated with autophagosomes
where it functions as a docking site of adaptor proteins such
as SQSTM1/p62, which delivers polyubiquitinated proteins
to the autophagosome for degradation. SQSTMI1/p62 is
degraded together with cargo by lysosome hydrolytic enzymes.
ATG7 and ATG3 form the conjugation system involved in
the relocation of LC3-I to the phagophore membrane and
ATGS covalently binds to ATG12 forming the ATG12-ATG5-
ATG16 conjugate essential for autophagosome membrane
elongation. Mature autophagosomes fuse with a lysosome
leading to cargo degradation (Sou et al, 2008; Wirawan
et al., 2012). Enhanced conversion of LC3-I to LC3-II and a
reduction in SQSTM1/p62 abundance is taken as an index of
autophagic flux.

Deficient autophagy in the central nervous system leads to
the accumulation of ubiquitinated proteins, axonal degeneration,
and neuronal death. Loss of cortical and cerebellar neurons
has been observed in ATG7-deficient animals (Komatsu et al.,
2005, 2006) and animals lacking ATG5 do not survive (Kuma
et al., 2004). Also, excessive autophagy can lead to cell death,
and its inhibition can prevent acute ischemic brain injury
(Carloni et al., 2008; Fu et al, 2016; Wang et al, 2018).
Autophagy dynamics during severe hypoglycemia in vivo has
not been investigated, neither its role in selective neuronal
death. Hence, we have studied the changes in autophagy
markers during severe hypoglycemia (SH) without glucose
infusion (GI), and during GI after SH or a brief period
of coma. We also investigated whether D-BHB treatment in
animals subjected to coma is associated with the preservation of
functional autophagy, as we have previously observed in vitro
(Camberos-Luna et al., 2016). We have evaluated the changes
in the abundance of proteins involved in autophagosome
formation and maturation, Beclinl (BECN1), p-ULK1, ATG7,
ATGI12-ATGS5, and LC3-1II, and in SQSTM1/p62 as a marker
of autophagy degradation. The role of AMPK and mTOR
in autophagy activation was also investigated. Results suggest
that in the cerebral cortex SH induced the accumulation
of autophagosomes, which persisted 6 h after GI likely
due to deficient autophagy degradation, and recovered at
24 h. In contrast, in the hippocampus, autophagosomes
accumulated after SH but no change was observed after GI.

Frontiers in Cellular Neuroscience | www.frontiersin.org

September 2020 | Volume 14 | Article 547215


https://www.frontiersin.org/journals/cellular-neuroscience
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/cellular-neuroscience#articles

Torres-Esquivel et al.

p-Hydroxybutyrate Restores Autophagy After Hypoglycemia

In animals exposed to the hypoglycemic coma, significant
autophagosome accumulation was observed at 24 h after GI in
both brain regions. Besides, AMPK-dependent phosphorylation
of ULKI1 S317 was observed at this time in animals subjected
to coma, suggesting autophagy activation. When D-BHB
was administered after the coma, SQSTM1/p62 degradation
was enhanced and ULK1 S317 phosphorylation was reduced,
increasing cell survival. Data suggest that D-BHB attenuates
autophagy activation and restores the autophagic flux promoting
cell survival.

MATERIALS AND METHODS

Three-month-old male Wistar rats (280-320 g) were used
throughout the study. They were obtained from the Instituto
de Fisiologia Celular (IFC) animal house, at the Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM). The guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (NIH publications No.
80-23 Revised 1996) of the National Institute of Health was
followed and animals were handled accordingly and with the
approval of the Animal Care Committee (CICUAL) of the IFC
(protocol number LMT160-20). The number of animals used
was optimized and all efforts were made to minimize their
suffering. Experiments are reported according to the ARRIVE
guidelines (Animal Research: Reporting in vivo Experiments).
Animals were kept with food and water ad libitum and
under standard dark/light cycle and temperature conditions
and housed in individual cages. A sample size of three to
seven animals per group was used. Animals were randomly
distributed among the different groups and at least one
animal from each experimental group was included per
experiment. Seventy-three animals were used for western blot,
28 for histology and immunocytochemistry determinations,
and 21 for BHB blood determinations, as indicated in
figure legends.

Induction of Severe Hypoglycemia Without

Glucose Infusion (SH)

Severe hypoglycemia (SH) was induced in the home cage
in non-anesthetized animals partially fasted overnight (food
restricted to four pellets) and during the experimental period.
They received a single intraperitoneal injection of 32 U/kg
human insulin (Lilly, Humulin 70/30, Indianapolis, IN, USA).
Blood glucose was monitored from a blood sample obtained
from the tail vein before (basal levels) and at 0.5, 1, 2,
and 3 h after insulin injection using a standard glucometer
(Abbott Laboratories, Bedford, MA, USA). One-hour after
insulin administration, animals reached SH (<40-30 mg/dl) and
were euthanized 2 h later (Figure 1A). Brains were extracted and
prepared for western blotting.

Induction of Severe Hypoglycemia With

Glucose Infusion (SH + Gil)

Animals were subjected to SH and rescued with GI. They
were partially fasted overnight and during the whole
experimental period. To monitor electrical brain activity
through electroencephalogram (EEG) recording, 1 week before

hypoglycemia animals were implanted with epidural electrodes
under 2.0 to 3.0% isoflurane anesthesia. Meloxicam (1 mg/kg
i.p.) was administered post-surgery as an anti-inflammatory.
Animals were intraperitoneally (i.p.) injected (between 9:00 and
11:00 am) with 32 U/kg insulin to induce hypoglycemia. Blood
glucose was monitored before (time 0) and at 0.5, 1, 2, 3,6, 7, and
27 h after insulin. To determine basal brain electrical activity,
EEG recording started 30 min before insulin administration
and continued during the whole hypoglycemic and GI periods
until the normal electrical activity was completely recovered
(Figure 1B). Animals were rescued with glucose after the loss
of the righting reflex (RR), which precedes the coma state
(Haces et al., 2010) by an intraperitoneal (i.p.) bolus of 0.3 ml
of 25% glucose in Krebs-Henseleit buffer. Immediately after, an
intravenous (i.v.) infusion (25% glucose at 1.5 ml/h during 3 h)
was administered through the tail vein using a perfusion pump
(Harvard Apparatus 22, South Natick, MA, USA). None of the
animals from this group showed EEG isoelectricity (indicative
of the hypoglycemic coma). From these animals, one subgroup
was euthanized at 6 h after GI (9 h after an insulin injection)
and a second subgroup at 24 h after GI (27 h after an insulin
injection; Figure 1B). Brains were extracted and prepared for
western blotting.

Induction of Hypoglycemic Coma With

Glucose Infusion (Coma)

Animals subjected to coma (Coma), were equally treated as
those from the SH + GI group, but after the loss of the RR,
hypoglycemia was left to progress to the state of coma (EEG
isoelectricity). After 5 min of isoelectricity animals received an
i.p. bolus of 0.3 ml of 25% glucose as described for the SH +
GI group, and 12 min afterward an intravenous (i.v.) infusion
(25% glucose at 1.5 ml/h during 3 h) was administered through
the tail vein as described above. The coma period ranged from
6 to 12 min (mean = 8.9 &+ 0.34). A minimum period of 6 min
coma was chosen because according to our previous studies,
shorter coma periods produce very limited neuronal death or
none. Therefore, animals showing coma periods of 5 min or
less were discarded. Conversely, a maximum period of 12 min
coma was selected because respiratory failure can be observed
in animals showing longer coma periods. From these animals,
one subgroup was euthanized at 6 h and a second subgroup at
24 h after GI (Figure 1C). Brains were extracted and prepared for
western blot analysis (6 and 24 h) and histology (24 h). Animals
showing seizures were also discarded.

Control animals were treated in parallel with the rest of the
experimental groups. They were partially fasted overnight and
during the duration of the experimental period and received
vehicle solution (0.1% acetic acid) instead of insulin. Glucose was
measured at different times after vehicle injection.

Treatment With D-BHB (Coma + BHB)

Animals exposed to coma were either treated (Coma + BHB)
or non-treated (Coma) with 250 or 500 mg/kg total dose of
D-BHB (Cat. 298360, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
divided into two intraperitoneal (i.p.) administrations. The first
administration of D-BHB (125 or 250 mg/kg) was given 10 min
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FIGURE 1 | Induction severe hypoglycemia and the hypoglycemic coma. (A) Severe hypoglycemia (SH) group. SH was induced by the intraperitoneal (i.p.) injection
of insulin (32 U/kg) and animals were euthanized 2 h after they reached 30 mg/dl blood glucose. (B) SH + Gl group. Animals were implanted with electrodes 1 week
before the induction of hypoglycemia for electroencephalogram (EEG) recording and were subjected to SH with glucose infusion (Gl). Insulin was injected (i.p) and 2 h
after animals reached SH, they were rescued with glucose before they fell into the coma state. (C) Coma group. Animals were treated identically as those from the

SH + G, but SH was left to progress to the coma state for 6-12 min and immediately after they were rescued with glucose. (D) Coma + BHB group. Animals were

treated identically as the Coma group, but they received two doses of either 125 or 250 mg/kg D isomer of B-hydroxybutyrate (D-BHB; i.p.), the first 10 min after the
onset of glucose infusion after the coma and the second at the end of glucose infusion glucose infusion. Animals were euthanized 6 or 24 h after Gl in groups (B-D).
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after glucose i.v. the infusion was started and the second at the
end of the glucose infusion (3 h after the coma). Animals were
euthanized at 6 or 24 h GI as indicated in Figure 1D. Brains
were extracted and prepared for western blotting (6 and 24 h)
and histology (24 h).

Determination of D-BHB in Blood

Blood samples were obtained from the tail vein (seven animals
per group) and D-BHB was measured using blood glucose
and ketone monitoring system (FreeStyle Optium Neo, Abbott
Diabetes Care, Limited, Witney, Oxon, UK) and keto strips
(FreeStyle Optium B-ketone). Samples were obtained from intact
control and fasted animals at different times throughout the
experimental period. D-BHB was also determined in blood
samples from animals of the Coma and the Coma + BHB groups,
before (time 0) and at different times after insulin injection
(1 and 2 h), at the time the animals reached the coma, at
different times after recovery with glucose or glucose + D-BHB
(250 mg/kg), and after the second administration of D-BHB
(250 mg/kg), as indicated in Figure 2C. Animals from these
groups were identically treated during the hypoglycemia period

before recovery and were randomly assigned to each one of
the treatments.

SDS-PAGE and Western Blots

The hippocampus and parietal cortex were dissected and
homogenized in 1:10 weight/volume lysis buffer containing:
Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 1%, Triton X-100
1%, Sodium deoxycholate 0.5%, PMSF 1 mM, NaPPi 5 mM,
Na3;VOy4 2 mM and Complete protease inhibitor cocktail (Roche
complete, 1162600, USA), pH 7.5. Proteins were determined by
the Lowry method and samples were denaturized in Laemmli
buffer. Thirty to forty micrograms of protein was resolved
in 10-16% SDS-PAGE and then electroblotted to PVDF
membranes. Membranes were blocked in TBS/milk 5% for
1 h and incubated overnight at 4°C with specific primary
antibodies: LC3 (1:5,000, Cat. PDO014, MBL International
Woburn, USA); ATG5 (1:1,000, Cat. S6133158, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), p-ULK1 S317 (1:500,
MB59600629, My BioSource, San Diego, CA, USA); BECN1
(1:2,000, Cat. 3738), ATG7 (1:1,000, Cat. 2631S), ULKI1
(1:6,000, Cat. 8054), p-ULKI S757 (1:6,000, Cat. 14202),
mTOR (1:1,000, Cat. 2983S), p-mTOR S2448 (1:1,000, Cat.
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Time post-insulin (h)

(¢}

1.5

D-BHB levels (mmol/l)

—e— Control
Q- SH+GI

-¥-- Coma+BHB

EEG Control

kot YA, A APt
glucose 95 mg/d|

2-3h
glucose <20 mg/dl WW\[WNW\’]{'WMNW\MM

Coma
glucose <20 mg/dl

1h
glucose 30 mg/dl

Time post-insulin

7h
glucose 45 mg/di  MHsemalnabA s At

200 pvL_
sec

-+ Coma
-y--Coma+BHB

Time post-insulin (h)

FIGURE 2 | Glucose and D-BHB concentration in blood and EEG recording. (A) Blood glucose concentration in control and hypoglycemic animals rescued with
glucose (SH + Gl), and in animals subjected to coma treated (Coma + BHB) and non-treated (Coma) with D-BHB. Data represent mean + SEM and were analyzed
by one-way ANOVA followed by a Fisher’s post hoc test for multiple comparisons. #p < 0.05 relative to the hypoglycemia groups, n = 6-10. (B) Representative EEG
recording showing the changes in brain electrical activity in one representative insulin-injected animal before insulin administration (control), during SH (1-3 h after
insulin), during the coma, and after Gl. (C) D-BHB blood levels were determined at different times after insulin injection and Gl in rats subjected to coma treated and
non-treated with D-BHB. Data represent mean + SEM and were analyzed by one-way or two-way ANOVA followed by a Fisher’s post hoc test for multiple
comparisons, for intragroup and intergroup comparisons, respectively. *o < 0.05 vs. the Coma group, $p < 0.05 vs. the corresponding 2 h post-insulin value, #p <
0.05 vs. the corresponding 3 h value (coma state), ép < 0.05 vs. the corresponding 3.1 h value (before D-BHB administration), *p < 0.05 vs. the corresponding

3.5 h value (20 min post D-BHB administration), n = 7 for each experimental group.
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2971), AMPK (1:1,000, Cat. 2532), SQSTM1/p62 (1:2,500,
Cat. 5114), were from Cell Signaling Technology (Danvers,
MA, USA); Actin (1:7,000, Cat. MAB1501 Chemicon Merck
Millipore, Darmstadt, Germany) was used as loading control.
The reactions of primary antibodies were detected using
the respective horseradish peroxidase, goat anti-rabbit, or
goat anti-mouse secondary antibody (Cat. 115035-003 and
115035-062 respectively, Jackson Immunoresearch Laboratories,
West Grove, PA, USA). Immunoreactivity was detected by
chemiluminescent HRP substrate (Luminata™ Forte, Cat.
WBLUF0100, Merck Millipore), using a C-Digit Blot Scanner
(LI-COR Biosciences, UK). The optical density of the bands of
interest was measured using the Image] program. Data were
calculated as the protein/actin ratio.

Histology

Twenty-four hours after the treatments, animals from each group
(n = 4-7) were anesthetized with an overdose of pentobarbital
and intracardially perfused with 0.9% saline solution followed
by 4% paraformaldehyde in 0.1 mM phosphate buffer; brains
were extracted and transferred to a 20-30% sucrose gradient
(24 and 72 h, respectively). Coronal brain sections of 20 and
40 pm were obtained in a cryostat (LEICA CM1510S) for
histological analysis.

Fluoro-Jade B Staining

Slides were covered for 5 and 2 min with 80 and 70%
ethanol respectively, they were washed and covered with 0.06%
potassium permanganate for 10 min. Sections were incubated for
20 min with 0.0004% FJB (Cat. AB310, Chemicon), dried at 50°C,
rinsed with xylol, and covered with permount (Julio-Amilpas
et al, 2015). They were observed under an epifluorescence
microscope Nikon Eclipse Ci (using AT-EGFP/F filter) and
FJB-positive cells were counted in both hemispheres. In the
parietal cortex total FJB-positive cells were counted bilaterally in
15 sections separated by 200 pum. In the case of the hippocampus,
six sections were used and cells were counted in a 200 pwm?
area of the crest and the inferior blade of the dentate gyrus
using the Image] program. Data are reported as the total
number of positive cells in both subregions. Cell damage was
confirmed by the presence of pyknotic cells after Nissl staining
of adjacent sections.

Immunohistochemistry

Brain sections were permeabilized by 30 min (PBS/Triton-
X100 0.9%), washed for 10 min in PBS, and incubated with
citrates buffer 0.1% at 58°C for 20 min. They were incubated
in PBS/glycine 0.1% for 15 min and then blocked 1 h in
PBS/BSA 5%/goat serum 2%/Tween 0.5%/Triton 0.9% at
room temperature. Afterward, sections were incubated in
primary antibodies against LC3 (1:300) or SQSTM1/p62
(1:200, Cat. ab56416, Abcam, Cambridge, UK) in PBS/BSA
1%/Triton X-100 0.3%/Tween-20 0.05%, for 48 h at 4°C.
The slides were washed in PBS and incubated for 2 h with
secondary antibody Alexa 488 anti-rabbit and Dry-Light
488 anti-mouse (1:300 Cat. 111-545-144 and 115-485-
166 respectively, Jackson Immunoresearch Laboratories,
West Grove, PA, USA). Subsequently, cell nuclei were stained

with Hoechst 0.001% (Cat. 33258, Sigma-Aldrich). Slides were
incubated in Sudan Black B (Cat. 199664, Sigma-Aldrich)
for 3 min to decrease background fluorescence. Images were
obtained using a confocal microscope ZEISS LSM800 for
LC3, SQSTM1/p62, and Hoechst. Images were acquired
and processed using the ZEN 3.1 program from Zeiss.
Confocal stacks composed from 28 to 35 slices (0.3 pwm)
were acquired and the maximum projection was obtained
from each image (x-y, x-z, and y-z orientations) from three
independent experiments.

Statistical Analysis

All data are expressed as mean = SEM and were analyzed by
the Student’s t-test when a comparison between two groups
was made, or one-way ANOVA followed by Fisher’s LSD test
for multiple comparisons when more than two groups were
compared. The time-course in D-BHB blood levels in the
Coma and the Coma + BHB groups was compared by two-way
ANOVA followed by a Fisher’s LSD multiple comparison test,
and the intragroup comparisons were made by one-way ANOVA
followed by Fisher’s LSD test for multiple comparisons.

RESULTS

Glucose Concentration and

Electroencephalogram Recording

Blood glucose levels were measured and electrical brain activity
was recorded at different times after insulin injection and
GI. Results show a mean basal blood glucose concentration
close to 100 mg/dl in all groups. In control animals, glucose
concentration was constant during the experimental period
(Figure 2A). In hypoglycemic animals (SH + GI, Coma, and
Coma + BHB) glucose concentration declined close to 30 mg/dl
after 1 h insulin administration and decreased further to 20 mg/dl
during the next 2 h before GI. At the end of the GI, glucose levels
reached 30 mg/dl and 1 h later they raised to 55 mg/ml; control
values were recovered at 24 h. No significant differences were
found in blood glucose concentration between the experimental
groups (Figure 2A). Figure 2B shows a representative EEG
recording obtained before, during, and after the hypoglycemic
coma. After 2-3 h insulin administration, electrical brain activity
declined to show the high amplitude and low-frequency waves
as previously reported (Julio-Amilpas et al., 2015). At this time
glucose concentration declined below 20 mg/dl; animals were
drowsy and lost their RR. In animals exposed to coma, electrical
brain activity was completely suppressed and recovered 1 h after
GI. Animals rescued with glucose plus D-BHB (either 250 or
500 mg/kg) showed similar changes in brain electrical activity
(not shown).

Autophagy Dynamics During
Hypoglycemia and Glucose Infusion in
Animals Subjected to Severe

Hypoglycemia or the Hypoglycemic Coma
The changes in the content of LC3-II and SQSTM1/p62 were
determined 2 h after the induction of hypoglycemia and 6 and
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24 h after GI in rats exposed to SH + GI or the hypoglycemic
coma. In the parietal cortex 2 h after SH, the transformation
of LC3-I to LC3-II notably increased, while no change in
SQSTM1/p62 was observed. At 6 h after GI, LC3-II remained
significantly elevated and returned to control levels at 24 h in the
SH + GI group (Figure 3A). As the increase in LC3-II was not
accompanied by a decrease in SQSTM1/p62 (Figure 3B), results
suggest that the autophagic flux is blocked and that increased
LC3-1II results from autophagosome accumulation. In animals
subjected to coma, LC3-II showed a moderate non-significant
increase at 6 h after GI, but it increased notably at 24 h. As in the
case of SH + GI, augmented LC3-II was not accompanied by a
decline in SQSTM1/p62, suggesting autophagic flux impairment
at 24 h after GI (Figures 3A,B). In agreement with these
observations, LC3 immunoreactivity increased 24 h after GI in
the Coma group (Figure 5C).

Similar to the parietal cortex in the hippocampus LC3-II
significantly increased 2 h after hypoglycemia, while no
significant change in SQSTM1/p62 was found (Figures 4A,B).
In rats subjected to SH + GI, no significant change in
LC3-II or SQSTM1/p62 was observed at 6 h and 24 h
(Figure 4B). In contrast, in the Coma group, a significant
increase in LC3-II was found at 24 h after GI, while
SQSTM1/p62 content showed no reduction suggesting deficient

autophagic degradation. In agreement with these observations,
augmented immunoreactivity against LC3 was observed in brain
sections from animals exposed to coma, in the inferior blade
(not shown) and the crest of the dentate gyrus at 24 h after
GI (Figure 6C).

Altogether, these data suggest that autophagosomes
accumulate during the hypoglycemic period due to deficient
autophagic degradation. After GI the autophagic flux is restored
in the SH + GI group, while in rats experiencing a period of
coma autophagosomes accumulate at 24 h, likely due to impaired
autophagic flux. No changes in the LC3-I band were observed at
2 hor 6 h in the SH + GI and Coma groups (data not shown),
while at 24 h there was a slight significant increase in the LC3-I
band in the hippocampus of rats experiencing coma but not in
the cortex (Supplementary Figure S2).

D-BHB Administration After the
Hypoglycemic Coma Stimulates the
Autophagic Flux and Increases Cell

Survival

In a previous study, we have reported that D-BHB stimulates
the autophagic flux and prevents neuronal death in cortical
cultured neurons exposed to glucose deprivation and glucose
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reintroduction (Camberos-Luna et al, 2016). Hence, we
aimed to test whether the KB exerts the same effect in
the hypoglycemia model. Rats exposed to the hypoglycemic
coma were recovered with glucose and D-BHB 250 mg/kg
(two doses of 125 mg/kg) and were analyzed at 6 and
24 h. D-BHB treatment did not affect 6 h on LC3-II or
SQSTM1/p62 in the cortex or the hippocampus (data not
shown). However, at 24 h D-BHB reduced the increase in LC3-1I
induced by coma in both brain regions, while no change in
SQSTM1/p62 was found (Supplementary Figures S1A,B). These
results are consistent with immunohistochemistry data, showing
reduced LC3 immunoreactivity in rats treated with D-BHB
(Supplementary Figures S1A,B). When 500 mg/kg D-BHB
(two administrations of 250 mg/kg each) was administered,
the transformation of LC3-I to LC3-II significantly diminished
relative to animals exposed to coma in both the cortex
and the hippocampus (Figures 5A, 6A). Also, a significant
reduction of SQSTM1/p62 was observed in D-BHB-treated
rats (Figures 5B, 6B), suggesting that at higher doses D-BHB

stimulates the autophagic flux in both regions. In agreement with
these results, immunohistochemistry analysis showed reduced
immunoreactivity to LC3 and SQSTM1/p62 in the parietal cortex
and the dentate gyrus of animals treated with 500 mg/kg of
D-BHB (Figures 5C, 6C). Confocal Z-stacks images show that
LC3 and SQSTM1/p62 are present in the cytoplasm surrounding
the nucleus and also in neurites. In animals subjected to coma
LC3 and SQSTM1/p62 immunoreactivity augment, while in
D-BHB-treated animals, immunofluorescence is less intense
and more diffuse. Orthogonal images from the x-z and y-z
orientations confirm that LC3 and SQSTM1/p62 are located in
the cytoplasm.

D-BHB treatment did not affect LC3-I in the cortex relative to
the control and Coma groups and did not reduce the increase in
LC3-I induced by the coma in the hippocampus (Supplementary
Figure S2).

Then we tested the effect of D-BHB administration on
cell survival. In previous studies, we have reported that a
short period of coma induces neuronal death in the cerebral
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cortex and the dentate gyrus (Languren et al, 2019). FJB  in the superficial and medium layers (II-IV), and in the

and cresyl violet staining were used to evidence neuronal
damage. At 24 h after glucose infusion, degenerating cells
labeled with FJB were observed in the parietal cortex, mainly

hippocampus, primarily in the crest and the inferior blade
of the dentate gyrus (Figure 7A). Adjacent cresyl violet-
stained sections showed dark shrunk cells with pyknotic
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nuclei in the same location where FJB-positive cells were
present (Figure 7A).

D-BHB treatment reduced the number of FJB-positive
cells in both cerebral regions (Figure 7B). In the parietal
cortex, protection by D-BHB was dose-dependent. A 36%
reduction in the number of FJB-labelled cells was observed
when animals were treated with two doses of 250 mg/kg
D-BHB after the hypoglycemic coma. When 500 mg/kg D-BHB
was used, the number of FJB-positive cells was reduced by
87% (Figure 7B). Accordingly, cresyl violet-stained sections of
animals treated with D-BHB showed cells with a light cytoplasm
and morphologically similar to those in control animals. In the
hippocampus, the number of degenerating cells was reduced
by 57 and 80%, when animals were treated with 250 or
500 mg/kg of D-BHB, respectively, although no significant
difference was found between the two doses (Figure 7B). These
results demonstrate that D-BHB can reduce neurodegeneration
when administered post the hypoglycemic coma and that a
500 mg/kg total dose is more effective.

D-BHB blood levels were determined at different times in
intact control animals, fasted animals, and animals subjected
to coma treated and non-treated with D-BHB. As expected,
fasting-induced a significant increase in D-BHB blood levels to

0.9 =+ 0.075 mM relative to intact controls (0.6 £ 0.057), and
these levels were maintained throughout the whole experimental
period, recovering control values 27 h later (0.56 £ 0.13; not
shown). One-hour after insulin administration, when glucose
blood levels decreased close to 30 mg/dl, D-BHB decayed
to 0.5 mM (Figure 2C). When glucose further decreased
below 20 mg/dl and animals reached the coma state, D-BHB
blood concentration significantly increased up to 1.2 mM but
declined soon after the coma to 0.8-0.7 mM (Figure 2C).
To this stage, both animal groups showed a similar behavior
suggesting they similarly reacted to insulin. During recovery,
30 min after animals were rescued with glucose alone, D-BHB
decreased further (0.58 4 0.059) and its levels remained low
and statistically different from the coma value during the whole
glucose infusion period. In contrast, in animals rescued with
glucose and D-BHB (250 mg/kg), KB levels did not decline
but significantly increased to 0.91 =+ 0.040 after 20 min,
and progressively declined to 0.7 mM during the glucose
infusion period (Figure 2C). Twenty minutes after the second
administration of D-BHB its blood levels increased again but
rapidly declined after 30 min. Twenty-four hours after glucose
infusion, D-BHB levels declined close to control values in both
groups (Figure 2C). Altogether, these results suggest that D-BHB
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endogenous production is stimulated during the coma state, but
is rapidly consumed during GI. Under these conditions, the
exogenous administration D-BHB during the recovery period
significantly increases its blood levels relative to animals rescued
with glucose alone.

Autophagy Initiation After the

Hypoglycemic Coma

To investigate whether the elevation of LC3-II induced
by the hypoglycemic coma is associated with autophagy
induction, the changes in autophagy initiation proteins were
determined. In the parietal cortex, no significant changes in
BECNI were observed. The antibody used against ATG5, detects
a 56 kDa band corresponding to the ATG12-ATG5 conjugate
and a 32 kDa band corresponding to ATGS5 alone. In
the present conditions, the 32 kDa band showed a very
low intensity and is not shown. No changes were detected
in the ATGI2-ATG5 conjugate relative to control rats,
suggesting no activation of autophagy at this time (Figure 5B).
However, a significant increase in ATG7 was found. In
the hippocampus no changes in BECN1 were observed,
ATG?7 showed a trend to increase and ATG12-ATG5 conjugate
was significantly elevated, suggesting increased autophagosome
formation (Figure 6B).

Then we tested the effect of D-BHB on autophagy initiation
proteins and observed no change in BECN1, ATG7, and
ATGI12-ATG5 conjugate in the parietal cortex relative to the
Coma group (Figure 5B), while in the hippocampus D-BHB
treatment induced no change in ATG7 content, but produced

a significant decrease in BECN1 and ATG12-ATG5 conjugate
compared to the Coma group (Figure 6B). These results
suggest that D-BHB inhibits autophagy initiation in
the hippocampus.

Role of mTOR and AMPK Activation on
Autophagy Initiation After the
Hypoglycemic Coma

Activation of AMPK and inhibition of the mTOR complex leads
to autophagy initiation. Therefore, the levels of phosphorylation
of the downstream target of these two kinases, ULKI were
determined 24 h after the coma as an index as of their activity. No
significant changes in total mTOR, p-mTOR S2448, total ULK1,
and p-ULK1 S757 were found in the cortex (Figures 8A,B),
suggesting that mTOR activity is not inhibited at this time.
Total AMPK showed no change and p-ULK1 S317 tended to
increase (Figures 8A,B). In the hippocampus no changes in total
mTOR, p-mTOR $2448 and p-ULK S757 were present, but a
significant increase in total ULK1 was found (Figures 9A,B).
In contrast, total AMPK and p-ULK1 S$317 significantly
increased after the coma (Figures 9A,B). Overall, these results
agree with those of ATG proteins and suggest that at 24 h
autophagy is initiated mainly in the hippocampus in an AMPK
activity-dependent manner.

Effect of D-BHB on mTOR and AMPK

Activation After the Hypoglycemic Coma
The effect of 500 mg/kg of D-BHB was tested in mTOR and
ULK1 phosphorylation. No changes in p-mTOR $2448 and
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mTOR, AMPK, and ULK1. (B) Phosphorylation levels of mTOR S2448 and ULK1 S757 and ULK1 S317. Data are expressed as mean + SEM. Statistical analysis
was performed by one-way ANOVA followed by the Fisher post hoc test for multiple comparisons. *p < 0.05 vs. control, *p < 0.05 vs. to coma. n = 4-5 control,
n = 5-6 coma, n = 4-5 Coma + BHB.

p-ULK1 S757 were found neither in the cortex nor the
hippocampus of D-BHB-treated animals as compared to the
Coma group (Figures 8B, 9B). D-BHB treatment decreased total
AMPK and prevented the increase in p-ULK1 S317 induced by
the hypoglycemic coma in both brain regions, suggesting that
in D-BHB-treated rats AMPK is less activated (Figures 8A,B,
9A,B). Altogether, these results suggest that D-BHB treatment
attenuates autophagy activation.

DISCUSSION

Under nutrient-limiting conditions, cells activate autophagy to
restore cell homeostasis (Mizushima et al., 2010). However,
during conditions of severe energy failure such as ischemia,
hypoxia, and cerebral trauma, neuronal death can result from
dysfunctional (Carloni et al, 2008; Sarkar et al., 2014) or
excessive autophagy (Shi et al., 2012). In contrast, it has been
reported that during mild hypoxia and ischemic preconditioning,
autophagy is activated to protect cells by removing damaged
organelles and proteins (Sheng et al, 2012; Sun et al,
2018). We have previously reported that glucose depletion in
cortical cultured neurons activates autophagy, but after glucose
reintroduction deficient autophagic degradation is triggered
due to calpain-mediated lysosomal dysfunction contributing to
neuronal death (Geronimo-Olvera et al., 2017).

Evidence about autophagy dynamics in an in vivo model
of severe hypoglycemia is still lacking. We have addressed this
question and the present findings suggest for the first time, that
autophagosomes accumulate during a period of SH relative to
control animals, likely due to deficient autophagic degradation
in the parietal cortex and the hippocampus. When glucose

was infused after SH a significant increase in autophagosome
formation relative to controls animals was observed at 6 h, but
it was statistically significant only in the parietal cortex. This
increase was transient and returned to control values at 24 h,
suggesting that basal levels of autophagy were restored at this
time. In contrast, animals experiencing a period of coma showed
a non-significant elevation in LC3-II at 6 h relative to control
values, but at 24 h LC3-1I further and significantly increased. The
increase in LC3-II was not different from the SH group but it
was different to control rats in both brain regions, suggesting that
autophagy does not recover basal values when rats experience a
period of coma. As no decrease in SQTSM1/p62 was observed,
it is suggested that autophagosome accumulation results from
deficient autophagic flux. On the other hand, it was observed that
LC3-I abundance significantly increased in the hippocampus but
not in the cortex, suggesting the up-regulation of this protein
after GI or its deficient degradation, possibly due to impaired
proteasomal activity (Gao et al., 2010). Further experiments are
needed to identify the mechanism involved.

The differential autophagy dynamics observed after SH and
the hypoglycemic coma might be related to the duration and the
intensity of energy failure. Early studies revealed that the levels
of phosphocreatine and ATP are not altered during non-coma
hypoglycemia, while isoelectricity triggers a severe unbalance of
the energy state leading to energy depletion (Ferrendelli and
Chang, 1973; Lewis et al., 1974). On the other hand, previous
studies have shown that GI after non-coma SH increases ROS
production and 3-nitrotyrosine protein residues, but neuronal
death is limited to a few scattered cells in the cerebral cortex
(Haces et al., 2010; Amador-Alvarado et al., 2014; Julio-Amilpas
et al,, 2015). In contrast, it is well known that GI after the
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coma induces oxidative stress and severe oxidative damage,
which is highly involved in neuronal death in the cortex and
the hippocampus (Suh et al., 2003, 2007). Thus, it is feasible
that non-coma hypoglycemia transiently activates autophagy to
remove damaged organelles and other cellular components to
reestablish cell homeostasis and prevent neuronal death, while
the excessive accumulation of oxidatively damaged molecules
after the coma, will exacerbate autophagosome formation and
impair the autophagic flux.

On the other hand, the present results indicate that
autophagy is activated in the hippocampus 24 h after GI in an
AMPK-dependent mTOR-independent manner in rats exposed
to coma. A moderate increase in ATG7 and a significant elevation
in the ATG12-ATG5 conjugate relative to the control group
were found. As these proteins are essential for autophagosome
formation and elongation, respectively, these results suggest
that autophagy is activated in the hippocampus 24 after GI. In
agreement with these results, a significant increase in p-ULK1
S317 was found relative to control animals suggesting that
autophagy is initiated by AMPK activation. In the cortex,
autophagy initiation was not so evident. A significant elevation
of ATG7 was found but neither in ATG12-ATGS5 conjugate nor
in p-ULK1 S317, although a trend to augment was observed. The
differences observed in autophagy activation in the cortex and
the hippocampus, might be related to the high energy demand
of the latter, due to its role in synaptic plasticity and its high
vulnerability to hypoglycemic injury (Auer et al., 1984).

The mechanisms leading to AMPK activation in the present
conditions were not explored and need further investigation.
The stimulation of calcium-calmodulin kinase § (CAMKKp) by
increased intracellular calcium might be involved, as calcium
homeostasis is lost during severe energy deprivation (Sun et al.,
2016). Also, liver kinase B1 (LKB1), an upstream AMP kinase,
might have a role as its levels of phosphorylation increase
after brain ischemia (Li et al., 2007). Also, AMPK activity
can be stimulated by reactive oxygen and nitrogen species,
and CAMKKP and LKB1 can be activated by nitric oxide and
peroxynitrite, respectively (Cardaci et al., 2012; Li et al., 2013; Xia
et al., 2018).

It is well known that during glucose limiting conditions
other energy substrates can be used by the brain, such as the
KB. Increasing evidence supports the protective effect of KB
exogenous intake or ketosis induction against acute brain injury
(Camberos-Luna and Massieu, 2020). We have previously shown
that D-BHB administration during hypoglycemia prevents ROS
production in the cortex and the hippocampus and diminishes
neuronal death (Julio-Amilpas et al., 2015). Here, we investigated
whether the administration of D-BHB post-hypoglycemic coma
reduces neuronal damage and improves autophagic flux, as
previously observed in cortical cultured neurons (Camberos-
Luna et al, 2016). According to the results, a total dose
of 250 mg/kg D-BHB reduced the increase in LC3-II but
was unable to stimulate the degradation of SQSTM1/p62. In
contrast, 500 mg/kg of D-BHB significantly reduced LC3-II
and SQSTM1/p62 in the parietal cortex and the hippocampus,
suggesting the improvement of autophagic cargo degradation.
These observations correlated with a reduced number of

FJB-positive cells in both brain regions, suggesting that the
protective effect of D-BHB is associated at least in part,
with the re-establishment of the autophagic flux, as previously
reported (Camberos-Luna et al., 2016; Montiel et al., 2020).
Importantly, results also show that D-BHB treatment attenuates
autophagosome formation in the hippocampus at late stages
after GI, supporting the idea that dysfunctional and/or excessive
autophagy contributes to neuronal death.

The decrease in LC3-II and SQSTM1/p62 induced by D-BHB
treatment can also result from diminished autophagy activation.
According to the results, D-BHB did not affect BECNI,
ATG?7, and ATG12-ATGS5 conjugate in the parietal cortex, thus
it mainly improved autophagic degradation in this cerebral
region. However, in the hippocampus, D-BHB prevented the
phosphorylation of ULK1 S317 by AMPK suggesting less AMPK
activation. This result correlated with diminished BECN1 and
ATGI12-ATG5 conjugate supporting that D-BHB attenuates
the initiation of autophagy in this region. These results agree
with recent findings in the rat striatum after NMDA-induced
excitotoxicity (Montiel et al., 2020). Decreased activation of
AMPK by D-BHB treatment is possibly related to improved
mitochondrial metabolism and ATP synthesis and decreased
ROS production (Maalouf et al., 2007; Julio-Amilpas et al., 2015;
Marosi et al., 2016).

According to the determination of D-BHB blood levels,
fasting-induced mild ketosis as it increased D-BHB up to
0.9 mM. However, it rapidly declined after insulin administration
suggesting it is consumed by the brain during hypoglycemia.
Results also indicate that during severe hypoglycemia, when
animals reach the coma, the endogenous KB production is
stimulated but declines soon after the coma. Animals from both
groups behaved similarly during the hypoglycemia period before
glucose recovery suggesting the similarly reacted to insulin.
However, it remains to be determined whether a differential
response to insulin affects neuronal survival and autophagy.
According to the present data, the exogenous administration of
D-BHB immediately after the coma, was able to increase its levels
close to fasting values. Notably, D-BHB concentration declined
30 min after its first and second administration, suggesting its
utilization during the recovery period. These results agree with
a previous study showing that D-BHB administration during
hypoglycemia before the coma, increases its levels close to fasting
values providing the brain with an alternative substrate to glucose
(Julio-Amilpas et al., 2015).

The contribution to neuronal survival of the endogenous
D-BHB production and utilization, resulting from insulin
administration, cannot be disregarded. In the present
experimental conditions, it possibly contributes to the limited
neuronal death associated with a brief period of coma (Haces
etal., 2010; Languren et al., 2019), as compared to longer periods
(30-60 min), where neuronal death is extensive and distributed
in the cortex and all layers of the hippocampal formation (Auer
et al, 1984; Suh et al, 2007). Nonetheless, according to the
present data, additional D-BHB exogenous supplementation
during GI, associates with improved cell survival, as a lower
number of degenerating cells were observed in D-BHB-treated
rats, and this effect was dose-dependent.
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The protective effect of exogenous KB administration against
acute brain injury has been demonstrated in several in vivo
models (Suzuki et al., 2001, 2002; Haces et al., 2008; Julio-
Amilpas et al, 2015; Montiel et al., 2020), and this study
adds new knowledge about the role of autophagy as a
possible mechanism involved. Protection protocols using ketosis
induction by diet approaches as the ketogenic diet or medium-
chain triglycerides supplementation, relay on the up-regulation
of monocarboxylate transporters to favor KB oxidation by
the brain. In contrast, the exogenous administration of KB
or KB derivatives rapidly increases their blood concentration
but require repetitive or continuous administration to sustain
elevated KB blood levels (Camberos-Luna and Massieu, 2020).
It remains to be determined whether there is an up-regulation of
MCT transporters in the present conditions, which can facilitate
KB uptake in the brain, as it has been reported after ischemia
and cerebral trauma (Tseng et al., 2003; Prins et al., 2004; Zhang
et al.,, 2005; Prins and Giza, 2006; Prins, 2008; Moreira et al.,
2009), and recently after severe hypoglycemia in female rats
(Uddin et al., 2020).

In conclusion, the present study reports for the first time, that
autophagy follows different dynamics during glucose recovery
in animals experiencing SH or hypoglycemic coma, and that
it is differentially activated in the cortex and the hippocampus
as a response to the initial energy failure and recovery. Also,
results support that D-BHB treatment is associated with the
stimulation of the autophagic flux in the cortex and the
hippocampus and with the attenuation of autophagy in the latter.
These effects might be involved in the protective effect exerted
by D-BHB against hypoglycemic neuronal death. These data
increase our knowledge about the adaptive brain responses to
severe hypoglycemia, and the role of D-BHB as alternative energy
fuel to glucose in the modulation of these responses.
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