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1 RESUMEN

La excitotoxicidad se refiere al efecto toxico inducido por neurotransmisores
excitadores como el glutamato que es uno de los mas abundantes en el sistema
nervioso central de los mamiferos. Este mecanismo de dafio ocurre en diferentes
desordenes neuroldgicos como el infarto cerebral, la epilepsia o enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y Esclerosis lateral amiotréfica. Se ha
observado que el D-Beta-hidroxibutirato (D-BHB), que es un cuerpo cetdnico que
proviene del catabolismo de los acidos grasos en el higado, previene el dafio neuronal
y reduce la peroxidaciéon lipidica en diferentes modelos de dafio excitotoxico en
cerebro de rata, lo que correlaciona con una disminucion en las especies reactivas de
oxigeno. Se ha observado que el D-BHB protege al cerebro de la rata después de la
administracion intracerebral de 200 nmol de N-metil-D-Aspartato (NMDA). Sin
embargo, no estd completamente claro el mecanismo por el cual podria estar
actuando este sustrato energético para ejercer su efecto protector. Recientemente en
nuestro laboratorio se reportdé que el D-BHB estimula el flujo autofagico durante la
privacion de glucosa en cultivos de neuronas corticales, previniendo la acumulacion
de autofagosomas y la disminucion de los niveles de ATP para estimular la
sobrevivencia neuronal. Esto sugiere que el D-BHB protege contra el dafio
excitotoxico y que la autofagia juega un papel importante en este efecto. La autofagia
es un proceso conservado de las células eucariontes a través del cual reciclan su
material citoplasmatico por medio de la degradacion lisosomal para mantener la
homeostasis celular. No obstante, este proceso se activa como respuesta adaptativa
frente a diferentes tipos de estrés, incluyendo la privacion de nutrientes. En el
presente estudio, se analizé el efecto del D-BHB sobre la autofagia, en un modelo in
vivo de excitotoxicidad inducida por la administracion en el estriado de la rata de un
agonista de los receptores de glutamato, el NMDA. Los cambios en la lipidacion de la
proteina LC3-1 para transformarse a LC3-ll, proteina que forma parte de los
autofagosomas, fueron utilizados como indicador de la formacién y acumulacién de
autofagosomas, mientras que los cambios en la proteina SQSTM1/p62, un receptor
de carga que se degrada en el autofagolisosoma, se tomaron como indice de la
degradacién autofagica. Estas dos proteinas fueron medidas por Western blot a las 24
horas después de la administracion de NMDA para investigar si la autofagia esta
activa y si el flujo autofagico esta bloqueado o activo. Se ocuparon dos protocolos de
administracion de D-BHB, uno fue de manera sistémica, a través de una
administracion intravenosa seguida de una administracion intraperitoneal y en el otro
se administrd a nivel epidural de manera continua por medio de una mini bomba
osmética para garantizar la disponibilidad del D-BHB. Los resultados indican que la
inyeccion de NMDA activa la autofagia tanto en la corteza cerebral como en el
estriado. Sin embargo, sélo se observé flujo autofagico en el estriado mientras que en
la corteza no se observo una disminucion de SQSTM1/p62 sugiriendo el bloqueo del
flujo. La administracién sistémica del D-BHB no fue suficiente para promover el flujo
autofagico en ninguna de las regiones, mientras que la administracién continua de D-
BHB redujo la acumulacion de autofagosomas y mantuvo el flujo autofagico en el
estriado y en la corteza cerebral. Por lo que se concluye que solo una administracion
continua de D-BHB es capaz de prevenir la acumulacién de autofagosomas y ésto
podria estar relacionado con la proteccion del D-BHB en condiciones de excitoxicidad.
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2 INTRODUCCION

2.1 Neurotransmision Glutamatérgica

El glutamato (Glu o E) es el principal aminoacido excitador del Sistema Nervioso
Central (SNC). En el cerebro de los mamiferos se estima que entre el 80 y 90% de
las sinapsis son glutamatérgicas. Este aminoacido no es esencial y tampoco
atraviesa la barrera hematoenceféalica, sin embargo los astrocitos y las neuronas
son capaces de sintetizarlo de novo (Nedergaard et al., 2002), a partir de la
glucosa cuando ésta es metabolizada por la glicélisis y el ciclo de Krebs, en el cual
un intermediario (a-cetoglutarato), se convierte en Glu después de recibir un grupo
amino procedente de otro aminoacido a través de una reaccion de transaminacion
(Hassel y Dingledine, 2012).

Una proporcion considerable, del Glu liberado en las terminales sinapticas,
aproximadamente el 70% es reciclado en el ciclo glutamina-Glu, el cual es un
proceso compartimentalizado; por un lado el Glu es sintetizado a través de la
glutaminasa dependiente de fosfato que hidroliza a la glutamina capturada en las
neuronas (Wu et al., 2018), mientras que en los astrocitos la glutamina sintetasa
es la encargada de realizar la reaccion inversa dependiente de adenosin trifosfato
(ATP), es decir, produce glutamina a partir de amonio y Glu. A su vez, la glutamina
es liberada por los astrocitos mediante el transportador de aminoacidos neutros
acoplados a sodio de tipo 3 (SNAT3) y tipo 5 (SNATS), y es posteriormente
capturada por los transportadores SNAT1 y SNAT2 (Leke y Schousboe, 2016).

Asimismo, el Glu puede ser transformado en un neurotransmisor inhibidor, el acido
y-aminobutirico (GABA), por medio de la enzima Glu descarboxilasa o bien formar
parte del tripéptido glutation (GSH), que es una de las principales defensas
antioxidantes en el sistema nervioso (Koga et al., 2011). Existe un fino control de
la vesiculacion, liberacion y remocion de Glu para mantener las concentraciones
fisiologicas en el espacio extracelular de esta molécula, cuya neurotransmision es
importante para multiples procesos entre ellos la memoria, control motor y el
aprendizaje (Niciu et al., 2012). Sin embargo, su acumulaciéon excesiva en el
espacio extracelular puede ser téxica (Lau y Tymianski, 2010).

Para mantener la homeostasis de este neurotransmisor existen dos familias de
transportadores: los vesiculares de Glu (VGLUTs) y los de aminoéacidos
excitadores dependientes de sodio (EAAT). Los VGLUTSs permiten la incorporacion
del Glu sintetizado o capturado en la terminal sinaptica a vesiculas sinapticas para
su almacenamiento; éste es un proceso que depende de una baja concentracion
de cloro (CI) y su actividad se lleva a cabo a través del acoplamiento a una
ATPasa que genera un gradiente electroquimico de protones.
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Los cudles acidifican la vesicula sinaptica, vuelven mas positivo su interior y esto
favorece la captura de Glu por la carga negativa de éste. Existen tres isoformas de
los transportadores VGLUT, pero solo VLGUT1 y VGLUT2 son expresados
mayoritariamente en el SNC (Liguz-Lecznar y Skangiel-Kramska, 2007).

Por otra parte, existen 5 transportadores de aminoécidos excitadores
dependientes de Na' (EAAT1-5), localizados en la membrana de las neuronas y
de los astrocitos, los cuales tienen una mayor afinidad por el Glu (Km=5-50 yM)
que los VGLUT (Constante de Michaelis-Menten, Km=1-3 mM), ademas de que
los EAAT también transportan aspartato (Asp), mientras que los VGLUT no. Estos
transportadores son los responsables de regular la concentracion extracelular de
Glu y Asp, removiéndolos de la hendidura sinptica, mediante el intercambio de 2
moléculas de sodio (Na") al interior por una de K" al exterior y asi evitar que este
neurotransmisor sobreactive a sus receptores. De acuerdo a la nomenclatura en la
rata, el transportador EAAT1 del humano se denomina GLAST, el EAAT2 se
conoce como GLT1 y el EAAT3 es el EAACL, respectivamente (Divito y Underhill,
2014).

La mayor fuente de Glu extrasinaptico en el cerebro proviene del transportador
cistina/Glu (x¢’), cuyo funcionamiento de antiportador consiste en el intercambio de
una molécula de cistina (dos cisteinas unidas) hacia el interior por la salida de una
molécula de Glu, lo cual es indispensable para la formacién de GSH que como ya
se menciond es una fuerte defensa antioxidante. El sistema X; esta en la
membrana y es dependiente de CI. Estructuralmente es un heterodimero
compuesto por una subunidad de cadena pesada (4F2hc) y otra subunidad de
cadena ligera, XCT (Soria et al., 2014).

La unidad de la neurotransmisién es la sinapsis, la cual puede ser identificada por
microscopia electrénica por sus densidades postsinapticas que consisten en
conglomerados de receptores, moléculas de andamiaje y segundos mensajeros.
Asimismo, los receptores de Glu pueden ser clasificados en iondtropicos y
metabotropicos (Niciu et al., 2012). Los receptores iondétropicos son canales
i6nicos, que cuando son activados por un agonista (puede ser el Glu u otros
compuestos) son permeables a Ca®" y/o Na’. Estos receptores se clasifican
farmacol6gicamente de acuerdo a su afinidad hacia tres agonistas selectivos: N-
metil-D-Aspartato  (NMDA),  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol  propionato
(AMPA) y kainato (KA), (Wang y Qin, 2010).

Los receptores de NMDA (NMDAr) son complejos heteroméricos compuestos por
4 subunidades codificados por 3 familias de genes diferentes: GIuN1, GIluNZ2,
GIuN3; para que el receptor sea funcional debe estar presente la subunidad GluN1
(Paoletti y Neyton, 2007). El receptor NMDA es un receptor unico, ya que requiere
de la unién de dos neurotransmisores, el Glu y la glicina para activarse.
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Normalmente el NMDAr requiere de dos subunidades GIluN1 que se unen a la L-
glicina (L-G) o D-serina (D-S) y 2 GIuN2 que se unen al Glu u otro agonista de
acuerdo a su afinidad (Tabla 1), para formar al receptor GIUN1/GIuN2, el cual es
activado cuando los dos pares de moléculas se unen a su respectiva subunidad
(Chatterton et al., 2002; Traynelis et al., 2010). Los receptores con la subunidad
GIuN3 tienen afinidad por la glicina (1-10 uM), por lo que en el caso particular de
los receptores GIuN1/GIuN3, no necesitan del Glu para su activacion; ya que la
glicina es capaz de activarlos uniéndose a el sitio de cada subunidad (Cavara et
al., 2009; Cummings y Popescu, 2016).

Tabla 1. Valores de EC50 (uM) de la union de los agonistas a la subunidad GluN2 del NMDAr.
Adaptado de (Traynelis et al, 2010).

Agonista GIuN2A GIuN2B GIuN2C GIuN2D
L-Glu 3.3 2.9 1.7 0.51
D-Glu 250 160 110 42
L-Aspartato 48 14 41 12
D-Aspartato 30 10 9.3 2.1
N-Metil-L-Aspartato 580 130 150 40
N-Metil-D-Aspartato 94 30 22 7.3

Cada subunidad contiene un extremo amino largo, cuatro segmentos
transmembranales (tres cruzan la membrana y el otro es un asa que no cruza la
membrana, M2), el carboxilo-terminal es intracelular y ademas contiene sitios de
fosforilacién. En el dominio M2 existe un sitio en el que se encuentra la asparagina
(N598), cuya presencia es la responsable de la permeabilidad a calcio (Ca®") de
todos los tipos receptores NMDA (Figura 1). El canal es bloqueado por magnesio
(Mg?") extracelular en forma voltaje-dependiente, por lo que debe de existir una
despolarizacién de la membrana para que se libere el Mg?*y se active el receptor;
dicha despolarizacién estd dada por los receptores no-NMDA presentes en la
neurona postsinaptica que se activan primero. Secundariamente, existen sitios que
modulan de manera positiva el influjo i6nico como los sitios de union de
poliaminas. Mientras que los sitios de unién a zinc (zZn**), el de modulacién de la
oxido-reduccién (REDOX) y el que es sensible a protones, inhiben el flujo de iones
(Benarroch, 2011).

Los receptores AMPA (AMPAr) son de excitacion rapida, tienen una menor
afinidad por el Glu que los NMDAr y estan formados por estructuras tetraméricas
cuyas subunidades se derivan de 4 familias de genes (GluAl-4). Todos los
receptores AMPA son permeables a Na' y potasio (K*) y dependiendo de la
cor?posicién de las subunidades que lo conforman, pueden ser permeables 0 no a
ca“".
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No obstante la mayoria de los AMPAr cuentan con la subunidad GIuA2, lo que les
confiere impermeabilidad a Ca**, ya que en el sitio glutamina/arginina (Q/R) del
dominio M2, hay una arginina (R) que por su carga positiva no permitira el paso de
Ca?"; esta arginina es resultado de una modificacién postraduccional en dicho sitio
(Slotkin y Nishikura, 2013). Por lo que los receptores que carezcan de esta la
subunidad GIuA2 o que no tengan la modificacibn en el sitio Q/R seran
permeables a Ca**.

Por otra parte, los receptores sensibles a KA, que también son activados por Glu y
AMPA con menor afinidad, se forman por proteinas codificadas a partir cinco
genes (GluK1-5) que forman parte de dos familias, que codifican para distintas
subunidades que se combinan entre si.

Por un lado, los receptores formados por GluK1-3 pueden formar receptores
homomeéricos o heteroméricos, mientras que las subunidades GluK4-5 solo forman
receptores funcionales si se acoplan a las otras subunidades formando receptores
heteroméricos. Estos receptores solo ser4n permeables a Ca** si se encuentra
una glutamina en el sitio Q/R (Lerma y Marques, 2013).
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Figura 1. Modulacion alostérica de los receptores NMDA. Los NMDArs son complejos heteroméricos compuestos por
4 subunidades derivadas de 3 familias: GIuN1, GIuN2 y GIuN3. Se combina la subunidad GIuN1 con la GIuN2 o la
GIuN3 para formar un receptor funcional. Cada subunidad contiene un dominio amino terminal largo, 3 dominios
transmembranales mas una asa reentrante que es el sitio M2, y el dominio carboxilo terminal, que contiene sitios de
fosforilacion. Se forma una cavidad que contiene los sitios de union para 2 moléculas de Glu y 2 de glicina. El canal esta
cerrado por Mg?* de manera voltaje-dependiente. Adaptado de Benarroch, 2011.



Universidad Nacional Autonoma de México

Instituto de Fisiologia Celular Instituto de
Divisién de Neurociencias Fisiologia
Celular

Los receptores metabotrépicos son proteinas de 7 cruces transmembranales que
forman dimeros y realizan su efecto una vez que se une el Glu a cada monémero
del receptor. Posteriormente promueven el reclutamiento, asi como la activacion
de proteinas G intracelulares (G4/G11 0 Gi/G,), las cuales son heterotriméricas (a,
y Y) y esto promueve la transduccion de sefiales mediante segundos mensajeros
(Nicoletti et al., 2011).

Se han identificado ocho receptores metabotropicos de Glu (mGIuR1-8), que a su
vez han sido clasificados en tres grupos funcionales, de acuerdo a sus vias de
sefialamiento. Los receptores del grupo | estdn formados por mGIuR1 y mGIuRS5,
cuya subunidad a activara a la fosfolipasa C (PLC) que rio abajo producira inositol-
1,4,5-trifosfato (IP3) y asi se liberard Ca®* de los compartimentos intracelulares,
ademas, la PLC también liberara diacilglicerol (DAG) que estimula a la proteina
cinasa C (PKC). En cambio los receptores del grupo Il y Ill, se acoplan a
proteinas G inhibidoras (G;) que disminuyen los niveles de adenosin monofosfato
ciclico (CAMP) debido a la inhibicién de la adenilato ciclasa (Kim et al., 2008).

2.2 Excitotoxicidad

Como ya se menciond, la neurotransmision glutamatérgica es un proceso
fisiolégico critico para la comunicacion neuronal, ya que la mayoria de las sinapsis
en el SNC son glutamatérgias. Tanto las neuronas como los astrocitos deben de
mantener una concentracion de Glu intracelular de 2-10 mM, mientras que la
concentracion extracelular se debe de conservar en 1 uM (Ye y Sontheimer,
1999).

La excitotoxicidad se desata cuando se libera el Glu en la hendidura sinaptica en
grandes concentraciones y/o de manera prolongada. La estimulacion de los
receptores de Glu origina una despolarizacién de la membrana de las terminales
postsinapticas, lo cual por un lado activa a los canales de Ca®" dependientes de
voltaje (VOCC) y por otro lado facilita el desplazamiento de Mg** fuera del canal
del NMDAr, ya que este también es voltaje-dependiente y esto permite el paso de
Ca?* al interior de la célula.

Cuando la estimulacion de estos receptores es sostenida, existe una excesiva
acumulacién de Ca®" intracelular (Figura 2), el cual activaré una serie de enzimas
catabdlicas como fosfolipasas, proteasas y endonucleasas, que llevaran a las
neuronas a la muerte (Torregrosa, 2014).
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Figura 2. Proceso excitotéxico. La despolarizacion de la terminal presinéptica induce el flujo de Ca®* y fusién de las
vesiculas, liberando Glu a la terminal sindptica. ElI Glu activa a los receptores AMPA en la neurona postsinaptica
induciendo una entrada de Na* y despolarizacion de la membrana. La liberacion de Mg del poro que bloquea al receptor
NMDA, induce su activacién y entrada masiva de Ca®, lo cual activa varias enzimas que tienen como blanco
componentes celulares esenciales, ademas se promueve la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), hay falla
mitocondrial, asi como dafio oxidante a lipidos, proteinas y DNA.

Las fosfolipasas pueden romper fosfolipidos, tanto de la membrana externa como
de la membrana mitocondrial, desestabilizando estd ultima, lo cual ocasiona la
salida de citocromo C, que junto con el factor activador de la proteasa apoptotica
(APAF-1) y ATP forman un complejo de proteinas denominado apoptosoma, el
cual activa a caspasas efectoras, localizadas en las membranas de la célula y que
dirigen el desmantelamiento final de la célula (Camacho y Massieu, 2006).

Una proteasa activada por Ca®" es la calpaina, la cual es importante en la
reorganizacion de la densidad postsinaptica durante la excitacion glutamatérgica,
pero en condiciones patologicas la excesiva activaciéon de la calpaina puede
desestabilizar los microtibulos y romper la membrana de los lisosomas. Estos
eventos deterioran la estructura axonal y también contribuyen a la muerte neuronal
(D'Orsi et al., 2012; de la Cadena et al., 2014; Geronimo-Olvera et al., 2017).
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Durante el proceso excitotéxico, la subunidad GIuN2B forma un complejo con la
proteina de densidad postsinaptica (PSD95) y la éxido nitrico sintetasa (NNOS),
que también es Ca**-dependiente. El complejo activa la sintesis de éxido nitrico
(NO) que en presencia del anién superoxido (O2), forman el peroxinitrito (ONOO-),
gque es un agente altamente oxidante y genera peroxidacion de lipidos de
membrana (Parathath et al., 2007).

La excitotoxicidad trae como consecuencia todo este conjunto de procesos
anteriormente mencionados, que pueden dar lugar a otros eventos como la
apoptosis o la autofagia, que también pueden ocurrir a la par (D'Orsi et al., 2012;
de la Cadena et al., 2014; Geronimo-Olvera et al., 2017). Por lo tanto el exceso de
Ca?" intracelular en la postsinapsis debe de ser regulado mediante varios
sistemas: uno es la ATPasa de Ca*" del reticulo endoplasmico y otro sistema es la
bomba de Na‘/Ca?*, que al expulsar Ca** al exterior e introducir Na* al interior
celular, trabajarda la bomba de Na'/K®, igualmente dependiente de ATP, para
eliminar al Na" intracelular (Brini et al., 2014). Por consiguiente, se consume
mucha energia para mantener en equilibrio las concentraciones de iones, energia
que se ve comprometida en condiciones patolégicas como la isquemia, hipoxia,
hipoglucemia y trauma craneoencefalico (Dong et al., 2009)

Otro sistema de regulacion es el mediado por los EAAT que se encuentran
principalmente en los astrocitos. Debido a que el transporte de Glu por EAAT es
dependiente del gradiente electroquimico de Na*, cuando se afecta este gradiente,
por ejemplo, por la despolarizacion de la membrana bajo condiciones de falla
energeética, se induce la liberacién de Glu de los astrocitos a través del transporte
reverso del Glu. Ademas, con esta liberacion de Glu, no solo activan a los
receptores postsinapticos, sino que el exceso de este neurotransmisor también
activa receptores extrasinapticos, que son aquellos que se encuentran fuera de la
hendidura sinaptica (Zhou et al., 2015).

Dada la localizacion especifica de los NMDAr, es posible que estos receptores
tengan diferentes vias de sefialamiento, esto les confiere distintos efectos, tanto
neuroprotectores y principalmente neurodegenerativos. En particular se ha
demostrado que la activacion del NMDAr sinaptico promueve una respuesta de
sobrevivencia regulada por ERK, asi como la produccion del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) y la activacion del factor de transcripcion CREB. En
contraste, la activacion de los NMDAr extrasindpticos tiene un efecto
neurodegenerativo (Hardingham et al., 2001; Hardingham et al., 2002; Leveille et
al., 2008). Esta ampliamente demostrado que el bloqueo de los receptores NMDA
protege del dafio excitotOxico, ya sea con antagonistas competitivos (como el AP5
y AP7 que se unen a la subunidad GIuN2A) o no competitivos (como MK-801 que
bloguea al canal del receptor).
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Basicamente la muerte excitotdxica ocurre por el exceso de Ca** que activa varios
sistemas enzimaticos que contribuyen a la generacibn de ROS, al dafio
mitocondrial e induce la activacion la calpaina, entre otros. No obstante, se ha
sugerido que durante la excitotoxicidad inducida por hipoxia, por el mismo Glu o
compuestos agonistas de sus receptores se puede inducir autofagia, aunque ésta
también pueda ocurrir de manera aberrante, es decir, mal adaptativa. La autofagia
es un mecanismo fisiolégico conservado, desde las levaduras, para mantener la
homeostasis celular. Sin embargo, en condiciones de dafio excitotdxico existe
controversia, ya que algunos estudios sugieren que la autofagia es una respuesta
de sobrevivencia (Braidy et al., 2014; Rami y Benz, 2017), mientras que otros
sefialan que puede contribuir a la muerte (Descloux et al., 2018; Wang et al., 2018;
Yang et al., 2017) .

2.3 Autofagia

La autofagia es un proceso fisioloégico, mediante el cual las células eucariontes
reciclan su material citoplasmatico, como organelos dafiados, proteinas mal
plegadas, proteinas de larga vida o agregados proteicos, a través de la
degradacion lisosomal para lograr la proteostasis (control y regulacién de las
proteinas). La autofagia también promueve la homeostasis celular, a través del
control de calidad de los componentes celulares. Puede ocurrir como respuesta de
sobrevivencia ante el estrés energético inducido por la ausencia de nutrientes,
ante el estrés oxidante o el estrés del reticulo endoplasmico desatado por la
acumulacion de proteinas desplegadas o mal plegadas, y por la excitotoxicidad.
Sin embargo, cuando la autofagia no procede adecuadamente o cuando esta
presente de manera excesiva, puede contribuir a la muerte de las células por la
degradacion de importantes componentes celulares, lo que se le conoce como
muerte celular autofagica tipo 2 (Navarro-Yepes et al., 2014).

La autofagia es clasificada en: macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas (Glick et al., 2010). No obstante, esta tesis se enfocara
en la macroautofagia (denominada de aqui en adelante Unicamente como
autofagia), la cual es identificada por la formacion de vesiculas de doble
membrana, llamadas autofagosomas, que engloban proteinas y organelos
dafados para degradarlos al fusionarse con el lisosoma, formando el
autofagolisosoma. Cabe mencionar que es un mecanismo muy complejo en donde
participan varias “proteinas asociadas a la autofagia”, denominadas ATGs que
forman multiples complejos proteicos. Es un proceso que esta dividido en varias
etapas: iniciacion, nucleacién, elongacion, fusién con el lisosoma y degradacién.
Se le denomina flujo autofagico (Figura 3) a la formacién de autofagosomas y la
subsecuente degradacion de su contenido en el autofagolisosoma por accion de
las hidrolasas (Klionsky y Emr, 2000; Mehta et al., 2014; Rabinowitz y White,
2010).
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Figura 3. Autofagia y su regulacién. La autofagia contribuye al mantenimiento de la homeostasis celular, se mantiene
activa desde etapas de diferenciacion y desarrollo, sin embargo, se ha visto que estd desregulada bajo condiciones
patolégicas. Este es un proceso en donde participan muchas proteinas. Las etapas de este proceso son: iniciacion,
nucleacién, maduracién, fusién con los lisosomas y degradacion de la carga. La cloroquina (CQ) es capaz de bloquear el
flujo porque alcaliniza el pH de los lisosomas, impidiendo la funcion de sus enzimas. Adaptado de Jing y Lim, 2012.

2.3.1 Iniciacién

En condiciones de privacién de nutrientes o en que la energia esta comprometida
para restablecer la homeostasis celular, la disminucién de los niveles de ATP vy el
aumento en los niveles de adenosin monofosfato (AMP) inducen la activacién de
la proteina AMP cinasa (AMPK). Esta inhibe por fosforilacion al complejo blanco
de rapamicina en mamiferos (mMTORC1), el cual es inhibidor de otro complejo, el
de la cinasa activadora de la autofagia similar a unc-51 (ULK) y esto dara inicio a
la autofagia. Por lo cual, la disminucion de los niveles energéticos puede ser una
condicién para estimular la autofagia (Egan et al., 2011; Kim et al., 2011; Laker et
al., 2017).
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La AMPK es una proteina heterotrimérica que responde a la relacion AMP/ATP, lo
cual controla el balance de energia en la célula, esta compuesta por tres
subunidades: a, B y y. La subunidad a, contiene un dominio catalitico que puede
ser activado por la proteina hepatica B1 (LKB1) o por la proteina cinasa
dependiente de calcio/calmodulina (CaMKK). Tanto el adenosin monofosfato
(AMP) como el adenosin difosfato (ADP) pueden unirse a dos sitios de la
subunidad e inducir la activacion alostérica de la AMPK, ademas de protegerla de
la desfosforilacion en Thrl72, la cual es de activacion (Li y Wei-Li, 2014). Sin
embargo, cuando el ATP se une a otro sitio de la misma subunidad vy, causa la
desfosforilaciéon de AMPK, por lo tanto la AMPK actiia como un sensor de ATP (Li
y Wei-Li, 2014).

El complejo de mTORC1 estd compuesto por mTOR, la proteina reguladora
asociada a mTOR (RAPTOR), la proteina rica en prolina (PRAS40), la proteina
semejante a la subunidad B de la proteina G (GBL) y la proteina con dominio DEP
de interaccion con mTOR (DEPTOR). Este complejo juega un papel importante en
el metabolismo, crecimiento y proliferacion celular, ya que en condiciones
fisiologicas la subunidad RAPTOR de este complejo esta unida al dominio PS de
ULK1 y de esta manera permanece inhibida la autofagia.

En respuesta a la privacion de nutrientes, se induce la autofagia por la
desactivacion del complejo mTORCL, el cual se disocia del complejo ULK, que se
transloca al sitio de formacion del fagéforo (Laplante y Sabatini, 2012). Dicho
complejo de iniciacion (ULK) esta constituido por la proteina que interactia con la
familia de cinasas de adhesion focal (FIP200), las cinasas ULK1 y ULK2, asi como
las proteinas relacionadas a la autofagia ATG13 y ATG101

2.3.2 Nucleacién

La nucleacién del fagoforo es esencial para la formacion del autofagosoma y
depende del complejo PI3SKC3, el cual contiene, fosfoinositido-3-cinasa subunidad
regulatoria 4 (PIK3R4/VPS15), Beclina-1 (BECN1) y fosfatidilinositol-3-cinasa de
clase Il (PIBKC3/VPS34), que produce fosfatidil inositol 3-fosfato (PI3P). Este
ultimo reclutara mas proteinas al sitio en donde iniciara la formacion de una doble
membrana lipidica. BECN1 también se puede unir al regulador clave relacionado
con la autofagia asociado a BECN1 (Barkor) y la molécula activada en autofagia
regulada por BECN1 (AMBRAL), para incrementar la actividad del complejo (Sun
et al., 2009). Bajo condiciones normales el complejo PI3BKC3 est4 unido a la
dineina del citoesqueleto por medio de AMBRAL, pero en condiciones de estrés
energético ULK1 fosforila a AMBRAL, lo cual libera al complejo PI3BKC3 de los
microtubulos del citoplasma y ésto permite su relocalizacion al reticulo
endoplasmico, que es uno de los organelos que mas contribuyen a la formacién
del autofagosoma.
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Por otro lado, la ATGY9, que es una proteina transmembranal de transporte, es
movilizada al sitio de nucleacién donde cumple una funcion de reclutamiento de
efectores y provee de lipidos al fagéforo para la etapa de elongacion (Yuan et al.,
2013).

2.3.3 Elongacion y maduracion del autofagosoma

Existen 2 sistemas de conjugacion parecidos a los de ubiquitin ligasa que
participan en la elongacion, modelado y sellado de la doble membrana,
indispensables para dar lugar al autofagosoma maduro. El primer sistema es la
conjugacion de ATG5 con ATG12, en donde participan dos enzimas de tipo E-1 'y
E-2, que son las ATG7 y ATG10 respectivamente. Una vez conjugadas ATG5-
ATG12 interactian con ATG16L, para formar un complejo del mismo nombre de
esta Ultima proteina, que se asocia a la membrana del autofagosoma, afectando
con esto su curvatura. Finalmente el complejo ATG16L se disocia de la membrana
cuando el autofagosoma ha sido formado.

El segundo sistema de conjugacion involucra a la proteina asociada a los
microtUbulos de cadela ligera (LC3) que es cortada desde el carboxilo terminal por
la cistein-proteasa ATG4 para obtener la forma citosolica LC3-I, la cual tiene un
residuo de glicina que se puede conjugar con la fosfatidiletanolamina (PE) con
ayuda de ATG3, ATG7 y el complejo ATG6L para producir la forma lipidada LC3-II.
Esta proteina se localizara tanto del lado interno del autofagosoma, en donde se
unira al secuestrosoma (SQSTM1/p62) y del lado externo de la doble membrana
en donde, una vez madurado el autofagosoma, LC3-Il ser4 desacoplado de PE
por ATG4 para su reciclamiento (Tanida, 2008).

2.3.4 Fusion con el lisosomay degradacion

En el siguiente paso el autofagosoma maduro se fusionara con un lisosoma, para
formar el autofagolisosoma, enseguida se comenzara a degradar la membrana
interna de la vesicula y después la carga. SQSTM1/p62 es una proteina que
recluta las proteinas ubiquitinadas que se une a LC3-Il en la membrana interna del
autofagosoma. De esta manera la carga que lleva SQSTM1/p62 queda dentro del
autofagosoma y puede ser degradado junto con esta proteina por las hidrolasas
catepsinas B, D y L. De ésta manera se obtienen nutrientes que son liberados al
citoplasma, para mantener el metabolismo energético y la homeostasis celular
(Bjarkay et al., 2009). Por lo tanto, un aumento en la transformacion de la proteina
LC3-1 en LC3-Il, en combinacién con una disminucion en la proteina SQSTM1/p62,
es indicativo de que la autofagia se esta llevando a término correctamente y que
existe flujo autofagico. Todo el proceso de autofagia, asi como las proteinas que
participan en ésta, se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Proteinas que participan en las etapas de la autofagia. Durante un estrés energético como la privacion de
glucosa, los niveles de AMP aumentan, lo cual puede activar a la AMPK la cual a su vez puede activar a ULK1, ya sea
directamente con una fosforilacién o inhibiendo a un inhibidor de este complejo (MTOR) y de esta forma dar lugar a la
iniciacion de autofagia. Una vez activado ULK, fosforila al complejo PI3KC3/VPS34, induciendo de esta manera la
nucleacién y formacién del fagéforo. El reclutamiento de los componentes dafiados la lleva a cabo la proteina
SQSTM1/p62 que se une a la forma lipidada de LC3 (LC3-I1), una vez que madura el autofagosoma se fusiona con los
lisosomas y se degradan los componentes dafiados en el interior del autofagolisosoma.

2.3.5 Reformacion del lisosoma

Los productos de degradacion como aminoacidos y monosacaridos, seran
transportados al citoplasma por medio de transportadores lisosomales de
membrana, como ATG22, que es un transportador de leucina y tirosina (Yang et
al., 2006). La autofagia es desencadenada por la inactivacion de mTOR, pero
cuando los autofagolisosomas liberan aminoacidos, mTOR se reactiva y esto inicia
el desensamblaje del autofagolisosoma, resultando en una estructura tubular,
altamente dinamica que permite la formacion de vesiculas positivas a la proteina
de membrana asociada al lisosoma (LAMP1), llamados “protolisosomas”. Los
protolisosomas no son acidos y no tienen capacidad de degradacion, pero estas
estructuras maduran adquiriendo proteinas del lumen lisosomal y de esta manera
dar lugar a otro lisosoma, esta reformacion del lisosoma ocurre después de que la
autofagia llegd a su término.
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2.4 Autofagiainducida por excitotoxicidad

Se ha estudiado el papel de la autofagia en la muerte neuronal excitotoxica en
modelos in vivo e in vitro, usando agonistas farmacolégicos de los receptores
glutamatérgicos (Galluzzi et al., 2016). Se ha encontrado que la autofagia se
activa después de la administracion de agonistas de los receptores a Glu (Tabla
1), ya que la transformacién de LC3-l a LC3-ll aumenta, sugiriendo mayor
formacion de autofagosomas (Borsello et al., 2003; Caldero et al.,, 2007;
Katsumata et al., 2014; Matyja et al., 2005; Pereira et al., 2017; Shacka et al.,
2007).

Alun es controversial el papel de la autofagia en el dafio excitotoxico ya que
algunos estudios apuntan a que ésta contribuye a la muerte mientras que otros
sugieren que tiene un papel protector. Por otra parte, en algunos estudios no se
valoré el efecto de la autofagia sobre la sobrevivencia, ni tampoco la presencia de
flujo autofagico (Katsumata et al., 2014; Shacka et al., 2007). Sin embargo, en la
mayoria de los estudios citados se demuestra un aumento de los niveles de LC3-lI
después del estimulo, lo cual se interpreta como activacion de la fase inicial del
proceso autofagico.

2.4.1 Participacion de los receptores NMDA en la activacion de la autofagia

En cultivos de neuronas de hipocampo se encontr6 que la despolarizacion
inducida por cloruro de potasio (KCI) aumenta los niveles de LC3-1l y de
autofagosomas, lo cual fue inhibido parcialmente por el acido 2-Amino-5-
fosfonovalerianico (APV), un antagonista selectivo de NMDATr.

Esto sugiere que la estimulacién neuronal induce autofagia y que ésta es
dependiente de los NMDAr. Mediante estudios de western blot, los autores
observaron una disminucién en los niveles de las proteinas fosforiladas p-Akt y p-
MTOR, por lo que sugirieron que la autofagia se induce a través de la inhibicién de
la via PIBK-AKT-mTOR (Shehata et al., 2012).
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Tabla 2. La autofagia es inducida por la estimulaciéon de los receptores a Glu

Publicacién Modelo Farmacos: Efecto
Pereira et al., 2017 In vitro Glu: 10 uM El Glu aumenté los niveles de LC3-1I/LC3-1 y este
Cultivo de astrocitos incremento  se exhacerba con inhibidores
Oncotarget de corteza de rata y lisosomales, tanto en los astrocitos como en las
células. de células de neuroblastoma.
neuroblastoma
(SHSY5Y).
Tratamiento con
Glu.
Katsumata et al., In vitro NMDA: 300 pM Incremento de los niveles de LC3-Il y disminucion
2014 Cultivo de células | Glicina: 5 pM de los de SQSTM1/p62. Se incremento el contenido
granulares del de autofagosomas. No se midio la viabilidad.
Autophagy cerebelo de ratén.
Exposicion a NMDA
y glicina por 24 h.
Shacka et al., 2007 In vivo KA: 20 mg/Kg La administracion de KA incremento
Rata wistar. significativamente la cantidad de LC3-ll alas 4y 6
Neuroscience Inyeccion h. Se activo la via de mTOR a las 6 h, lo cual puede
Letters intraperitoneal  de ser una regulacién negativa de la induccién de la
KA. autofagia.
Caldero et al., 2007 | In vitro NMDA: Con microscopia electronica se observaron

Journal of

Neuroscience

Cultivo de médula
espinal de
embriones de pollo.

0.5 mg en E5-E6
0.25 mg en E7-E9

proteinas acumuladas en el reticulo endoplasmico,
con inmunohistoquimica la acumulacion de células

positivas a LC3. Por lo que se sugiere que existe

Research Tratamiento crénico una degeneracion de motoneuronas acompafiada
con NMDA de autofagia.
Matyja et al., 2005 In vitro Acido DL-treo-B- | Estudio de microscopia electronica donde el

Ultrastructural

Pathology

Cultivo organotipico

de columna lumbar

de rata.
Tratamiento con
bloqueadores  del

transporte de Glu.

hidroxiaspartico
(THA): 100 puM
L-trans-pirrolidina-
2,4-dicarboxilato
(PDC): 100 uM

bloqueo de los transportadores de Glu promueve el
desarrollo de lisosomas, vacuolas autofagicas y
morfologia apoptética, sugiriendo la coexistencia de
autofagia y apoptosis y esto contribuye al dafio

estructural de las células.

Borsello et al., 2003

European Journal of
Neuroscience

Ex vivo

Rebanadas de
hipocampo de rata.
Se expone a NMDA
05,1,24y8h.

NMDA: 100 uM

Por medio de microscoia electronica se observo
formacion de autofagosomas 2 h después de la
exposicion a NMDA, asi como un incremento de los
autofagolisosomas alas 4y 8 h.
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2.4.2 Papel de la autofagia como una respuesta de sobrevivencia ante la
excitotoxicidad

El papel de la autofagia en la sobrevivencia neuronal después de un estimulo
excitotoxico ha sido sugerido por algunos estudios. Dado que el proceso de
excitotoxicidad es energéticamente costoso para restablecer el potencial de accidon
de la membrana de las neuronas, de manera interesante se ha utilizado un
tratamiento con piruvato (que es un sustrato energético), frente a la excitotoxicidad
inducida por Glu. En la linea celular humana SH-SY5Y, el piruvato promueve la
disociacion de la cinasa asociada a la muerte 1 (DAPK1) del receptor NMDA y la
asociacion de esta a Beclina-1, lo cual activa a la autofagia, mejora la viabilidad
celular y protege a las mitocondrias. Este articulo también sugiere que promover la
autofagia con el piruvato es importante para la sobrevivencia durante la
excitotoxicidad. Sin embargo, este estudio tiene ciertas limitaciones, como la
estabilidad del piruvato en solucion, la alta concentracién que se necesita de éste,
y ademas el efecto se demostré después de un pretratamiento (Tian et al., 2014).

También se ha reportado que el litio (Li) incrementa la autofagia inducida por KA
en cultivos de médula espinal de raton. Mediante microscopia electronica se
observé que disminuyen las vacuolas estancadas y mitocondrias dafiadas en
neuronas motoras después de la exposicion a Li (Fulceri et al., 2011).

En un estudio se observo un aumento del cociente LC3-II/LC3-1 y de la proteina
Beclina-1 a las 6 h en el hipocampo de ratones C57BL/6, los cuales muestran
resistencia al dafio en esta region cuando se induce epilepsia con KA, sugiriendo
qgue la resistencia al dafio excitotoxico esta acompafiada de la induccion de la
autofagia, aunque el estudio es correlativo (Rami y Benz, 2017).

En otro estudio en la linea celular SHSY5Y, el Glu en concentraciones fisioldgicas
incrementd los niveles de LC3-Il y este aumento fue mayor cuando bloquearon la
degradacion autofagica en presencia de E64d y peptstatina A, dos inhibidores
lisosomales, lo que sugiere que el aumento en LC3-Il en presencia de Glu se debe
solo a la formacién de autofagosomas. Adicionalmente, en cultivos de astrocitos
de corteza mediante estudios de western blot y utilizando inhibidores de la via
NAADP/TPC/AMPK, los autores propusieron que esta via participa en la induccién
de la autofagia, como mecanismo adaptativo para mantener el homeostasis de la
célula con el aumento de los niveles de Glu, sin que la concentracién de éste sea
toxica (Pereira et al., 2017).
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2.4.3 Papel de la autofagia en la muerte excitotéxica

La contribucion de la autofagia al dafio excitotoxico ha sido sugerida por muchos
estudios y algunos de estos se describen en la Tabla 3. Recientemente se ha
reportado que 24 h después de la inyeccion de ibotenato, un analogo del Glu, en
neonatos de rata, se incrementa LC3-Il y disminuyen los niveles de SQSTM1/p62,
sugiriendo un flujo autofagico activo. La administracion de 3-metiladenina (3-MA),
un inhibidor de la etapa inicial de la autofagia (inhibe la PISKC3), disminuyé el
dafio neuronal, proponiendo la contribucion de la autofagia a la lesion excitotéxica.
Para reafirmar estos resultados, en el mismo estudio utilizaron cultivos de
neuronas corticales donde se observé muerte celular y este efecto fue abatido
cuando se silenciaron los genes de las proteinas ATG7 y BECN1 (Descloux et al.,
2018), confirmando que la autofagia inducida en estas condiciones contribuye al
dafio.

Tabla 3. La autofagia contribuye al daiio excitotéxico

Publicacién Modelo Farmacos: Efecto
Descloux et al., In vivo Aumento del cociente LC3II/LC3-I y disminucion de
2018 Administracion de | Ibotenato: 10 pg SQSTM1/p62 a las 24 h. 3-MA redujo el dafio,
ibotenato en ratas | 3-MA: 60 pg medido con violeta de cresilo.
Cell Death and recién nacidas (5
Disease dias postnatales).
In vitro Ibotenato: 50 uM

Aumento del cociente LC3II/LC3-I y disminucion de

Cultivos corticales | 3-MA: 10 mM . .
SQSTM1/p62. Aumento de la sobrevivencia por 3-

de neuronas . o
MA y silenciamiento de ATG7 y BECNL1.
expuestas a
ibotenato.
Inhibicién

farmacologica y

genética de la

autofagia.
Wang et al., 2018 In vivo KA: 25 mg/kg Niveles elevados de LC3-1l, ATG5, ATG7, ATG12 y
Rata wistar. Beclina-1 y disminucién de SQSTM1/p62 a las 24 h.
CNS Neurosci Ther. | Inyecciéon icv de Un micro-RNA que inhibié la autofagia preservo
KA. mejor el tejido en las tinciones de hematoxilina-

eosina y Nisil.
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Yang et al., 2017 In vitro Glu: 10 Mm De acuerdo a los marcadores de LC3-Il, Beclina-1 y
Linea celular HT22. | RAP: 4 uM SQSTM1/p62. La reduccién de la excesiva autofagia
Frontiers in Cellular | Tratamiento con | CQ: 10 uM inducida por Glu a las 24 h promueve la
Neuroscience Glu. sobrevivencia, Mientras que su activacién con RAP
produce muerte.
Yin et al., 2016 In vitro Glu: 50 uM El Glu aumento LC3-1l y Beclina-1, mientras que
Cultivo de neuronas | Bafilomicina:0.1 uM | SQSTM1/p62 disminuyé. ElI 3-MA aumenté la
Mol. Cell. Biochem. | corticales. 3-MA:10 mM viabilidad y redujo los niveles de LC3-II.
Exposicion a Glu.
Dong et al., 2012 In vitro KA: 100 uM Incremento de LC3-ll, Beclina-1 y autofagosomas
Cultivo primario de | 3-MA: 10 mM observados con microscopia electrénica.
Neuroscience células estriatales Disminucién de SQSTM1/p62 y disfuncion
de rata Sprague- mitocondrial en las primeras 8 h. La activacion de la
Dawley. autofagia con 3-MA contrarrestan los efectos del KA
sobre LC3-1I, Beclina-1 y SQSTM1/p62. También el
3-MA contrarrestd los efectos adversos en la
mitocondria tanto en la pérdida de su potencial de
membrana como en el estrés oxidante.
Chang et al., 2012 In vivo KA: 20 mg/Kg Incremento de LC3-Il, LAMP-2 y catepsina B en el
Ratones C57BL/6. hipocampo. La transfeccion de un siRNA dirigido a
J. Pineal Res. Inyeccion i.p de KA. ATG7, previno el incremento en LC3-Il, la pérdida
de mitocondrias y de neuronas hipocampales; Hubo
activacion de las caspasas 3 y 12, lo que sugiere un
rol pro-apoptético de la autofagia.
Li et al., 2018 In vivo In vivo Incremento de LC3-1l y Beclina-l a los 1-5 dias
Rata Sprague- | NMDA: 160 nmol después de la inyeccion de NMDA en las retinas. La
Dawley. inhibicion de la autofagia aument6 la sobrevivencia.

Biomedicine and

pharmacotherapy

Glaucoma inducido
por una Inyeccién
intravitrea de
NMDA.

In vitro
Células
ganglionares de la

retina en cultivo.

In vitro
NMDA: 100 uM
3-MA: 5 mM

Aumento de marcadores de autofagia en los cultivos

celulares y el 3-MA aumenta la viabilidad.
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Xu et al., 2018 In vivo 3-MA: 10 mM La lesién en el hipocampo provocé un incremento en
Neonatos de ratas Rapamicina (RAP): LC3-Il y Beclina-1. El 3-MA evit6 la lesién, mientras
Neural Isquemia inducida | 1 g/kg que la RAP aumento6 el dafio hipocampal.
Regeneration por la ligadura de la
Research arteria carétida
comun izquierda.
Kumari et al., 2012 In vitro Glu: 4 mM Aumento de LC3-ll y Beclina-1 a las 6 y 24 h.
Células de raton Selenio evito el aumento de estos marcadores y
PLoS ONE hipocampales mejor6 la viabilidad celular. Co-localizacién de LC3-II
HT22, que carecen con pDrpl, lo cual asocia a la autofagia con la fision
de receptores mitocondrial.
inonotropcos.
Tratamiento con
Glu.
Wang et al., 2009 In vivo QUIN: 60 nmol Después de la administracion de QUIN se
Rata Sprague- | 3-MA: 200 nmol incrementaron los niveles del modulador de la
European Journal Dawley. autofagia regulada por dafio (DRAM), el cociente
of Neuroscience Inyeccion LC3-II/LC3-1 y Beclina-1. La microscopia electronica
intraestriatal de encontré formacién de autofagosomas y lisosomas.
acido  quinolinico Un pretratamiento con un inhibidor de la autofagia,
(QUIN). redujo el dafio inducido por QUIN, analizado por
tincion de violeta de cresilo.
Kim et al., 2009 In vitro Glu: 5 mM El Glu por 12 h incrementd la conversion a LC3-II,
Linea celular HT22. | 3-MA: 5 mM aumentd la fluorescencia de GFP-LC3, y la
Biochemical and Tratamiento con degradacién. La via de mTOR se inhibio, el 3-MA
Biophysical Glu. bloque6 la conversion a LC3-Il y aumentd la
Research sobrevivencia de células.
Communications
Caldero et al., 2007 | In vitro NMDA: Por microscopia electrénica se observaron proteinas

Journal of
Neuroscience

Research

Cultivo de médula
espinal de
embriones de pollo.
Tratamiento crénico
con NMDA.

0.5 mg en E5-E6
0.25 mg en E7-E9

acumuladas en el reticulo endoplasmico; por

inmunohistoquimica la acumulaciéon de células
positivas a LC3. Se sugiere degeneracion de moto-

neuronas acompafada de autofagia.
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En concordancia con las observaciones anteriores, en un modelo de ratas a las
que se les indujo epilepsia con KA, se observé un aumento en el flujo autofégico,
ya que aumento LC3-1l y disminuyé SQSTM1/p62; al utilizar un miRNA (MiR-181b)
se atenuo la autofagia y se redujo la muerte (Wang et al. 2018). En otro estudio in
vitro en neuronas corticales se utilizé Glu, y se observo que tanto el cociente LC3-
II/ILC3-1, como los niveles de Beclina-1 se incrementaron y la abundancia de
SQSTM1/p62 se redujo a las 6, 12 y 24 h; asimismo, al administrar 3-MA se
observé mayor viabilidad de las células (Yin et al., 2016), apoyando la hipotesis de
que la autofagia exacerbada contribuye a la muerte.

La administracion intravitrea de NMDA, se utiliz6 como un modelo de glaucoma en
ratas. En este modelo se observd que el cociente LC3-1I/LC3-l y los niveles de
Beclina-1 se incrementaron de manera tiempo-dependiente. Resultados similares
se observaron en cultivos de células ganglionares de la retina, en donde ademas,
se incremento la viabilidad celular cuando se inhibié la autofagia (Li et al., 2018),
sugiriendo su participacion en el dafio. De igual manera, en un modelo de acido
quinolinico (QUIN) inyectado directamente en el estriado de la rata, se observo un
aumento en los mismos marcadores de autofagia que el estudio anterior y ademas
cuando se administré el 3-MA se redujo el dafio inducido por QUIN, documentado
por la tincién de violeta de cresilo de cortes de cerebro, sugiriendo también que la
autofagia participa en la muerte (Wang et al., 2009). Sin embargo, en estos dos
altimos estudios no se determind si la autofagia ocurrio de manera deficiente, ya
gue no se investigod si el flujo autofagico estaba activo, lo cual abre la posibilidad
de que la muerte sea por una autofagia exacerbada (Tabla 3), o bien por un
defecto en la autofagia como lo proponen los trabajos citados en la Tabla 4, lo
cual se ha sugerido en diferentes enfermedades neurodegenerativas (Nassif y
Hetz, 2012).

Tabla 4. El bloqueo del flujo contribuye a la muerte celular

Publicacidn Modelo Farmacos Efecto

Kulbe et al., 2014 | In vitro Glu: 100 M El Glu aumenta los niveles de LC3-II/LC3-I y
Cultivo de neuronas de | RAP:1uM SQSTM1/p62 2 h después del tratamiento.
Brain Research hipocampo de rata. CQ:5uM Existe menor muerte cuando se agrega RAP a

Tratamiento con Glu. las 4 h y trehalosa a las 24 h.
Perez-Carrion et | In vitro NMDA: 150 uM Se silencié con un siRNA al gen de la proteina
al., 2012 Cultivos corticales de Beclina-1, lo cual dio lugar a una acumulacién
neuronas de rata. de autofagosomas (MDC) y cuando las células
Journal of Exposiciéon de las neuronas fueron expuestas a NMDA se incremento la

Neurochemistry | 5 NvpA. muerte por excitotoxicidad después de 24 h.
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Fulceri et al., In vitro KA: 50 uM Se observé una acumulacion de
2011 Cultivos de médula espinal autofagosomas por microscopia electrénica en

de ratones albinos suizos. las células expuestas a KA, lo que se

Archives Tratamiento con KA. relacionaba con la pérdida de neuronas
Italiannes de motoras. La activacion farmacolégica con Li
Biologie de la maquinaria autofagica contrarrest6 el

dafio y evitd6 la acumulacion de

autofagosomas.
Sadasivan et al.,, | In vitro NMDA: 200 uM Se incrementaron los niveles de LC3-l1l y
2010 Cultivos de neuronas | 3-MA: 10 mM Beclina-1 a las 6, 12 y 24 h de exposicion a
granulares. NMDA, también aumento la liberacién de
BMC Tratamiento con NMDA. lactato  deshidrogenasa  (LDH). Hubo
Neuroscience acumulacion de autofagosomas tefiidos con

MDC a las 16 h, los cuales disminuyen a la
par de la liberacién de LDH con un inhibidor
de la autofagia (3-MA).

La presencia de una autofagia aberrante, no adaptativa debido a la falla lisosomal
y al blogueo del flujo autofagico durante la excitotoxicidad, puede contribuir a la
muerte ( ). La falla lisosomal durante la excitotoxicidad se demostré en un
modelo in vitro de células granulares de cerebelo de rata, las cuales se expusieron
a NMDA durante tiempos prolongados. Esto aumentd significativamente los
niveles de Beclina-1 y LC3-ll. También se uso6 la tincion con monodencil
cadaverina (MDC) para marcar vesiculas acidicas (lisosomas vy
autofagolisosomas). La intensidad de esta tincion aumento a las 24 h después de
la exposicion a NMDA lo que sugirio la interrupcion del flujo autofagico; ademas de
que un inhibidor de las proteasas lisosomales también incrementé a LC3-ll,
sugiriendo que la falla en la funcidén lisosomal contribuye a la acumulacion de
autofagosomas durante estas condiciones de excitotoxicidad. Mas aun, al inhibir la
autofagia, tanto farmacologicamente con 3-MA como con un siRNA dirigido a
ATG7, se redujo la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH), que comunmente
se usa como un indice de muerte celular (Sadasivan et al., 2010).

Apoyando la misma idea, en cultivos corticales de neuronas que se expusieron a
NMDA, hubo un aumento en la tasa LC3-II/LC3-l, Beclina-1 y acumulacién de
autofagolisosomas marcados con MDC a las 24 h, dichos cambios fueron
revertidos cuando se silencié con un siRNA del gen BECN1. También se observé
gue hubo mayor liberacion de LDH, lo cual sugiere que hay menor sobrevivencia
en los cultivos tratados con NMDA y estos cambios fueron revertidos nuevamente
con la inhibicion genética de Beclina-1 (Perez-Carrion et al., 2012).
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Otro estudio de nuestro laboratorio en neuronas corticales en cultivo reporté datos
similares en condiciones de privacion y reintroduccién de glucosa en las que la
activacion de la autofagia contribuye a la muerte debido a que se encuentra
bloqueada por el rompimiento lisosomal inducido por la activacion de la proteasa
calpaina (Geronimo-Olvera et al., 2017). En este caso si se demostrd6 que la
cloroquina (CQ) no es capaz de aumentar los niveles de SQSTM1/p62 durante el
periodo de privacion de glucosa sugiriendo el blogueo de la degradacion
autofagica. La inhibicion de la autofagia aumento la viabilidad neuronal.

De manera interesante también se demostré que el D-Beta-hidroxibutirato (D-BHB),
un cuerpo ceténico que puede reestablecer el metabolismo energético en
condiciones de privacion de glucosa, estimula el flujo autofagico y previene la
muerte neuronal en estas condiciones, sugiriendo que este sustrato energético
previene que se interrumpa la degradacién autofagica (Camberos-Luna et al.
2016).

En otro estudio de neuronas hipocampales, tanto la exposicion a Glu como a los
inhibidores de proteasas indujo un aumento en los niveles de LC3-ll y
SQSTM1/p62. No hubo cambios en la sobrevivencia cuando se administrd
cloroquina, un inhibidor de la degradacién autofagica, pero sorprendentemente al
promover la autofagia con rapamicina (RAP) o trehalosa disminuyé la muerte
celular. Sin embargo, el estudio no midi6 los efectos de la CQ y la RAP en los
marcadores de autofagia, por lo que solo concluyen que si la autofagia es
aberrante, una induccidn de este proceso podria recuperar la viabilidad celular
(Kulbe et al., 2014).

Finalmente, como se puede apreciar en todos los trabajos revisados (Tablas 2-4)
la autofagia es activada en respuesta a la excitotoxicidad. A través del uso de
inductores de la autofagia, inhibidores o del silenciamiento de genes que
participan en este proceso, se ha podido determinar su papel en la muerte o la
sobrevivencia.

En todos estos trabajos se observé una activacion de la autofagia con un agonista
de los receptores de Glu, y la gran mayoria sugiere que la autofagia excesiva
contribuye a la muerte (Tabla 3), pero también hay evidencia que indica que la
autofagia es un proceso de sobrevivencia (Perez-Carrion y Cena, 2013; Tian et al.,
2014). Por lo que varios estudios proponen gue es el bloqueo del flujo autofagico
en condiciones de excitotoxicidad lo que verdaderamente causa la muerte (Tabla
4).
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Considerando que la autofagia funciona como mecanismo para mantener la
homeostasis y que se puede activar en condiciones de falta de energia o debido a
la acumulacion de proteinas dafiadas, es posible que durante la excitotoxicidad la
autofagia se active debido a estos factores. Ademas de que hay dafio oxidativo y
ocurre disfuncion mitocondrial. Sin embargo, si la autofagia es excesiva también
podria degradar componentes importantes para la célula o podria alterarse el
proceso de autofagia en alguno de sus pasos y causar muerte (Figura 5). Por otra
parte, los efectos de la autofagia son dependientes de la dosis del agonista que se
utilice, asi como la extension del dafio, ya sea sobre el tejido en los estudios in
vivo 0 en los cultivos celulares.
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Figura 5. Papel de la autofagia en la sobrevivencia y muerte de la célula. Bajo condiciones patoldgicas una excesiva
autofagia puede promover la muerte a través de la degradacion de importante componentes celulares, ademas de que una
permeabilizacion de la membrana lisosomal ocasiona un bloqueo en el flujo autofagico y esto también puede resultar en
la muerte de la célula. Tomado de Navarro-Yepes et al., 2014.

2.5 Cuerpos Ceténicos

En los mamiferos bajo condiciones de inanicion (Owen, 2006), ejercicio
extenuante (Trefts et al., 2015) o durante la lactancia (Gartner et al., 2005), debido
a la baja presencia de carbohidratos, se promueve la movilizacion de los acidos
grasos desde el tejido adiposo, que contiene aproximadamente el 80% de los
lipidos de todo el cuerpo, hacia el higado formando gotas lipidicas. Estos lipidos
son metabolizados en la mitocondria por medio de la B-oxidacion hasta formar
acetil-Coenzima A (CoA), la cual puede ser utilizada como fuente de energia por
las células hepaticas o sufrir una transfomacion a cuerpos cetonicos en un
proceso conocido como cetogenésis (Figura 6).
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Figura 6. Metabolismo y transporte de los cuerpos cetdnicos. El primer paso de la cetogenésis es la B-oxidacion,
mediante la cual se metabolizan los acidos grasos en el higado a acetil-CoA el cual se convierte a acetoacetato, el cual a su
vez se reduce a D-BHB y estos cuerpos ceténicos son liberados al torrente sanguineo y son transportados al cerebro en
donde el acetoacetato toma un acetil-CoA del succinil-CoA para formar la acetoacetil-CoA y finalmente este es cortado
por una tiolasa en dos moléculas de acetil-CoA que entran al ciclo de Krebs.

En el primer paso una tiolasa cataliza una reaccién reversible de condensacién de
dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA. Esta nuevamente se
condensa con otra molécula de acetil-CoA, pero esta vez de manera irreversible
con ayuda de la B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintetasa para dar lugar
a la HMG-CoA. Esta molécula es cortada en acetoacetato y acetil-CoA por una
liasa.

El acetoacetato puede ser descarboxilado para formar acetona o bien ser reducido
irreversiblemente por la enzima mitocondrial Beta-hidroxibutirato deshidrogenasa a
D-Beta-hidroxibutirato (D-BHB), (Takagi et al., 2016).

La acetona es producida en pequefias cantidades y es muy volatil, por lo que es
eliminada por la respiraciébn, mientras que el acetoacetato y el D-BHB, son
transportados por el torrente sanguineo a tejidos extrahepaticos, en donde son
capturados por medio de los transportadores de monocarboxilatos, para utilizarse
como sustratos energéticos (Tieu et al., 2003).
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El cerebro usa glucosa como fuente principal de energia, sin embargo, se puede
adaptar para usar acetoacetato o D-BHB bajo condiciones de estrés energético,
ayuno, la lactancia o durante la dieta cetogénica, donde la glucosa se encuentra
poco o nada disponible. La produccion y transporte de los cuerpos cetonicos
desde el higado, permite que la oxidacién de acidos grasos continle cuando la
acetil-CoA no esta siendo oxidada en el ciclo del acido citrico.

La energia se aprovecha a partir de la cetdlisis de los cuerpos cetonicos en los
tejidos extrahepaticos, particularmente el D-BHB es oxidado a acetoacetato por la
enzima D-BHB deshidrogenasa que utiliza nicotinamida adenina dinucle6tido
oxidada (NAD"). El acetoacetato es activado por la transferencia de una coenzima
a partir de la transformacion de succinil-CoA a succinato, reaccion catalizada por
la B-cetoacil-CoA transferasa (también conocida como tioforasa). Entonces, la
acetoacetil-CoA producida es cortada por una tiolasa para dar como producto dos
moléculas de acetil-CoA que son incorporadas dentro del ciclo de Krebs (Nelson y
Cox, 2017).

Una dieta cetogénica, se basa en la estimulacion de la formacion de cuerpos
cetdnicos mediante el consumo de grasas que al igual que el ayuno intermitente,
ha demostrado que puede ofrecer proteccion en contra del dafio inducido por
distintos desoérdenes neuroldgicos como epilepsia, Alzheimer y glioma maligno
(McDonald y Cervenka, 2018).

2.5.1 Beta-Hidroxibutirato (D-BHB)

Los niveles sericos de D-BHB en humanos se encuentran normalmente en valores
de orden micromolar, pero comienzan a elevarse después de 12-16 h de ayuno,
alcanzando 1-2 mM después de dos dias de ayuno y 6-8 mM si éste se prolonga.
De igual manera, los niveles de D-BHB en sangre pueden alcanzar 1-2 mM
después de 90 min de ejercicio intenso o con una dieta cetogénica después de 30
dias (Newman & Verdin, 2017). Ademas de su accion metabdlica al estimular la
produccion de Acetil-CoA, se han reportado mdultiples acciones de este cuerpo
ceténico que pueden explicar su efecto protector. Estudios tanto in vitro como in
vivo sugieren que la actividad metabdlica del D-BHB en combinacion con su
actividad antioxidante contribuyen a su efecto protector (Camberos-Luna et al.,
2016; Haces et al., 2008; Julio-Amilpas et al., 2015; Lamichhane et al., 2017).

En uno de los primeros estudios in vivo en los que se administré D-BHB, fue en un
modelo de isquemia inducida por ligacién de las arterias carétidas, en donde se
determind que el D-BHB reducia el dafio al suprimir la elevacion de contenido de
agua (edema cerebral) y de Na’ en el cerebro, al mismo tiempo que se
mantuvieron altos los niveles de ATP y bajos los de lactato (Suzuki et al., 2002).
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Adicionalmente, se ha reportado que el D-BHB es un inhibidor endégeno y
especifico de las desacetilasas de histonas (HDACs) de clase I, lo cual se
relaciona con cambios en la transcripcion incluyendo la de aquellos genes que
codifican para factores que contrarrestan al estrés oxidante como metalotioenina 2
(MT2) y FOXOS3A (Shimazu et al., 2013). Asimismo, se ha encontrado que el gen
FOXO3A puede tener un efecto neuroprotector en un modelo de trauma
craneoencefalico en ratas, al estimularse su translocacion al nacleo e inducir la
expresion de genes relacionados con la autofagia (Sun et al., 2018).

También se ha demostrado que la administracion sistémica del D-BHB tiene un
efecto protector en la corteza contra el dafio inducido por hipoglucemia severa al
disminuir las células en proceso de degeneracién y la fluorescencia de etidio, el
cual se utilizo como marcador de ROS. Esto se pudo corroborar en cultivos
primarios de corteza que fueron sometidos a privacién y reintroduccién de glucosa,
en los que se observdé que el D-BHB redujo la cantidad de ROS y evito la
reduccion de los niveles de ATP. Ademas, disminuyd la liberacion de LDH y
aumento la viabilidad celular (Julio-Amilpas et al., 2015).

En un modelo de excitotoxicidad inducida por la administracion de Glu en animales
tratados con el inhibidor glucolitico, yodoacetato, se observé que el D-BHB,
disminuyo el tamafio de las lesiones de una manera similar a la del bloqueador del
receptor NMDA, MK-801. Ademas, también se observé una menor
lipoperoxidaciéon en las ratas tratadas con D-BHB, lo que sugiri6 que su efecto
protector esta asociado a su accion antioxidante (Haces et al., 2008) .

Por otro lado, en cultivos de neuronas corticales, se observé que los niveles de
LC3-1l aumentan en condiciones de privacion de glucosa, lo cual apunta a que se
estan acumulando autofagosomas bajo estas condiciones de estrés nutricional. El
aumento en los niveles de LC3-Il se atenta en presencia de D-BHB, el cual
también favorece la disminucion de SQSTM1/p62 y estos efectos son abatidos en
presencia de un inhibidor de la degradacién autofagica, la CQ.

Estas observaciones sugirieron la estimulacién del flujo autofagico por el D-BHB,
posiblemente porque al mantenerse los niveles de ATP de las células, se favorece
la degradacion autofagica, se previene la acumulaciéon de autofagosomas y mejora
la sobrevivencia neuronal (Camberos-Luna et al., 2016).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La importancia del proceso de excitotoxicidad radica en que es comun en varios
desordenes neuroldgicos, tales como el infarto cerebral (Camacho y Massieu,
2006), el trauma craneoencefélico, la hipoglucemia severa (Koch et al., 2017; Lai
et al, 2014), la epilepsia (Buchhalter et al., 2017) y enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, Parkinson, Huntington y Esclerosis lateral
amiotrofica (Estrada Sanchez et al., 2008; Kashiwaya et al., 2000; Lim et al., 2011;
Netzahualcoyotzi y Tapia, 2015).

Por otra parte, existe mucha evidencia de los efectos protectores del D-BHB en
distintos modelos de dafio en los que se induce excitotoxicidad. Como se describid
anteriormente la autofagia excesiva o el bloqueo del flujo autofagico pueden
contribuir al dafio excitotoxico y se ha demostrado que el D-BHB estimula el flujo
autofagico bajo condiciones de deficiencia energética en un modelo de privacién
de glucosa in vitro, lo que correlaciona con el mantenimiento de los niveles de
ATP, la diminucién de la acumulacién de autofagosomas y el aumento de la
supervivencia neuronal (Camberos-Luna et al., 2016).

En esta tesis nos propusimos investigar si el efecto protector del D-BHB en contra
del dafio excitotoxico inducido por la administracion de NMDA en el estriado de la
rata, esta relacionado con la disminucion de la autofagia excesiva o la
estimulaciéon del flujo autofagico. Se analizaron los cambios en los niveles de las
proteinas, LC3-Il y SQSTM1/p62 en el estriado y la corteza cerebral a las 24 h
después de la inyeccion de NMDA en ratas tratadas o no con D-BHB. Este cuerpo
ceténico fue administrado sistémicamente o epiduralmente a través de una
infusién continua.

Con el fin de conocer el estado del flujo autofagico en el cerebro de las ratas
sometidas a los distintos tratamientos, se utilizé el inhibidor de la degradacién
lisosomal, la CQ. Esta es una base débil, que en su forma protonada difunde
dentro de los lisosomas, donde se desprotona y se queda atrapada, lo que eleva
el pH lisosomal y en consecuencia las hidrolasas ya no llevan a cabo su funcion y
el lisosoma ya no puede fusionarse con el autofagosoma, por lo tanto bloquea la
degradacion autofagica (Redmann et al., 2017).

27



Universidad Nacional Auténoma de México
Instituto de Fisiologia Celular Ietiuto de

Division de Neurociencias Fisiologia
Celular

4 HIPOTESIS

La administracion de D-BHB estimulara el flujo autofagico evitando la acumulacion
de autofagosomas en el estriado y la corteza en un modelo in vivo de
excitotoxicidad inducida por la administracion de NMDA.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

» Analizar el efecto del D-BHB en la autofagia en un modelo in vivo de
excitotoxicidad.

5.2 Objetivos Particulates

e Analizar los cambios en los marcadores de autofagia en el estriado y la
corteza cerebral 24 h después de administracion intraestriatal de NMDA.

e Analizar el efecto de D-BHB sobre los niveles de los marcadores de
autofagia en el estriado y en la corteza de rata, 24 h después de la lesion
excitotoxica inducida por NMDA.
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6 METODOS

6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiologia
Celular (IFC) de la UNAM, con un peso de entre 280 y 300 gramos, las cuales
fueron alojadas con libre acceso al agua y al alimento en condiciones controladas
de temperatura (22°C), luz (un ciclo de 12 h de luz/12 h de oscuridad) y humedad
(30%). Los protocolos fueron aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio del IFC (CICUAL / IFCLMT101-16).

Los animales se dividieron en 6 grupos:

1. Grupo de control intacto (CTRL).

2. Grupo con inyeccion intraestriatal de NMDA.

3. Grupo con inyeccion de NMDA + inyeccion intravenosa + inyeccion
intraperitoneal de D-BHB (NMDA+D-BHB-I).

4. Grupo con NMDA + inyeccién intravenosa + mini bomba osmotica epidural
(NMDA+D-BHB-II).

5. Grupo NMDA + inyeccion i.c.v de CQ (NMDA+CQ-I).

6. Grupo NMDA + tratamiento cronico CQ (NMDA+CQ-II).

7. Grupo NMDA + inyeccién post-lesiéon de CQ (NMDA+CQ-III).

6.2 Modelo de excitotoxicidad inducida por la administracion de NMDA

Las ratas fueron colocadas bajo anestesia en un equipo estereotaxico con una
exposicion continda a isoflurano (0.5% de isofluorano) mas oxigeno. Se indujo el
dafio excitotéxico mediante una inyeccion intracerebral (i.c.v) de 1 ul de NMDA
(200 nmol) en el estriado izquierdo de la rata. La inyeccion se realiz0 con
estereotaxia siguiendo las coordenadas: AP +0.7, L +2.8, V-4 a partir de Bregma
(Paxinos & Watson, 1986).
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6.2.4 Efecto del D-BHB sobre la autofagia

El primer grupo de animales tratados con D-BHB recibié una administracion de
250 mg/kg (500 pl) de este cuerpo cetbénico a través de una inyeccion intravenosa

(i.v) y 3 h después recibieron una segunda inyeccion i.p de 250 mg/kg.

Otro grupo de animales recibié una inyeccion i.v con la misma dosis de 250 mg/kg
y ademas se le implanté una mini bomba osmética Alzet (Durect, Cupertino CA) en
el dorso del animal con un catéter epidural para mantener un flujo continuo de D-
BHB de una solucion 2 M D-BHB a un flujo de 1 pl/h durante 24 h. Finalmente los
animales se sometieron a eutanasia 24 h después de la administracion de NMDA,
verificando que la bomba siguiera funcionando y permaneciera en el sitio donde se

implanté.

6.2.5 Efecto de la cloroquina

La CQ se administré siguiendo varias estrategias. Primeramente se disolvio la sal
de CQ difosfato (Sigma, C6628) en solucion salina y fue inyectada de manera i.c.v
25 mg/Kg) siguiendo las siguientes coordenadas: AP +0.7, L +1.2, V-5 a partir de
bregma, para llegar al ventriculo izquierdo, justo después de la administracion del

NMDA como fue reportado por Viscomi et al., 2012.

Dado que en un ensayo piloto esta dosis produjo la muerte de los animales, se
intentd otro ensayo basado en un reporte del grupo de Zhang et al., 2005, en el
cual se redujo considerablemente la dosis de 25 mg/Kg a dosis mas pequefias de
0.61, 1.22 y 2.44 mg/Kg, i.c.v (Grupo NMDA+CQ-I). Se siguio otro protocolo de
administracion cronica de CQ durante cuatro dias (i.p 50 mg/kg), incluyendo el dia
de la administracién del NMDA vy el dia de la eutanasia (4 h antes de la eutanasia)
(Grupo NMDA+CQ-II).
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6.3 Western blotting

Las ratas tratadas con los distintos protocolos fueron sometidas a eutanasia con
una dosis letal de pentobarbital sédico via i.p 24 h después de los distintos
tratamientos y se obtuvo el tejido cerebral después de extraer el cerebro y disectar
las regiones de interés, mas cercanas al area de la lesidén (corteza y estriado).
Inmediatamente después se homogenizé el tejido con un buffer de lisis con la
siguiente composicion: Tris-HCI pH 8.0 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%,
deoxicolato de Na* 0.5%, dodecilsulfato sodico (SDS) al 1%, cocktel de inhibidores
de proteasas (2 mg/ml) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) al 1%.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm por 15 min a 4°C.
La concentracion de proteinas fue determinada de acuerdo al método de Lowry.
Después se afadi6 a las muestras un buffer de carga (Laemmli sample buffer) y

enseguida fueron calentadas a 99°C por 5 minutos.

Una vez desnaturalizadas las muestras, se cargaron 30 g de proteina que fueron
separadas por peso molecular en geles de poliacrilamida-SDS al 16% mediante
electroforesis con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y subsecuentemente
transferidas a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF). Las uniones
inespecificas fueron inhibidas por incubacion en leche al 5% diluida en solucion
Tris buffer salino (TBS), TBS con Tween 20 (TBST) al 1% a temperatura ambiente
por 1 h. Las membranas fueron incubadas por una noche a 4°C con anticuerpos
primarios en contra de los marcadores de autofagia: LC3 (1:6000, MBL
international, PD014, Woburn, MA, USA) y SQSTM1/p62 (1:3000, Cell Signaling
Technology, 51146, Danvers, MA, USA) asi como un anticuerpo anti-B-actina
(1:8000, Chemicon, Millipore, Merck Group, Darmstadt, Germany), utilizado como
control de carga. Pasado el tiempo de incubacién, las membranas fueron lavadas
con TBST 0.1% e inmediatamente después incubadas con el anticuerpo
secundario correspondiente acoplado a la peroxidasa de rdbano (HRP) durante 1
h.
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Al final, el anticuerpo secundario fue removido con lavados con TBST 0.1%. La
inmunoreactividad fue detectada con un substrato de HRP quimioluminiscente
(Inmobilon Forte, Millipore, P90720) y leido en un fotodocumentador C-DiGit ®
Blot Scanner (LI-COR Biosciences). Para evaluar los resultados del Western blot
cada banda fue cuantificada por densitometria utilizando el programa Image-J

para Windows.

Un incremento en los niveles de LC3-1l se toma como un indice de un aumento en
la formacién o en la acumulacién de autofagosomas, mientras que un decremento
en los niveles de SQSTM1/p62 significa que el flujo autofagico esta activo. Por
otro lado si SQSTM1/p62 permanece a niveles basales o incrementa, se toma
como un indice de que el flujo autofagico estd bloqueado. Con estos marcadores
se determind si hay un aumento en la autofagia y si el flujo autofagico esta activo.

6.4 Analisis estadistico

Todos los datos fueron expresados como la media + la desviacion estandar (SD).
Los grupos fueron integrados por 3-6 individuos cada uno y se analizaron por una
prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de una via, seguida de la prueba de

post-hoc de Fisher con GraphPad Prism 7 para Windows.
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7 RESULTADOS

7.1 Induccién de la autofagia por la inyeccion de NMDA

La interpretacion de los marcadores de autofagia se llevo a cabo de acuerdo a la
guia de Klionsky et al., 2016. Dado que la proteina LC3-1l puede incrementarse
con distintos estimulos, un aumento de este marcador debe de estar acompafiado
de una disminucion de SQSTM1/p62, para concluir que la autofagia es funcional.
Por otro lado, generalmente se ocupa la relacion LC3-I/LC3-II, sin embargo, dado
que particularmente en el cerebro se encuentra en mayor cantidad la proteina
LC3-1 que LC3-1l (Mizushima et al., 2004), se sugiere ocupar el cociente de LC3-II
entre una proteina abundante como control de carga, que en este caso se utilizo la
B-actina que es un componente del citoesqueleto muy abundante.

Las proteinas LC3-1l y SQSTM1/p62 son marcadores de las etapas de maduracion
y degradacion de la autofagia, respectivamente. Previamente se ha visto que los
niveles de LC3-Il se incrementan con la administracion de NMDA con respecto al
control 3y 6 h después de la administracion de NMDA, pero no hubo cambios en
SQSTM1/p62 en esos tiempos (Flores-Yafez, 2017).
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Figura 7. EI NMDA promueve la autofagia en el estriado de rata a las 24h. Los homogenados fueron extraidos 24 h
después de la inyeccion de NMDA vy fueron preparados para su andlisis por Western blot. A) Expresion de LC3-1I
normalizado con B-actina. B) Expresion deSQSTM1/p62 normalizado con f-actina. Los datos corresponden a la media
SD. Se muestra un blot representativo de cada analisis cuantitativo con 1 control y 6 NMDA. Control n=6, NMDA n=6.
Student’s T-test; *p< 0.05 vs. Control.
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Se investigo6 si hay autofagia y flujo autofagico activo a través de la medicion de la
forma lipidada de LC3 (LC3-1l) y la valoracion de los niveles de SQSTM1/p62 en
estriado y corteza. Como era de esperarse se observo un incremento significativo
en los niveles de LC3-Il de 3 y 5 veces, en el estriado (*p=0.0316) y la corteza
(*p=0.0468) respectivamente, comparados con el control (Figura 7A y 8A), sin
embargo, la variabilidad en estos primeros experimentos fue muy alta como lo
muestra desviacion estandar (SD) en las gréficas.

Asimismo, los niveles de SQSTM1/p62 Unicamente se redujeron en la region del
estriado en un 41.54% (Figura 7B) con una significancia de p<0.0042, sugiriendo
gue en esta region esta activo el flujo autofagico, mientras que en la corteza no
existen cambios con respecto al control (Figura 8B), apuntando que en esta area
el flujo autofagico no estéa activo.
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Figura 8. EI NMDA promueve una autofagia aberrante en la corteza de rata a las 24h. Los homogenados fueron
extraidos 24 h después de la inyeccion de NMDA y fueron preparados para su analisis por Western blot. A) Expresién de
LC3-1I normalizado con B-actina. B) Expresion de SQSTM1/p62 normalizado con B-actina. Los datos corresponden a la
media + SD. Se muestra un blot representativo de cada analisis cuantitativo con 1 control y 6 NMDA. Control n=6,
NMDA n=6. Student’s T-test; *p< 0.05 vs. Control.
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7.2 Efecto de la administracion sistémica de D-BHB sobre los marcadores
de autofagia después de la administracion de NMDA.

A continuacién se procedié a evaluar el efecto de la administracion sistémica
(i.v+i.p) de D-BHB sobre la autofagia inducida por la administracion de NMDA. Se
observé que en el estriado los niveles de LC3-II se elevaron de manera similar en
las ratas tratadas y no tratadas con D-BHB, mientras que el contenido de
SQSTM1/p62 se mantuvo al nivel del control (Figura 9). En estas condiciones de
experimentacion fue posible reducir la variabilidad, ya que se redujo en lo posible
el numero de animales ocupados en el grupo con el tratamiento (n=3) y los datos
obtenidos de la cuantificacion de la densidad Optica fueron muy parecidos entre si.
Estos resultados sugieren que el D-BHB administrado sistémicamente no tiene
efecto 0 no es suficiente para alterar la autofagia bajo estas condiciones.

Estriado

*
) CTRL NMDA NMDA+BHB _—
kDa E

Lo e agd el en o,

LC3 || ——— — T — - 10

B-aCting e s sw— o— a—" —— .., -42

Estriado
1.5+

B) £
CTRL NMDA NMDA+BHB kDa g
SQSTM1/p62 [N W S S S - ) -
B-acting S GEED == > o> IS IS == - 42 :5_
s
-
172
g
(72}

Figura 9. La administracion sistémica del D-BHB no afecta la autofagia inducida por NMDA en el estriado. Los
homogenados fueron extraidos 24 h después de la inyeccion de NMDA y fueron preparados para su analisis con Western
blot. A) Expresion de LC3-Il normalizado con B-actina. B) Expresion de SQSTM1/p62 normalizado con B-actina. Los
datos corresponden a la media + SD. Se muestra un blot representativo de cada analisis cuantitativo con 2 controles, 3
NMDA y 3 NMDA+BHB. Control n=6, NMDA n=6, NMDA+BHB-iv-ip n=3. Dosis de D-BHB: 250 mg/kg (i.v e i.p).
ANOVA post-hoc de Fisher’s; *p< 0.05 vs. Control.
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En la corteza cerebral se observo una disminucion del 32.66% en LC3-1l del grupo
con D-BHB con respecto al grupo NMDA (*p=0.0368), pero no se observaron
cambios en los niveles de SQSTM1/p62 en los animales tratados, por lo que el D-
BHB administrado de ésta manera, so6lo pudo disminuir la acumulacion de
autofagosomas, pero éste cambio no se debid6 a la estimulacién del flujo
autofagico en la corteza, la cual se encuentra en la periferia del estriado (Figura

10).
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Figura 10. La administracion sistémica del D-BHB disminuye la acumulacion de autofagosomas inducida por NMDA
en la corteza. Los homogenados fueron extraidos 24 h después de la inyeccion de NMDA y fueron preparados para su
analisis con Western blot. A) Expresion de LC3-I1 normalizado con B-actina. B) Expresion de SQSTM1/p62 normalizado
con B-actina. Los datos corresponden a la media + SD. Se muestra un blot representativo de cada analisis cuantitativo con
2 controles, 3 NMDA y 3 NMDA+BHB. Control n=6, NMDA n=6, NMDA+BHB-iv-ip n=3. Dosis de D-BHB: 250
mg/kg (i.v e i.p). ANOVA post-hoc de Fisher’s; *p< 0.05 vs. Control, #p<0.05 vs NMDA.
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7.3 Efecto de la infusién continua de D-BHB sobre los marcadores de
autofagia después de la inyeccion de NMDA

Dado que no se observé un efecto del D-BHB sobre el flujo autofagico cuando se
administré siguiendo el protocolo de los experimentos anteriores (Figura 9 y 10),
se disefid otro protocolo en el cual se implanté una mini bomba osmotica para
realizar una infusion epidural continua sobre la dura y garantizar que el cuerpo
cetonico llegara de manera constante al area de la lesion.

Esta administraciéon continua promovié una disminucion en la acumulacion de
autofagosomas, ya que redujo significativamante el contenido de LC3-II tanto en el
estriado (38.62%, *p=0.0007) como en la corteza (32.76%, *p=0.0371) y ademas
estos datos también presentaron poca variabilidad, ocupando una n=3 para el
grupo con el tratamiento (Figura 11A y 12A).
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Figura 11. La infusion epidural por 24 h de D-BHB promueve el flujo autofagico en el estriado. Los homogenados
fueron extraidos 24 h después de la inyeccién de NMDA vy fueron preparados para su analisis con Western blot. A)
Expresion de LC3-II normalizado con B-actina. B) Expresion de SQSTM1/p62 normalizado con B-actina. Los datos
corresponden a la media = SD. Se muestra un blot representativo de cada analisis cuantitativo con 2 controles, 3 NMDA y
3 NMDA+BHB. Control n=6, NMDA n=6, NMDA+BHB-iv-ip n=3. Dosis de D-BHB: 250 mg/kg (i.v e i.p). ANOVA
post-hoc de Fisher’s; *p< 0.05 vs. Control, #p<0.05 vs NMDA.
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El contenido de SQSTM1/p62 disminuyd en un 52.55% en el estriado del grupo de
NMDA que recibid el tratamiento con D-BHB (*p=0.0319), sugiriendo que en esta
region se estimula el flujo autofagico en presencia de este sustrato energético
(Figura 11B). En la corteza, SQSTM1/p62 también disminuy6 significativamente en
el grupo con la bomba con respecto al grupo NMDA en un 32.66% y con un
significancia de *p=0.307, sugiriendo que en esta region el flujo autofagico que se
encontraba bloqueado después de la administracion de NMDA se estimula con el
tratamiento de D-BHB (Figura 12B).

En su conjunto los resultados sugieren que después de la administracion de
NMDA, se estimula la autofagia y se mantiene el flujo autofagico en el estriado,
mientras que en la corteza se acumulan los autofagosomas debido al bloqueo del
flujo autofagico. En ambas regiones la infusion continua con D-BHB promueve el
mantenimiento de un flujo autofagico activo.
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Figura 12. La infusion epidural por 24 h de D-BHB promueve el flujo autofagico en la corteza. Los homogenados
fueron extraidos 24 h después de la inyeccion de NMDA y fueron preparados para su andlisis con Western blot. A)
Expresion de LC3-11 normalizado con B-actina. B) Expresion de SQSTM1/p62 normalizado con f-actina. Los datos
corresponden a la media = SD. Se muestra un blot representativo de cada analisis cuantitativo con 2 controles, 3 NMDA y
3 NMDA+BHB. Control n=6, NMDA n=6, NMDA+BHB-iv-ip n=3. Dosis de D-BHB: 250 mg/kg (i.v e i.p). ANOVA
post-hoc de Fisher’s; *p< 0.05 vs. Control, #p<0.05 vs NMDA.
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7.4 Efecto de la cloroquina pre-NMDA en los marcadores de autofagia

Para comprobar que el efecto del D-BHB esta relacionado con la estimulacion del
flujo autofagico, se buscé un protocolo que permitiera bloguear el flujo autofagico a
través de la administracion de CQ. Al afiadir la CQ, se esperaba que hubiera una
acumulacion de autofagosomas, ya que estos no se pueden fusionar con los
lisosomas para formar el autofagolisosoma, por lo que los niveles de SQSTM1/p62
se elevarian. Sin embargo, no se conocia la dosis i.c.v con la cual habria un efecto
sobre los marcadores de autofagia en estudios in vivo.

En primer lugar se ocup6 una dosis de 25 mg/kg administrada por via i.c.v.como
fue ocupada en Viscomi et al., 2012 para bloquear al flujo autofagico, lo cual maté
a la rata, por consiguiente se utilizaron dosis mas bajas de 0.61, 1.22, 2.44 mg/kg.
Después de varios experimentos piloto se eligié el protocolo que elevara LC3-II
con la dosis de 1.22 mg/kg (CQ-icv), asi como otro protocolo de administracion i.p
de CQ durante varios dias, que consistid en 1 administracion diaria por 4 dias por
via intraperitoneal (CQ-ip), ya que es una via menos invasiva y se esperaba
observar resultados similares.
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Figura 13. La cloroquina bloquea el flujo autofagico en el estriado. Los homogenados fueron extraidos 24 h después de
la inyeccion de NMDA y fueron preparados para su analisis con Western blot. A) Expresiéon de LC3-11 normalizado con
B-actina. B) Expresion de SQSTM1/p62 normalizado con f-actina. Los datos corresponden a la media £ SD. Se muestra
un blot representativo de cada analisis cuantitativo con 2 controles, 3 NMDA y 3 NMDA+BHB. Control n=6, NMDA
n=6, NMDA+BHB-iv-ip n=3. Dosis de D-BHB: 250 mg/kg (i.v e i.p). ANOVA post-hoc de Fisher’s; *p< 0.05 vs.
Control, #p<0.05 vs NMDA.
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Al comparar las dos vias de administracion de la CQ, se observa que en el
estriado, los dos protocolos (i.c.v e i.p) inducen un aumento en la transformacion
de LC3-1 a LC3-1l sugiriendo que se exacerba la acumulacién de autofagosomas
con respecto al grupo NMDA, y que en esta region hay un flujo autofagico activo,
ya que la CQ lo bloqued (Figura 13A). Sin embargo, no se observd un aumento en
los niveles de SQSTM1/p62 en presencia de CQ y tampoco se observd la
disminucién significativa de este marcador como ocurre en las ratas tratadas
Gnicamente con NMDA, sugiriendo que el flujo autofagico se interrumpio por la CQ
(Figura 13B).

En la corteza la administracion de CQ no resultd en un aumento en LC3-Il ni en
SQSTM1/p62, sugiriendo que en esta regién el flujo autofdgico estaba
interrumpido desde la inyeccion de NMDA y no pudo haber mayor acumulacion de
estas proteinas con el tratamiento de CQ (Figura 14).

Para conocer si el efecto del D-BHB se debe a una estimulacién del flujo
autofagico, es necesario someter a los animales tratados con D-BHB al
tratamiento con CQ para investigar si se revierten sus efectos sobre LC3-1l y de
SQSTM1/p62.
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Figura 14. La cloroquina no afecta la autofagia inducida por NMDA en la corteza. Los homogenados fueron extraidos
24 h después de la inyeccion de NMDA y fueron preparados para su analisis con Western blot. A) Expresion de LC3-I1
normalizado con B-actina. B) Expresion de SQSTM1/p62 normalizado con B-actina. Los datos corresponden a la media +
SD. Se muestra un blot representativo de cada analisis cuantitativo con 2 controles, 3 NMDA y 3 NMDA+BHB. Control
n=6, NMDA n=6, NMDA+BHB-iv-ip n=3. Dosis de D-BHB: 250 mg/kg (i.v e i.p). ANOVA post-hoc de Fisher’s; *p<
0.05 vs. Control.
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8 DISCUSION

El papel de la autofagia como mecanismo de sobrevivencia en condiciones de
limitacion de nutrientes y en otras condiciones como el cancer, esta bien
documentado (Das et al.,, 2018). Muchos estudios han demostrado que la
autofagia se activa por la lesion excitotdxica (Tabla 2) y los resultados de esta
tesis son concordantes con estas observaciones.

Se ha sugerido que en condiciones excitotoxicas se echa a andar la maquinaria
autofagica como una respuesta al estrés, inicialmente para intentar proteger a la
célula, sin embargo, la mayoria de los trabajos sugieren que bajo estas
circunstancias, la autofagia contribuye a la muerte ya sea porque es excesiva
(Tabla 3) o porque no ocurre de manera adecuada (Tabla 4).

Es por eso que este proceso debe de estar finamente regulado, ya que si se
estimula descontroladamente, degradaria componentes importantes de la célula y
provocaria la muerte. Sin embargo, esta hipétesis es aun controversial ya que
existe la posibilidad de que este proceso tan complejo quede simplemente como
espectador (Liu y Levine, 2014) o en el intento de rescatar a la célula de algun tipo
de muerte que ocurra de modo paralelo, como la apoptosis (Chang et al., 2012).

De manera general, se ha visto en estudios in vitro de cultivos corticales, que los
niveles de LC3-ll aumentan en presencia de Glu (Pereira et al., 2017). En
concordancia con estos resultados, los niveles de LC3-1l también aumentan en
presencia de NMDA (Perez-Carrion y Cena, 2013). Posiblemente en el modelo de
excitotoxicidad del presente trabajo, la autofagia este contribuyendo a la muerte,
como han sugerido diversos trabajos citados en la Tabla 3, en los que utilizando
un inhibidor de la autofagia (3-MA) o la inhibicion de genes relacionados a la
autofagia, se incrementa la viabilidad y se evita el incremento de LC3-Il en
diferentes modelos de excitotoxicidad.

En esta tesis se observo una disminucion en SQSTM1/p62 en el estriado tal y
como se observo en cultivos estriatales de neuronas expuestas a KA (Dong et al.,
2012) sugiriendo que hay flujo autofagico en esta region, mientras que los
resultados sugieren que en la corteza el flujo autofagico no esta activo por que el
aumento de LC3-Il no esta acompafiado de la disminucién de SQSTM1/p62. Para
confirmar que la dinamica de la autofagia es diferente en estas dos regiones y
demostrar que efectivamente esta blogueado el flujo autofagico en la corteza pero
no en el estriado, se utilizo la CQ, la cual es un inhibidor de la etapa de
degradacion de la autofagia, que acidifica a los lisosomas impidiendo la accién de
sus enzimas de degradacion y con esto bloquea el flujo.
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Se probaron 2 protocolos diferentes para tratar de bloquear el flujo con la
administracion de CQ. Al comparar la inyeccion i.c.v con el pre-tratamiento cronico
(Figura 9), se observo con ambos tratamientos un aumento en LC3-II sugiriendo el
blogueo del flujo autofagico. Aunque no fue posible observar un aumento en los
niveles de SQSTM1/p62, y éstos permanecieron al nivel control. Sin embargo, en
las ratas tratadas con NMDA sin CQ si se observo una disminucion significativa en
SQSTM1/p62, apoyando que en esta region hay un flujo autofagico activo.

El que los niveles de SQSTM1/p62 no hayan aumentado en presencia de CQ
podria deberse a la estimulacion de la degradacién proteosomal y esto podria ser
resuelto con inhibidores proteosomales. Ya que se ha sugerido que los
proteosomas se activan con la inhibicion farmacolégica de la autofagia y con el
silenciamiento de los genes relacionados con la autofagia bajo deficiencia de
nutrientes en células de cancer (Wang et al., 2013). Otra causa podria ser que
exista un constante recambio de esta proteina, es decir, que se esté sintetizando
(Ichimura et al., 2008) o regulando positivamente su expresion. En el caso de la
corteza, la administracion de CQ no tuvo efecto sobre LC3-Il o SQSTM1/p62,
sugiriendo que el flujo autofagico esta interrumpido en ésta regién y no puede
bloguearse mas por la CQ (Figura 9B).

El bloqueo del flujo autofagico en la corteza y no en el estriado llama la atencion,
ya que la corteza se localiza en la periferia de la lesién, en donde se espera menor
efecto del NMDA, mientras que el estriado es el foco de la lesion. Por lo que el
NMDA podria estar exacerbando la autofagia Unicamente en el estriado y
posiblemente a las 24 h que se realiz6 la medicién, el flujo en la corteza sea mas
lento, por estar mas alejada del area de la lesion y por esta razén se encuentra
aparentemente bloqueado el flujo en la corteza a este tiempo. Es posible también
que la autofagia exacerbada en el estriado esté contribuyendo al dafio, lo cual se
podria comprobar inhibiendo farmacol6gicamente la autofagia con 3-MA y evaluar
con una tincién de violeta de cresilo si el dafio se revierte (Wang et al., 2009).

Por otra parte, la autofagia podria estar teniendo lugar en las células que
sobreviven a la lesién, ya sea neuronas o astrocitos. Con el fin de entender mejor
en donde es que estda ocurriendo la autofagia, es necesario un estudio
inmunuhistoquimico de los marcadores de autofagia en la corteza y especialmente
en el estriado, para explicar si la disminucion de los niveles de SQSTM1/p62
(Figura 6) se debe a que aun hay flujo autofagico en las células que sobreviven al
dafio. Este estudio también ayudaria a conocer si la autofagia esta ocurriendo en
astrocitos o en neuronas en la regién lesionada, utilizando proteina &cida fibrilar
glial (GFAP) o nucleos neuronales (NeuN), respectivamente.
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Las neuronas resultan ser mas vulnerables que los astrocitos a diferentes tipos de
estrés, por ello necesitan tener un robusto control de calidad de sus proteinas,
para eliminar componentes dafiados se forman autofagosomas en el axén y son
transportados hasta el soma para que se fusionen con los lisosomas y lleven a
cabo la degradacion. Se ha demostrado que en condiciones de ausencia de
oxigeno y glucosa, los astrocitos mejoran la viabilidad de neuronas y que
promover el flujo autofagico puede tener un papel protector (Liu et al., 2018), como
se sugiere que el D-BHB lo ésta haciendo en la excitotoxicidad.

Los marcadores de la autofagia pueden incrementarse por dos razones, por la
induccion de la autofagia o bien por la inhibicion de la etapa de degradacion. La
gran mayoria de los trabajos apoyan la idea que la autofagia exacerbada
contribuye a la muerte, porque se encuentran altos los niveles de lipidacion de
LC3-1l (como ocurre en este estudio) o porque mediante inmunohistoquimica se
observan células con una mayor inmunoreactividad a LC3 o la presencia de
puncta de LC3.

Sin embargo, otros estudios sugieren que el flujo autofagico puede estar
blogueado en su etapa de degradacion, utilizando MDC para marcar
autofagolisosomas o microscopia electrénica para observar la acumulacion de
vesiculas autofagicas en tiempos tardios, sin embargo, estas observaciones
deben estar complementadas con ensayos de inmunoblot para observar la
acumulacion de SQSTM1/p62, y en muchos de los estudios no se ha utilizado ésta
herramienta, por lo que no pueden confirmar el bloqueo del flujo autofagico.

El blogueo del flujo autofagico puede deberse al dafio lisosomal, como ocurre en
un modelo de isquemia por oclusion de la arteria cerebral media (MCAO) en
donde se vio un aumento en los marcadores de lisosomas en las primeras 6 h a la
par de LC3-lIl y en tiempos posteriores hubo una disminucion de lisosomas,
coincidiendo con el bloqueo del flujo, observado con la CQ (Liu et al., 2019).

Mas aun el aumento en la expresion factor de transcripcion EB (TFEB) que induce
la biogénesis lisosomal, restaura el flujo autofagico y previene el dafio isquémico.
En concordancia con esto, un estudio reciente de nuestro grupo demostramos que
en condiciones de privacion y reintroduccion de glucosa, condiciébn que induce
dafio excitotoxico, el flujo autofagico se bloquea debido al dafio lisosomal
(Gerénimo-Olvera et al. 2017).
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Al inhibir la autofagia (como se realizé en los estudios anteriores) se disminuye la
muerte celular, ya que la autofagia no debe de ser excesiva y de manera
interesante también se observa sobrevivencia al promover la autofagia, ya que su
funcion inicial es la de recuperar la proteostasis. Este ultimo efecto se demostr6 en
neuronas hipocampales en donde la exposicién a Glu disminuyo la sobrevivencia
celular y ésta se recuperd cuando se estimulé la autofagia con RAP. Ademas en
presencia de Glu se estimulo la lipidacion de LC3 y aumentaron los niveles de
SQSTM1/p62, lo que sugiere que en estas condiciones el flujo autofagico esta
bloqueado, lo cual podria estar provocando la muerte, sin embargo, no realizaron
el experimento para demostrar que la RAP podria desbloquear el flujo (Kulbe et
al., 2014).

Los resultados de esta tesis sugieren la estimulacion del flujo autofagico por el D-
BHB en el modelo in vivo de excitotoxicidad inducida por NMDA. Al administrar D-
BHB de manera directa y constante mediante la mini bomba osmatica, permitié ver
efectos mas claros que en la administracion sistémica. En la corteza y el estriado
el D-BHB mantuvo los autofagosomas a nivel del control a diferencia de la
administracion i.v + i.p, donde so6lo se observé disminucion de LC3-Il en la corteza,
que es la region en donde puede haber mas células viables y que la
administracion sistémica de D-BHB apenas fue suficiente para disminuir la
acumulacion de autofagosomas, pero no mejord la degradacion. Por otra parte,
con la infusién continua de D-BHB, se promovi6 la degradacién de SQSTM1/p62
en la corteza y el estriado, por lo que estos resultados sugieren que es necesario
el continuo suministro del cuerpo cetdnico para observar un efecto sobre la
autofagia.

Este estudio no descarta que el D-BHB pueda disminuir la iniciacion de la
autofagia. La autofagia puede inducirse por la activacion de la AMPK, la cual se
estimula en la ausencia de nutrientes o durante el estrés energético debido al
aumento en los niveles de AMP. La excitotoxicidad también induce un déficit
energético ya que se produce dafio mitocondrial y se requiere energia para la
repolarizacién de la membrana y la extrusién del Ca?* del citoplasma de las
neuronas que es introducido por la activacion de los receptores NMDA (Rodriguez-
Rodriguez et al., 2013).

En este modelo, una inyeccion de NMDA en el estriado puede estresar
energéticamente esta zona, por lo que los niveles de AMP pueden incrementarse
y esto posiblemente pueda activar a la AMPK, que censa los niveles de AMP/ATP
inhibiendo con esto la via de mTOR (Li y Wei-Li, 2014). En estas condiciones se
ha descrito que AMPK fosforila al complejo mTOR, este se disocia de ULK-1, el
cual fosforila a PISBKC3 y con esto se da lugar a la iniciacion de la autofagia.
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Es posible que en presencia del D-BHB los niveles de AMP disminuyan al
estimularse el metabolismo mitocondrial y restablecer los niveles de ATP, lo que
inhibiria la iniciacion de la autofagia por la via de AMPK-mTOR-ULK1 (Kim et al.,
2011). Para comprobar esta hipétesis es necesario analizar las proteinas
activadas por fosforilacion que participan en la via de mTOR y en la iniciacion de
la autofagia (Kim et al., 2009). Por lo tanto el D-BHB podria estar actuando tanto
en la etapa de iniciacion como en la de degradacion autofagica y por estos dos
mecanismos contribuir a la disminucién de la acumulacion de autofagosomas.

Por otra parte, el D-BHB a través de su accion inhibidora de las HDACs de clase |,
podria estimular la autofagia al inducir la transcripcibn de FOXO3A, su
translocacién al nucleo y la induccion de genes que participan en el proceso
autofagico, incluyendo la fase de iniciacion y de degradacion (Sun et al., 2018).
Este dltimo mecanismo, podria desatorar el flujo y evitar la acumulacion de
autofagosomas. Pero esta posibilidad es poco probable porque si estimularan
genes de autofagia veriamos mas LC3-Il y al contrario ésta disminuye mucho con
el D-BHB. Tal vez esto podria ocurrir en la corteza donde LC3-Il permanece un
poco mas arriba que el control en las ratas tratadas con D-BHB.

Asimismo, para confirmar que el D-BHB esta promoviendo la degradacion
autofagica, es necesario revertir sus efectos con la administacion de CQ.
Alternativamante, el D-BHB podria estar atenuando la activacion de la autofagia
posiblemente debido a que mantiene a las células en un estado energético mas
competente. En estudios previos hemos observado que el D-BHB reduce las
lesiones inducidas por Glu, lo que se asocia a una reduccion en la peroxidacion de
lipidos (Mejia-Toiber et al., 2006). Este estudio sugiere que la modulacién de la
autofagia también puede participar en el efecto protector del D-BHB en contra del
dafo excitotoxico inducido in vivo.

La activacion de la calpaina causa permeabilizacion y rompimiento lisosomal bajo
condiciones de privacion con reintroduccion de glucosa. Dado que esta proteina
es una proteasa dependiente de Ca**, es posible que en nuestras condiciones una
mejor homeostasis de Ca?* sea promovida por el D-BHB, al mantener a las células
en un mejor estado energético y entonces reducir la actividad de calpaina,
evitando con ello el rompimiento de los lisosomas, que estan directamente
involucrados en la etapa de degradacion de la autofagia (Geronimo-Olvera et al.,
2017). Por otra parte también se ha observado que las sirtuinas, las cuales son
HDACs de clase Il dependientes de NAD", pueden ser indirectamente activadas
por los cuerpos cetonicos, debido al incremento del cociente NAD*/NADH en la
mitocondria. La desacetilacion del factor de transcripcion TFEB por las sirtuinas
podria promover la biogenésis lisosomal y éste es otro posible mecanismo con el
que también se podria mejorar la degradacion autofagica (Newman y Verdin,
2017).
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El D-BHB también puede incrementar la eficiencia de los lisosomas, ya que en la
membrana de estas vesiculas se encuentran las V-ATPasas que son bombas que
introducen protones al interior de los lisosomas, porque estos trabajan bajo
condiciones acidas y con esto permitiria una mejor degradacién (Colacurcio y
Nixon, 2016), para lo cual se tendria que analizar si el D-BHB esta teniendo un
efecto como sustrato energético sobre estas ATPasas, ya que se incrementan los
niveles de ATP. También se podria investigar en qué medida el efecto del D-BHB
se debe a su accion metabdlica al comparar su accién con la del enantiomero L-
BHB gue no se metaboliza en la célula.

9 CONCLUSIONES

La administracion intraestriatal de NMDA induce la acumulacion de
autofagosomas y permite mantener activo el flujo autofagico en el estriado.
Mientras que en la corteza el flujo ain permanece bloqueado a las 24 h, debido a
que esta en la periferia del estriado. La administracion sistémica de D-BHB no es
suficiente para promover el flujo autofagico en ninguna de las regiones cerebrales
después de la administracion de NMDA. Sin embargo, una infusion epidural
continua de D-BHB durante 24 h reduce la acumulacion de autofagosomas en
ambas regiones al estimular el flujo autofagico después de la administracion de
NMDA, pudiendo ser éste uno de los mecanismos a través de los cuales ejerce su
efecto protector del dafio (Figura 15).
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Figura 15. Conclusion. Una infusidn continua de D-BHB durante 24 h reduce la acumulacion de autofagosomas y
aumenta la degradacion autofagica tanto en el estriado como en la corteza y esto puede estar asociado a la
proteccion de los cuerpos ceténicos.
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10 PERSPECTIVAS

« Demostrar que el efecto del D-BHB es sobre el flujo autofagico a través de
la administraciéon de la CQ en combinacion con D-BHB.

+« Definir si la muerte en el estriado es por una excesiva autofagia, utilizando
un inhibidor de la misma (3-MA).

% Realizar un andlisis histologico (violeta de cresilo y fluorojade-B) para
determinar el efecto protector del D-BHB después de ser administrado por
la mini bomba osmotica.

« Demostrar que el efecto protector del D-BHB sea abatido por la CQ.

% Realizar un analisis inmunohistoquimico que nos permita ver la
acumulacion de LC3-lIl y SQSTM1/p62 en el tejido, con marcadores de
astrocitos y neuronas.
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