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1. RESUMEN

El piruvato producido por la glicélisis astrocitaria puede ser utilizado como sustrato
por la mitocondria o convertido a lactato y exportado a través de los transportadores
de monocarboxilatos (MCTs). Siendo un sustrato de la isoforma astrocitaria MCT1,
es posible que el piruvato permee a través de la membrana de estas células, pero
dado que sus niveles son 20-50 veces menores que los de lactato, no ha sido posible
establecer este punto. La estimulacion de los astrocitos por aumentos fisioldgicos de
potasio extracelular produce cambios importantes en los flujos glicoliticos y
mitocondriales, pero se desconoce si la estimulacion ademas afecta la permeacion
de piruvato. En este trabajo se utiliz6 un nanosensor FRET codificado genéticamente
para estudiar la permeabilidad a piruvato en astrocitos en cultivo primario en
condiciones basales y bajo activacion. Sorpresivamente, el potente inhibidor del
MCT1, AR-C155858, solo inhibi6é parcialmente el transporte de piruvato, sugiriendo la
existencia de vias adicionales. Carbenoxolona fue inefectiva, descartdndose la
participacion de panexinas y hemicanales de conexinas. Sin embargo, el transporte
basal de piruvato fue sensible a probenecid, sugiriendo la participacion de los
transportadores de aniones organicos (OATs). La participacién de los OATPs fue
descartada, ya que rifampicina no inhibié la permeabilidad basal a piruvato. La
activacion de los astrocitos por medio de un alza del potasio extracelular produjo un
aumento en la permeabilidad a piruvato que no fue inhibida por AR-C155858,
probenecid o carbenoxolona. Estos resultados sugieren que la permeacion de
piruvato a través de la membrana plasmatica de los astrocitos es mediada por

multiples vias y que es estimulada en respuesta a aumentos del potasio extracelular.



1.1 SUMMARY

Pyruvate produced by astrocyic glycolysis can be used as a substrate by the
mitochondria or converted to lactate and exported through monocarboxylate
transporter (MCTs). Being an astrocytic substrate from MCT1 isoform, pyruvate may
permeate through the membrane of these cells, but since its levels are 20-50 times
lower than lactate, it has not been possible to establish this point. The stimulation of
astrocytes by physiological increases of extracellular potassium produces significant
changes in glycolytic and mitochondrial flows, but it is unknown whether stimulation
also affects the permeation of pyruvate. In this work it was used a genetically
encoded FRET nanosensor to study the permeability to pyruvate in astrocytes in
primary culture under basal conditions and under activation. Surprisingly, the potent
inhibitor of MCT1, AR-C155858, inhibited only partially pyruvate transport, suggesting
the existence of additional pathways. Carbenoxolone was ineffective, ruling out the
involvement of panexins and connexins hemichannels. However, the basal transport
of pyruvate was sensitive to probenecid, suggesting the involvement of organic anion
transporters (OATSs). The participation of OATPs was discarded because rifampicin
did not inhibit basal permeability to pyruvate. Astrocyte activation by an increase in
extracellular potassium resulted in an increase in the permeability to pyruvate which
was not inhibited by AR-C155858, probenecid or carbenoxolone. These results
suggest that pyruvate permeation through the plasma membrane of astrocytes is
mediated by multiple pathways and that is stimulated in response to extracellular

potassium increases.



2. INTRODUCCION

2.1 Metabolismo energético cerebral

El principal sustrato energético en el cerebro del mamifero adulto es la glucosa.
Aungue este organo representa sélo un 2% del peso corporal, consume alrededor del
20% de glucosa y oxigeno total del organismo. En condiciones fisiologicas, la
glucosa ha sido considerada clasicamente el principal sustrato energético cerebral
utilizado en el restablecimiento de los gradientes idnicos disipados durante la
actividad sinaptica. Se ha logrado establecer una correlacion linear entre la utilizacion
de glucosa y la actividad cerebral en algunas regiones del cerebro bajo diferentes
condiciones (Sokoloff, 1993). Para visualizar estos cambios metabdlicos se han
desarrollado técnicas de imagen como el PET (Possitron Emission Tomography), sin
embargo, el destino especifico de la glucosa a nivel celular y molecular se mantiene
desconocido.

Hasta la fecha se ha descrito que este monosacarido atraviesa la barrera
hematoencefalica por medio de transportadores facilitativos denominados GLUT
(Glucose Transporter) de los cuales han sido descritas al menos 3 isoformas que
podrian tener un rol importante en el cerebro (Maher et al., 1994). En astrocitos, las
principales células gliales del cerebro, se expresa la isoforma GLUT1, mientras que
en neuronas esta presente la isoforma GLUT3 (Mueckler y Thorens, 2013).

Una vez dentro de la célula, la glucosa es capaz de ser metabolizada para obtener
energia. Para que esto suceda es necesario que ocurran una serie de reacciones

enzimaticas que convergen en la produccion de piruvato (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo de glucosa. La glucosa ingresa a la célula por medio del
transportador GLUT y es metabolizada. Las flechas grandes indican las etapas

irreversibles de la glicolisis regidas por las enzimas hexoquinasa, fosfofructoquinasa

y piruvato quinasa.



Este metabolito tiene un papel fundamental en el metabolismo del Sistema Nervioso
Central (SNC), ya que une las vias anaerobica y aerobica del catabolismo de la
glucosa. Esto debido a que el piruvato puede converger hacia la produccion de
lactato o ser utilizado como sustrato energético mitocondrial para la producciéon de
equivalentes reductores necesarios para la generacion de energia en forma de ATP
mediante el ciclo del Krebs (Rodrigues et al., 2012). Un aumento creciente de
evidencias indica que las neuronas y células gliales poseen diferencias importantes
en el transporte y metabolismo de piruvato. Se ha propuesto que los astrocitos tienen
capacidad oxidativa limitada dedicando su piruvato intracelular a la produccion de
lactato. En contraste, se ha propuesto que las neuronas oxidan su piruvato a CO; y
agua. Se ha postulado que estas diferencias en el destino de piruvato en ambos tipos
celulares estan acopladas metabolicamente al haber transferencia de lactato desde
los astrocitos a las neuronas soportando la neurotransmisién glutamatérgica, por lo
qgue es posible postular que existe una dependencia metabdlica entre astrocitos y

neuronas (Broer et al., 1997; Magistretti, 2009).

2.2 Rol de los astrocitos en el cerebro

Los astrocitos son células que juegan roles importantes en el cerebro: cubren casi
por completo la microvasculatura cerebral con sus pies terminales; son el primer tipo
celular del parénquima cerebral, por lo que es posible encontrar todas las moléculas
que han cruzado la barrera hematoencefalica en ellos; estan altamente
interconectados con su ambiente como otros astrocitos o neuronas, participando en

la sinapsis tripartita, y con zonas no celulares como el liquido cefalorraquideo o la



lamina basal; son capaces de regular los niveles de glucosa, aminoéacidos y
desintoxican de oxidantes y xenobioticos (Parpura et al., 2012).

Los astrocitos, y no solo las neuronas, tienen una alta participacion en la
homeostasis cerebral por lo que se considera importante estudiar su rol en el

acoplamiento metabadlico.

2.3 Metabolismo energético y actividad cerebral

Durante actividad sindptica el metabolismo energético cerebral varia, habiendo
mayor utilizacion de glucosa. Se ha demostrado que la estimulacién somatosensorial
produce una rapida disminucion de la concentracién intersticial de glucosa cerebral
indicando un aumento de su consumo (Fox et al., 1988); por otra parte los niveles de
lactato extracelulares aumentan (De Bruin et al., 1990; Fellows et al., 1993; Hu y
Wilson, 1997; Newman et al., 2011; Suzuki et al.,, 2011). Los astrocitos, como se
menciond anteriormente, estarian involucrados en eventos metabdlicos
desencadenados por activacién neuronal. Estudios realizados en astrocitos de cultivo
primario han revelado que al ser expuestos a glutamato aumentan su consumo de
glucosa y producen una cantidad significativa de lactato que es liberada al medio
(Pellerin y Magistretti, 1994). Esta evidencia experimental ha sido la base que
sustenta la hipotesis de la lanzadera de lactato astrocito-neurona (ANLS), donde las
neuronas activadas utilizan el lactato liberado por los astrocitos como sustrato
energético preferencial (Fillenz, 2005; Pellerin y Magistretti, 1994; Pellerin et al.,
1998).

La hipétesis de la ANLS aun es controversial (Dienel, 2012; DiNuzzo et al., 2010). No

hay claridad en relacion a la temporalidad, tipos celulares responsables del aumento



de lactato o los mecanismos moleculares involucrados. La falta de tecnologia que
permita obtener datos en una resolucién temporal acorde con la actividad cerebral y
con una resolucion espacial de célula Unica no ha permitido validar esta hipoétesis. En
el cerebro es crucial la identificacion de nucleos celulares, ya que es un tejido
altamente heterogéneo en términos de tipos celulares. Tipicamente, para el estudio
del metabolismo energético cerebral, han sido utilizadas técnicas isotdpicas o de
imagen como el PET, las cuales si bien han y seguiran siendo utiles, cuentan con
una baja resolucién espacial y temporal. Una nueva tecnologia que permitiria eludir
esta limitacion es el uso de nanosensores codificados genéticamente basados en

FRET.

2.4 Nanosensores FRET

Los sensores FRET codificados genéticamente son proteinas de fusidbn compuestas
de un dominio de union a ligando, un elemento de reconocimiento y un par de
proteinas fluorescentes que presentan sus espectros de emision y excitacion en
superposicion. Tipicamente se usan las proteinas CFP (Cyan Flouorescent Protein) e
YFP (Yellow Fluorescent Protein). La union del metabolito en estudio produce un
cambio conformacional que afecta a la distancia y/o la orientacién relativa de las
proteinas fluorescentes, causando un aumento o una disminucion en la eficiencia
FRET.

En el laboratorio se desarrollé6 un nanosensor FRET que detecta lactato intracelular
con una alta resolucién espacial y temporal en células vivas (San Martin et al., 2013).
Laconic (Lactate optical nano indicator from CECs) se basa en un regulador

transcripcional bacteriano denominado LIDR que se compone de dos modulos, un



dominio regulatorio de unién a lactato y un dominio de union a DNA. Como elemento
de reconocimiento se seleccion6 el gen que codifica para LIDR de Escherichia coli.
Las proteinas FRET utilizadas para la creacion de Laconic fueron las proteinas
fluorescentes mTFP y Venus, que comparadas con CFP e YFP, son mas brillantes y
menos sensibles a pH (Day et al., 2008; Nagai et al., 2002).

Con una estrategia similar, utilizando como modulo de union a ligando el factor
transcripcional PdhR (Ogasawara et al., 2007), nuestro laboratorio ha desarrollado
otro nanosensor FRET para piruvato denominado Pyronic (Pyruvate Nano-Indicator
from CECs), el cual ha permitido el desarrollo de nuevos métodos para la estimacion
cuantitativa del transporte, la tasa de produccion glicolitica y consumo mitocondrial
de piruvato en tiempo real con resolucion de célula Unica (San Martin et al., 2014).

El uso de las herramientas previamente mencionadas, en conjunto con un
nanosensor FRET para glucosa previamente descrito (Takanaga et al.,, 2008), ha
permitido la identificacion de potasio como una sefial neuronal que produce una

estimulacién aguda del metabolismo cerebral de glucosa.

2.5 Efectos de potasio sobre el metabolismo astrocitario

En el cerebro, la concentracion de potasio extracelular se mantienen cerca de 3 mM
habiendo variaciones locales que se producen después de actividad neuronal
(Katzman, 1976; Somjen, 1979). Esta actividad sinaptica causa un aumento rapido
de la concentracion intersticial de potasio, la cual fluctuaria entre 10-12 mM en
condiciones de activacion maxima (Kofuji y Newman, 2004). Estudios realizados en
el laboratorio indican que alzas de potasio extracelular inducen un aumento de la

glicdlisis astrocitaria en cultivo mixto de neuronas y astrocitos (Bittner et al., 2010).



Estudios posteriores realizados en el laboratorio revelaron que la glicélisis en
astrocitos es mediada por pH intracelular, mas especificamente, por una
alcalinizacion alcanzada mediante el cotransportador de sodio y bicarbonato NBCel
(Ruminot et al., 2011). Por lo tanto, un alza de potasio extracelular debido a actividad
sinaptica despolariza la membrana del astrocito permitiendo el ingreso de
bicarbonato a la célula. Esto alcaliniza el medio intracelular y aumenta la tasa
glicolitica, lo que sugiere que potasio produciria un aumento en los niveles de lactato
intracelular. Experimentos recientes realizados en el laboratorio indicaron que la
exposicion de cultivos neuronales con astrocitos que expresaban Laconic a
soluciones que contenian 12 mM potasio generaban una caida aguda del lactato
intracelular (Sotelo-Hitschfeld et al., 2015). Esta observacion sugiere una posible
activacion del flujo de lactato hacia el medio extracelular, consistente con lo
propuesto en la ANLS.

Tanto piruvato como lactato son metabolitos energéticos que son intercambiados
entre el intra y extracelular de forma reversible a través de una familia de
cotransportadores acoplados a un proton denominados MCTs (Monocarboxylate
Transporters). Al dia de hoy han sido reportadas 14 isoformas de MCTs, de las
cuales son importantes en tejido cerebral la 1, 2 y 4 (Halestrap y Price, 1999; Pellerin

et al., 2005).

2.6 Transporte de monocarboxilatos en células cerebrales
Los MCTs son transportadores integrales de membrana que cotransportan un proton
junto con un monocarboxilato, ya sea lactato, piruvato, cuerpos cetonicos,

acetoacetato o B-hidroxibutirato, cada uno con una afinidad distinta. Estos
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cotransportadores pueden ingresar al monocarboxilato y permitir su uso como
sustrato energético, asi como también lo pueden expulsar de la célula. En el cerebro
se encuentran los subtipos MCT1, MCT2 y MCT4, donde las neuronas y los
astrocitos expresan distintas isoformas de MCTs (Pierre y Pellerin, 2005). Los
astrocitos expresan in vivo MCT4, el cotransportador de baja afinidad por lactato y
piruvato (K, = 35 mM y 150 mM respectivamente) (Dimmer et al., 2000), lo que le
sugiere un rol de exportacion de lactato intracelular, mientras las neuronas expresan
el cotransportador de monocarboxilato de alta afinidad por lactato, el MCT2 (K, = 0,7
mM) (Pellerin et al., 2005). Esta diferencia de afinidad entre los MCTs que expresan
estas células apoya la teoria de la lanzadera de lactato, donde las neuronas
captarian el lactato que vendria de los astrocitos (Pellerin et al., 2007).

La isoforma del MCT que ingresaria piruvato al astrocito es preferentemente la 1, ya
que la isoforma 4 tiene una K, para piruvato muy alta.

A pesar gue los MCTs parecen cumplir el rol de exportacidén de lactato en astrocitos,
los resultados en el laboratorio sugieren la existencia de una permeabilidad
diferencial a lactato y debido a las caracteristicas electrofisiolégicas observadas, no
se trataria de un transportador, sino mas bien de un canal.

La posibilidad de que exista también una permeabilidad diferencial para piruvato
capaz de ser activada por potasio resulta probable, debido a las bajas afinidades que
tienen los MCTs por piruvato; es por esto que se investigan otros posibles medios de
entrada de este monocarboxilato al astrocito.

Este trabajo busco caracterizar el transporte de piruvato en astrocitos en condiciones

de reposo y en respuesta a estimulacion por un aumento del potasio extracelular.
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Teniendo en consideracion los antecedentes previamente mencionados, se propone

la siguiente hipoétesis de trabajo:

2.7 Hipotesis
“‘Alzas de potasio extracelular aumentan la entrada de piruvato al astrocito a través

de transportadores de monocarboxilatos.”

2.7.1 Objetivo general
1. Estudiar la participacion de transportadores de monocarboxilatos en la permeacion

a piruvato en astrocitos en reposo y bajo activacion.

2.7.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar la expresion de transportadores de monocarboxilatos en cultivo
primario de astrocitos con neuronas mediante PCR en tiempo real y Western blot.

2. Evaluar el efecto de alto potasio extracelular sobre el transporte de piruvato

astrocitario en activacion, reposo y bajo intervenciones farmacolégicas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1. Animales

Para la obtencion de resultados de esta tesis fueron utilizadas cortezas de cerebros
de ratones neonatos cepa B6CBA. Los animales fueron proporcionados por el
bioterio del Centro de Estudios Cientificos, los cuales fueron mantenidos a una
temperatura ambiente de (20 £ 2) °C, un ciclo de dia/noche de 12 horas y

alimentados ad libitum.

3.1.2. Reactivos

Minimum Essential Medium Eagle (Sigma), Neurobasal® Medium (Gibco),
suplemento B27 (Gibco), rojo fenol, tripsina (Gibco), penicilina-estreptomicina
(Gibco), fungizona, suero fetal bovino (SFB) (Hyclone), glutamina, poli-L-lisina,
KoHPO,4, 5x Green GoTaq reaction buffer (Promega), 6x DNA Loading Dye
(Fermentas), agarosa (Lafken), bromuro de etidio 1 mg/ml (Sigma), dNTPs
(Promega), DNA Taq polimerasa, Etanol (Merck), EDTA (Sigma), Gene ruler 1 Kb
DNA ladder (Fermentas), Gene ruler 100 pb DNA ladder, Isopropanol (Merck),
Metanol (Merck), Igepal (Sigma), desoxicolato de sodio (Sigma), Glycoblue
(Fermentas), HCI (Merck), Kit de retrotranscripcion (Invitrogen), Kapa SYBR® FAST
gPCR Kit Master Mix 2X Universal (Kapabiosystems), NaOH (Sigma), SDS (Sigma),
SuperScriptTM 1l Reverese Trancriptase (Sigma), Tris-HCI (Sigma), Trizol®
(Invitrogen), triton X-100 (Sigma), TurboTM DNAasa (Ambion), Tween-20 (Sigma),

piruvato de sodio (Sigma), NaCl (Merck), KCI (Merck), HEPES (Sigma), MgCl,


https://www.google.cl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB0QFjAA&url=https%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2F21103049&ei=_qG-U_nBPM2-sQTzw4KwDQ&usg=AFQjCNEVCj5vq7ybG41WQm3be1_KfZPUxw&bvm=bv.70138588,d.cWc&cad=rja
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(Sigma), CaCl, (Merck), NaHCO3; (Sigma), Glicerol (Sigma), glicina (Sigma),
tetrametiletilendiamina (BioRad), Protein Assay Dye Reagent Concentrate (BioRad),
Bis Acrilamida (BioRad), leche descremada, azul de bromofenol (Sigma), rojo
Ponceau (Sigma), B-mercapto-etanol (Sigma), membrana nitrocelulosa (BioRad),
SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific), H,O libre
de nucleasas, Films (Kodak), soluciones de revelado, AR-C155858 (Sigma),

probenecid (Sigma), carbenoxolona (Sigma), rifampicina (Sigma).

3.1.3 Anticuerpos:

Goat polyclonal antibody anti- MCT1 (#sc-14917 Santa Cruz)

Rabbit polyclonal antibody anti-MCT4 (#sc-50329 Santa Cruz)

Rabbit polyclonal antibody anti-B-Actin (#sc-130656 Santa Cruz)
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (#111-035-003 Jackson
Immunoresearch)

Peroxidase-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Goat 1gG (H+L) (#705-035-003

Jackson Immunoresearch)

3.1.4 Soluciones y tampones:

PBS pH 7,4: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Naz;HPO4, 2 mM KH,PO4

Buffer Lisis: 50 mM Tris (pH 8), 150 mM NaCl, 1% Igepal, 0,5% desoxicolato de
sodio, 0,1% SDS.

TAE 1X: 40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA

Buffer de carga: 60 mM Tris-HCI, pH 6,8, 5% de SDS, 6,6% de glicerol, 5 mM de

EDTA, 5% b-mercaptoetanol y 0,005% azul de bromofenol
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Buffer de corrida: 25 mM Tris-HCI, 192 mM Glicina 'y 0,1% SDS

Buffer de transferencia: 25 mM Tris-HCI, 192 mM Gilicina y 20% Metanol

TBS-T pH 7,4: 20 mM Tris-HCI, 150 mM Nacl, 0,1% Tween-20

Buffer de bloqueo: TBS-T y 5% (p/v) leche sin grasa (descremada)

Buffer KRH/Bicarbonato (mM): 112 mM NaCl, 3 mM o 12 mM KCI, 1,25 mM CacCl,,
1,25 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 24 mM NaHCOg, pH 7,2. Solucion gasificada con
95% 0O,/5% COs,.

Cuando se usaron concentraciones mas altas de potasio (12 mM), el NaCl fue

ajustado para mantener la isotonicidad.

3.1.5 Equipos

Para preparar las soluciones, se utilizd una balanza analitica SCALTEC, un agitador
magneético VELP® Scientifica y Cimare y un pHmetro EXTCH instruments.

Se usO6 MaestroNano Spectrophotometer para cuantificar el RNA y para los
experimentos de PCR en tiempo real se utilizé el termociclador para qPCR Rotor-
Gene Q.

Finalmente, para los experimentos con fluorescencia se us6 un Microscopio Confocal

Olympus FV1000 y un microscopio de epifluorescencia Olympus IX70.

3.2. METODOS

3.2.1 Western Blot

Las células de los cultivos mixtos se rasparon y se lavaron dos veces en solucion
salina tamponada con fosfato 1X (PBS) enfriado en hielo. Las muestras de corteza

de raton adulto fueron homogenizadas manualmente; se disgregaron 5 mg de tejido
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en 300 pl de buffer RIPA frio con una mezcla de inhibidores de proteasas. Las
proteinas totales de las células se extrajeron mediante lisis celular en 40 ul de buffer
RIPA frio e inhibidores de proteasas. Después de 20 min de lisis en agitacion a 4°C,
el extracto de lisis se centrifugd (20 min, 15000xg, 4°C) y las proteinas contenidas en
el sobrenadante se cuantificaron por el método de Bradford. 20 pg de proteinas se
desnaturalizaron (95°C) en buffer de carga por 5 min. Las muestras se cargaron en
geles de poliacrilamida compuestas de un gel separador al 12% y un gel espaciador
al 4% y se corrieron a 100 Volt por 60 minutos. Las proteinas fueron
electrotransferidas en membranas de nitrocelulosa. Se comprobd la correcta
transferencia analizando la membrana tefiida con rojo Ponceau, luego se recorto la
membrana aproximadamente en los 40 kDa. Los sitios de unién no especificos se
bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucién de bloqueo.
Luego se incubd la membrana durante la noche a 4°C con anticuerpos primarios anti-
MCT1 y anti-MCT4 en TBS-T (dilucion 1:500). Se hicieron 3 lavados de 10 minutos
cada uno y se dejé incubando la membrana con los anticuerpos secundarios
respectivos (1:10000). Se hicieron 3 lavados finales de 10 minutos y se revelé en una

pieza oscura con un kit de quimioluminiscencia, films y soluciones de revelado.

3.2.2 PCR en Tiempo Real
3.2.2.1 Extraccion RNA

La extraccion de RNA se realizé mediante el siguiente procedimiento:

Homogenizaciéon de las células: Se agregaron 300 pl de Trizol por cada placa

utilizada. Se rasparon las células y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente
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para disociar los complejos nucleoproteicos. Luego se centrifugaron las muestras a
12000xg por 10 min a 4°C. Se separo el sobrenadante y se paso a un tubo nuevo.

Separacion _de fases: Cada muestra fue incubada a temperatura ambiente por 5

minutos, se afladieron 70 pl de cloroformo, se agitd vigorosamente por 15 segundos
y se incubd 3 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000xg por 15 min a 4°C
y se traspaso la fase acuosa que contenia el RNA a otro tubo.

Precipitacion _del RNA: Se agregd 1 pl de Glyco Blue a cada muestra para

coprecipitar el RNA. Se agregaron 160 ul de isopropanol 100%, se dejé precipitar por
10 min a temperatura ambiente y se centrifugé 12000xg por 30 min a 4°C.

Lavado del RNA: Se removié completamente el sobrenadante dejando sélo el pellet

gue contenia el RNA. Se lavo con 300 ul de etanol 75% (preparado con agua DEPC).
Se agitd suavemente, se centrifugdé a 7600xg por 5 min a 4°C y finalmente se
descarto la solucion de lavado. Se dejo secar el pellet de RNA al aire, a temperatura
ambiente no mas de 10 minutos evitando que se seque completamente para no
perder solubilidad.

Resuspensién del RNA: ElI RNA se resuspendi6é en 20 ul de agua libre de nucleasas

por pipeteo y se incub6 a 58°C por 15 min.

Tratamiento _con DNAsa: Por cada muestra de RNA, se prepar6 un tubo aparte

conteniendo 2 ul de buffer DNAsa y 0,5 pyl de DNAasa. Se agreg6 la totalidad del
RNA y se incub6 a 37°C por 30 min.

Inactivacion de DNAsa: Se agregdé 1 ul de inactivador de DNAasa por tubo, se

resuspendid por pipeteo y se incubé6 por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd a 10000xg por 1,5 min y se transfirio el sobrenadante a

un nuevo tubo.
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Almacenamiento: Finalmente el RNA fue almacenado a -80°C.

3.2.2.2 Cuantificacion del RNA

El RNA fue cuantificado con MaestroNano Spectrophotometer utilizando 2 ul de éste
y usando como blanco el agua libre de nucleasas. La cuantificacion entregada indica
el valor en ng/pl y la razén de la absorbancia a 260nm/280nm, que en cada muestra

fue cercano a 2, lo que es un indicativo de su pureza.

3.2.2.3 Retrotranscripciéon RT-PCR

La retrotranscripcion se inicié con: 1 yl de oligo dT, Ramdom Primers, dNTPs, 200
ng/ul de RNA y H,O hasta un volumen final de 12 pl. Las muestras fueron calentadas
a 65°C en termociclador por 5 min y se colocaron de inmediato en hielo. A cada tubo
de reaccion se le agregaron 4 ul de buffer 5X, 2 yl de DTT 0,1 My 1 pl de RNAsa
out. Las muestras se incubaron a 42°C por 2 min en termociclador y se agrego 1 pl
de enzima SuperScript Il por tubo de reaccion para realizar la retrotranscripcion.
Finalmente se dej6o por 50 minutos a 45°C y se finalizé la reaccion a 70°C por 15
minutos. El cDNA sintetizado fue finalmente almacenado a -20°C.

Para evaluar el éxito de la retrotranscripcién se realizé un PCR convencional con una

Tm de 55°C usando partidores del gen constitutivo ciclofilina.

3.2.2.4 PCR en tiempo real
Se utilizé 1 pl de cDNA como molde para la PCR en tiempo real, se usé SYBR Green
PCR Master Mix (Kapa Biosystems), 0,3 uM de cada partidor (Tabla I) y H,O hasta

un volumen de reaccion total de 10 pl. Cada muestra se ensayo por triplicado.



Tabla I. Partidores para RT-PCR
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Forward 5-AATGCTGCCCTGTCCTCCTA-3
mctl
Reverse 5-CCCAGTACGTGTATTTGTAGTCTCCAT-3’
Forward 5-GGCTGTTTTATCATCACGGGTT-3’
mct4
Reverse 5-GTGTCGCTGTAGCCAATCCC-3
Forward 5-GGCAATGCTGGACCAAACACAA-3
ciclofilina
Reverse 5-GTAAAATGCCCGCAAGTCAAAAG-3’
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La determinacion de los niveles de expresion de mRNA de mctl, mct4 y ciclofilina se
realizé con Rotor-Gene Q (Qiagen).

La expresion relativa de cada gen fue determinada segtn la metodologia del 22T
(Livak y Schmittgen, 2001). En esta metodologia se evalua la expresion del gen de
interés, respecto a un gen de referencia constitutivo el cual debe ser validado
previamente para cada experimento para asegurar que su expresion es invariable
con el tratamiento experimental aplicado. Las eficiencias de amplificacion del gen de
interés y del gen de referencia deben ser similares.

Para el analisis, los datos se ordenaron en una planilla Excel para obtener los
promedios de los ACT de cada gen y calcular el valor AACT y poder aplicarlo en la
formula 22T y asi graficar los resultados en relaciéon a un cambio de expresion

(niveles de expresion comparativos) entre las muestras. En dltimo lugar los

resultados fueron graficados en SigmaPlot.

3.2.3 Cultivo mixto primario de corteza de raton

Para llevar a cabo el cultivo primario, neonatos de 1 a 3 dias fueron sacrificados por
decapitacién. Las cabezas fueron recolectadas y mantenidas en medio HANK’s (100
MM HEPES &cido, 1,36 yM NaCl, 74 yM KCI, 50 yM glucosa, 44 uM K,HPQOy,, rojo
fenol, pH 7,4) con 10? Ul — 10? pg/ml penicilina-estreptomicina y 2,5 ug/ml fungizona
a 4°C. Estas condiciones fueron utilizadas hasta la obtencion de la corteza cerebral
libre de meninges e hipocampo.

Para la obtencion de las células gliales y neuronas se incub6 el tejido con tripsina 1X
durante 5 minutos. La reaccion se detuvo con la adicion de medio MEM 5 mM

glucosa, suplementado con 10% SFB, 1 mM piruvato, 2 mM glutamina, 2,5 ug/ml
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fungizona, 10° Ul — 10% ug/ml penicilina-estreptomicina. A continuacién, se realizé
disgregacion mecénica del tejido, obteniéndose células cerebrales en suspension, las
cuales fueron plagqueadas sobre cubreobjetos de 25 mm previamente tratadas con
poli-L-lisina (1 g/l) en medio de cultivo MEM 10% SFB y se incubd por 90 minutos en
una atmosfera humeda artificial con 5% CO, - 95% aire a 37°C. Posteriormente el
medio fue reemplazado por neurobasal suplementado con 2mM glutamina, 2% B27,
2,5 pg/ml fungizona y 10 pg/ml penicilina-estreptomicina. Las células fueron
utilizadas entre los dias 8 y 13 de realizado el cultivo, con un 60 - 80% de confluencia
por placa. El medio neurobasal fue reemplazado cada 4 dias. Todos los
procedimientos fueron aprobados previamente por el comité de bioética del Centro

de Estudios Cientificos.

3.2.4 Infeccion

Los cultivos mixtos primarios fueron infectados con un vector adenoviral que contenia
al nanosensor Pyronic, que muestra una gran selectividad por astrocitos por sobre
las neuronas. Las células se incubaron por 12 horas overnight y luego fueron lavadas

con medio. Finalmente los cultivos fueron utilizados 36 -48 horas post-infeccion viral.

3.2.5 Nanosensor de piruvato Pyronic

Los nansosensores basado en FRET codificados genéticamente se basan en dos
proteinas fluorescentes unidas por un factor transcripcional (Figura 2A), donde una
de estas proteinas es encargada de donar energia y la otra puede aceptarla,
haciendo lo que se conoce como FRET al exponerlas al metabolito en cuestion.

En esta tesis se uso Pyronic para medir piruvato intracelular.
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Laconic

Figura 2. Nanosensores codificados genéticamente basados en FRET. A.
Disefio del sensor: el regulador transcripcional PdhR se encuentra intercalado entre
las proteinas fluorescentes mTFP (donante FRET) (equivalente a la proteina cian en
el esquema) y Venus (aceptora FRET) (equivalente a la proteina amarilla en el
esquema) con péptidos sintéticos que separan las proteinas. B. Expresion citosélica
del sensor Laconic en astrocitos (barra representa 20 uym). C. Expresion con

distribucion citosélica del sensor Pyronic en astrocitos (barra representa 40 um).
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Para obtener los datos, se usan las razones de intensidad de fluorescencia entre
ambas, donde el piruvato produce un aumento en la intensidad de fluorescencia de la
proteina donadora mTFP y una disminucién en la intensidad de fluorescencia de la
proteina aceptora Venus, consistente con un alza de la razén y una disminucion de la
eficiencia FRET. En la figura 2C se puede apreciar un cultivo donde los astrocitos
estan expresando el sensor; especificamente, se ve la expresion citosolica de la

proteina fluorescente Venus.

3.2.6 Condiciones experimentales

3.2.6.1 Microscopia Confocal

Los experimentos de fluorescencia en tiempo real se llevaron a cabo con un
Microscopio Confocal Olympus FV1000 con un laser sélido de 440 nm a temperatura
ambiente (22-25°C), donde los cultivos primarios fueron expuestos a distintas
soluciones salinas gasificadas (95% O, y 5% CO;) conteniendo las distintas
concentraciones de piruvato, potasio o inhibidores a través de un sistema de
perfusiéon (Figura 3). La fluorescencia fue medida en regiones de interés (Regions of
Interest; ROIs) ubicadas sobre las células y un background (ruido de fondo) que
luego es restado para hacer los andlisis. Todas las mediciones fueron realizadas con
el objetivo de inmersion en agua de 20X con una apertura numeérica (N.A) de 1. Los
datos fueron recolectados en planilla Excel y fueron graficados y analizados en

SigmaPlot.
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Microscopio
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Figura 3. Esquema Setup experimental. Los covers con las células de cultivo son
montados sobre una camara asociada a un sistema de perfusion abierto donde las
células son expuestas a distintas soluciones que luego son eliminadas por una
bomba peristaltica. Los experimentos se realizaron con un microscopio confocal
donde la luz proveniente de una lampara de xenon es difractada y seleccionada por
un monocromador para luego pasar por un primer filtro dicroico (1) reflejando solo la
luz por debajo de los 440 nm. La luz pasa por el objetivo (2) que recibe la emision de
ambas proteinas fluorescentes. Un segundo filtro dicroico (3) separa las sefales para
finalmente pasar a través de los filtros de emision para mTFP (4) y Venus (5). Ambas
seflales son captadas por una camara manejada por un software que entrega un

resultado a tiempo real durante el experimento.
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3.2.6.2 Microscopia de epifluorescencia

Para realizar los experimentos con rifampicina se utiliz6 un microscopio de
epifluorescencia Olympus 1X70 acoplado con una lampara ARC CAIRN, equipado
con un monocromador CAIRN Optoscan, donde la emision de las proteinas
fluorescentes fue capturada por una camara Orca Hamamatsu, bajo el control del
Software AQM Advance 6. La fluorescencia fue medida en regiones de interés
(Regions of Interest; ROIs) ubicadas sobre las células y un background (ruido de
fondo). Todas las mediciones fueron realizadas con el objetivo de inmersion en
aceite de 40X con una apertura numeérica (N.A) de 1,3. La emision de la lampara de
Xenodn pasa a través de un monocromador que selecciona la luz escogida, la que
luego de viajar por una fibra éptica llega hasta el microscopio. Un espejo dicroico
refleja la luz hacia la muestra, permitiendo excitar la proteina sensible a 430 nm, y la
correspondiente transferencia de energia a la proteina aceptora. Finalmente, la
emisién de ambas pasa por el microscopio hasta el optosplit, donde las sefales son
separadas por otros espejos dicroicos y detectadas por la camara Orca y

transformadas digitalmente en el software AQM Advance 6.

3.2.6.3 Protocolo de deprivacion de astrocitos y calibracién del sensor

Para estudiar el transporte de un metabolito es posible descartar su produccion al
dejar las células deprivadas de alguna fuente de carbono, ya sea glucosa, lactato o
piruvato. Por lo tanto, el transporte sera observado al utilizar una solucion buffer que
contenga solo el metabolito en cuestion. Si a esto se le afiaden inhibidores del

transporte es posible aislar el metabolismo, pudiendo calcular tasas de consumo
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gracias a las concentraciones intracelulares entregadas por los sensores como
Pyronic.

Para asegurar aun mas que no habra produccién del metabolito, se debe eliminar la
fuente de glicogeno que poseen los astrocitos. Es por esto que las deprivaciones
deben superar los sesenta minutos. En este caso, los medios de cultivo son
removidos de las placas y se afiade buffer KRH/bicarbonato sin metabolitos por 2
horas en la mayoria de los experimentos realizados.

Con el sensor Pyronic es posible hacer mediciones de la concentracion de piruvato
intracelular al hacer una calibracion previa al experimento (Figura 4). Las células son
expuestas a soluciones con buffer KRH/bicarbonato sin piruvato al comienzo del
experimento y luego se cambia a concentraciones de piruvato que logren saturar al
sensor (2 mM en este caso). Luego se cambia a una solucion de referencia lo
suficientemente alta en piruvato para poder hacer visibles los cambios que ocurran
en la célula. En este caso la solucion de referencia consistio en 400 uM piruvato.
Todos los inhibidores utilizados en los experimentos realizados fueron preparados en
esta solucion de referencia. Cuando las células alcanzaron un estado estacionario se

agregaron las demas soluciones y luego se espero a que se recuperaran.

3.2.7 Analisis estadistico

Los datos son presentados como promedio + error estandar (S.E.M). Para los
analisis estadisticos se utiliz el programa SigmaPlot 11,0.

Para comparar el efecto de intervenciones sobre los niveles de piruvato en una
misma célula se utilizé la prueba de t-Student pareada. Se consideré significativo un

p <0,05.
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Figura 4. Calibracion del nanosensor Pyronic. Se aprecia la razén de
fluorescencia entre las proteinas mTFP y Venus al hacer pulsos con distintas
concentraciones de piruvato extracelular: 0 mM, seguido de 2 mM y 0,4 mM piruvato
(nueva solucion referencia). El trazado superior representa las concentraciones de

piruvato en la solucion.
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4. RESULTADOS

La glucosa entra a los astrocitos por los transportadores GLUT y luego es
metabolizada por la glicélisis hasta piruvato, monocarboxilato que puede ingresar a la
mitocondria, reducirse a lactato, o salir por el MCT (Figura 1). Como primer paso
para la caracterizacion del transporte de piruvato en astrocitos se evaluo la expresion
de MCT1 y MCT4, las dos isoformas del cotransportador de monocarboxilatos que

han sido descritas en astrocitos.

4.1 Caracterizacion de los cotransportadores de monocarboxilatos en cultivo
mixto mediante gPCR y Western blot

Los MCTs son transportadores de amplia especificidad que transportan un
monocarboxilato junto con un proton. Se realiz6 un analisis de RNA mensajero para
observar sus niveles en cultivo mixto y en astrocitos subcultivados. Para esto se us6
una metodologia no cuantitativa pero comparativa entre ambas muestras que
entregan un valor en cambios de expresién en cuanto a veces de aumento o
disminucién, normalizado a ciclofilina, un gen de expresion constitutiva. Se uso el
cultivo mixto como la muestra control, ya que posee ambos tipos celulares, neuronas
y astrocitos y los astrocitos como la muestra de interés.

Los resultados obtenidos indican que los astrocitos subcultivados expresan 2 veces
mas Mctl y 2,4 veces mas Mct4 que el cultivo mixto p < 0,05 (Figura 5). Esto es
indicativo que ambos cultivos celulares presentan el mensajero para poder expresar
la proteina correspondiente y que probablemente sélo los astrocitos del cultivo mixto

y no las neuronas lo presentan.
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Figura 5. Expresion de Mctl y Mct4 en cultivo mixto y en astrocitos. En AyenB
los datos de gPCR de los niveles relativos de Mctl y Mct4, respectivamente,
normalizados con ciclofilina para el cultivo mixto de neuronas y astrocitos y para el
cultivo puro de astrocitos. Las barras representan el promedio de los valores

obtenidos y el error estandar (S.E.M) (n=3) (* p < 0,05).
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Luego se realizo el analisis de la expresion proteica de los MCTs mediante la técnica
Western blot en cultivos mixtos de astrocitos y neuronas. Como control positivo se
utilizé el tejido cerebral de corteza de un raton adulto y como control de carga se uso
la proteina constitutiva B-actina para realizar cuantificaciones relativas. En la figura 6
se aprecia que ambos MCTs se encuentran expresados en los cultivos mixtos
utilizados en el laboratorio. Al hacer el anélisis comparativo se ve que la expresion de
MCT1 no varia entre la corteza y el cultivo (Figura 6A), sin embargo MCT4 en el
cultivo se ve significativamente disminuido (Figura 6B). En este caso, este resultado
es esperado debido a que se esta trabajando con el tejido propiamente tal, por lo que
se estan analizando las expresiones de los MCTs que se encuentran in vivo en
astrocitos de corteza. Hay estudios que indican que la expresion de MCT4 puede ser
inducida con 6xido nitrico, molécula liberada por las neuronas (Marcillac et al., 2011).
Sin embargo nuestros cultivos mixtos presentan este cotransportador, aunque sea en
menor proporcién, sin necesidad de induccion. Este resultado y el anterior indican la
presencia de ambos MCTs en los cultivos mixtos de neuronas y astrocitos.

Dado que las neuronas expresan la isoforma MCT2 es posible adscribir la proteina

MCT1 y MCT4 a los astrocitos.

4.2 Efecto modulador de alzas de potasio sobre lactato

Resultados obtenidos en el laboratorio indican que potasio extracelular tiene un
efecto sobre el transporte de lactato de astrocitos cocultivados con neuronas (en
condiciones cercanas a las fisiologicas de 2 mM glucosa y 1 mM lactato), viéndose
una caida aguda de su nivel en los astrocitos. Para comenzar, se decidio estudiar lo

gue ocurre con el piruvato en estas condiciones.
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Figura 6. Expresion de MCT1 y MCT4 en astrocitos de corteza cerebral y de
cultivo mixto. En A Western blots representativos de MCT1 en C (Corteza) y en CM
(Cultivo Mixto), abajo el promedio de los datos normalizados con -actina y luego a la
Corteza. En B Western blots representativos de MCT4. Cada carril contenia 20 ug de
proteina. Las imagenes fueron cuantificadas con ImageJ. Las barras representan el

promedio de los valores obtenidos y el error estandar (S.E.M) (n=3) (*p < 0,05).
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En la figura 7 se muestran los resultados obtenidos con los nanosensores Laconic y
Pyronic al exponer las células a alzas de potasio (desde 3 a 12 mM K*). En ambos
casos se comienza con una linea base que es indicativa del estado estacionario de la
célula y luego se hace un cambio de solucion a alto potasio. En la figura 7A se
observa que lactato disminuye agudamente en presencia de alto potasio, indicando
su posible exportacion de la célula. En el caso de piruvato, el efecto de potasio
provoca una pequefia alza en sus niveles intracelulares (Figura 7B), quedando en
cuestién qué ocurre con este metabolito. Se sabe que alzas de potasio potencian la
glicdlisis, sin embargo lactato disminuyé y experimentos realizados en el laboratorio
sugieren la presencia de un canal en el astrocito capaz de expulsar lactato.

Para poder eliminar el efecto confuso de la mayor produccion glicolitica de piruvato
en células estimuladas por potasio, se procedié a efectuar experimentos en células
incubadas en un medio sin glucosa por al menos una hora. En estas condiciones las
células no pueden generar piruvato a partir de glucosa ni a partir de glicbgeno, pues
los depoésitos de éste ultimo desaparecen luego de 60 minutos de incubacion sin
glucosa ni otra fuente de carbono (Dringen et al., 1993) (Ver materiales y métodos

3.2.6.3).

4.3 Mediciones de piruvato en células deprivadas de glucosa

Para evaluar la permeabilidad a piruvato en células deprivadas de glucosa y
glicogeno, los cultivos fueron incubados con 0,4 mM piruvato como unica fuente
energetica, estableciéndose un estado estacionario en el cual el nivel de piruvato
intracelular es estable. Bajo estas condiciones la concentracion intracelular de

piruvato se convierte en un sensible indicador de la permeabilidad a piruvato.
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Figura 7. Efecto del aumento de potasio extracelular sobre lactato y piruvato
astrocitario en condiciones fisiologicas de 2 mM glucosa y 1 mM lactato. A.

Gréafico promedio de 72 células expuestas a alzas de potasio (n=7). (Sotelo-
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Hitschfeld et al., 2015) B. Efecto de alzas de potasio sobre el flujo de piruvato
intracelular de 61 astrocitos (n=3). En el eje y la razon indicativa del nivel de lactato o
piruvato intracelular detectado por los nanosensores Laconic y Pyronic,

respectivamente.
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4.3.1 Efecto inhibitorio parcial de AR-C155858

Para evaluar el papel de los MCTs en la permeacion de piruvato se utilizd6 AR-
C155858, compuesto que inhibe MCT1 y MCT2, pero no MCT4 (Ovens et al., 2010).
Como se muestra en la figura 8, AR produjo una caida baja pero significativa en los
niveles intracelulares de piruvato; resultado consistente con un papel para el MCT1
en la permeacion de piruvato. Sin embargo la concentracion intracelular no llegé a
cero en los primeros minutos de agregada la droga, lo que revela la presencia de una
permeabilidad paralela insensible a AR. En la figura 8D se aprecia el grafico de 32
células de 3 experimentos realizados con el inhibidor donde se vio consumo
mitocondrial de piruvato en todas ellas, ya que los niveles disminuyeron
significativamente (p < 0,05).

Habiendo hecho las calibraciones en cada experimento, es posible calcular la
concentracion intracelular de piruvato. Al usar una ecuacion que incluye valores
como la constante de afinidad por piruvato (107 uM) del sensor, junto con el rango
dindmico alcanzado en saturacion (San Martin et al., 2014) se logra obtener el valor
de la concentracion intracelular de piruvato en el tiempo. Teniendo los valores de
concentracion es posible calcular la tasa de consumo de piruvato al agregar el
inhibidor AR. Luego de analizar los datos de los 3 experimentos realizados, se

obtuvo un valor de tasa de consumo de 0,29 uM/s (Figura 9).

Dado que el efecto de AR sobre la permeabilidad a piruvato fue parcial, este valor
representa un subestimado de la tasa de consumo mitocondrial de piruvato. Como se
esperaba un valor de la tasa mas alto se decidio estudiar si las alzas de potasio

extracelular tenian algun efecto sobre la entrada basal de piruvato.
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astrocitarios en ausencia de glucosa. A. Esquema representativo de la inhibicion

de la entrada de piruvato al astrocito con AR. B. Grafico representativo de una célula
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expuesta a una solucion referencia en ausencia y presencia de 1 uM AR-C155858.
La flecha indica el nivel del cero piruvato. C. Grafico resumen normalizado al control
de la disminucién de los niveles de piruvato (32 células, n=3) Las barras representan
el promedio de los valores obtenidos y el error estandar (S.E.M). D. Gréfico indicativo
de los niveles de piruvato de 32 astrocitos en ausencia (control) y presencia del

inhibidor. (* p < 0.05)
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Figura 9. Tasa de consumo de piruvato astrocitario con AR-C155858. Variacion
de la concentracion intracelular de piruvato en presencia de AR (32 células, n=3). La

linea azul es indicativa de la tasa de consumo de piruvato que equivale a 0,29 uyM/s.
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4.3.2 Efecto de alzas de potasio sobre astrocitos en reposo

Habiendo demostrado permeacion de piruvato a través de MCTs, se procedié a
evaluar el posible efecto modulador de potasio sobre el transporte de piruvato. En
primer lugar las células fueron sometidas a alto potasio en ausencia del inhibidor de
MCTs, observandose un aumento significativo del piruvato intracelular (Figura 10).
Como bajo estas condiciones se ha eliminado el posible efecto confuso de la
produccion glicolitica de piruvato, podemos concluir que el aumento de potasio es
probablemente debido a un aumento de la permeabilidad astrocitaria a piruvato. Esta
alza observada fue reversible, ya que las células volvieron rapidamente a su estado
estacionario al restaurar el nivel de potasio. Al hacer el analisis estadistico del
aumento obtenido se vio que éste fue significativo (p < 0,05). En la figura 10B se
puede ver un resumen de las alzas obtenidas en 122 astrocitos tras la exposicion a
alto potasio y la reversibilidad de este efecto. Esta alza de piruvato observada se
repiti6 en todos los experimentos realizados, variando soélo el nivel maximo
alcanzado. Con esta informacion, no es posible descartar una inhibicién de la
captaciéon mitocondrial de piruvato, sin embargo experimentos de nuestro laboratorio
disefiados especificamente para evaluar la funcion mitocondrial demostraron que la
exposicion a alto potasio aumenta la produccion mitocondrial de ATP en astrocitos
(Fernandez-Moncada, resultados sin publicar). Podemos concluir que el aumento de
piruvato inducido por potasio se debe a un aumento de la permeabilidad de la
membrana plasmatica a piruvato y no a una falla mitocondrial.

Para investigar si el putativo aumento de la permeabilidad a piruvato dependiente de
alzas de potasio es mediado por MCT1 se decidié estimular con potasio en presencia

de AR.
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intracelular de 122 astrocitos (n= 9) en estado estacionario antes de agregar alzas de
potasio (Control A), a finales de la exposicion a alto potasio (12 mM K) y luego
nuevamente en ausencia de alto potasio, en el nuevo estado estacionario (Control D)
Las barras representan el promedio de los valores obtenidos y el error estandar

(S.E.M) (* p < 0,05).
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Los resultados revelan variabilidad en las respuestas. En algunas células hubo una
ligera alza (Figura 11A), en otras los niveles se mantuvieron (Figura 11B) mientras
gue en otras siguieron disminuyendo (Figura 11C). En la figura 11D se graficaron
todas las respuestas obtenidas en alto potasio en presencia del inhibidor. Esto es
indicativo que en algunos casos se logré activar una permeabilidad que es insensible
a AR. Con este resultado se puede concluir que en una fraccién de los astrocitos el
potasio estimula la permeabilidad a piruvato independientemente de MCT1.

Luego de analizados estos resultados, se buscéd cual podria ser el posible medio
involucrado en la entrada de piruvato en los astrocitos. Como MCT4 no posee un
inhibidor especifico hasta la fecha, no es posible descartarlo completamente, sin
embargo su K, permite suponer que no esta participando activamente, por lo que se

buscaron otras posibilidades.

4.3.3 Diversos efectos de CBX y probenecid sobre astrocitos deprivados

En busca de posibles vias alternativas a los MCTs para la permeacion de piruvato en
astrocitos, se evalué la posible participacibn de panexinas y hemicanales de
conexinas. Estos son canales de alta conductancia que permiten el paso de iones y
metabolitos hasta 1000 Da (Giaume et al., 2013). Aunque el papel fisiol6gico de
estos canales esta en discusion, un estudio reciente demostré que la actividad de
panexinas en astrocitos aumenta en presencia de 10 mM potasio (Scemes y Spray,
2012).

Para estudiar su posible rol participativo en el transporte de piruvato se realizé el
mismo protocolo de inhibicion realizado previamente, incluyendo los controles que

implican las alzas de piruvato con alto potasio.
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Figura 11. Efecto modulador de alto potasio en presencia de AR. A, B y C.
Gréficos de células representativas que muestra los niveles de piruvato intracelular al
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donde esta el cero piruvato. D. Grafico de distribucién normalizado al punto de inicio

de alzas de potasio en presencia de AR.
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Es sabido que probenecid a concentraciones de 1 mM es capaz de inhibir panexinas
y carbenoxolona (CBX) 100 yM es capaz de inhibir hemicanales de conexinas y
panexinas, ya que es una droga inespecifica.

CBX aumento los niveles basales de piruvato intracelular, sin embargo el efecto en
alto potasio fue variado, viendose aumento (Figura 12A) y disminucion de los niveles
intracelulares de piruvato (Figura 12B). Probenecid tuvo un efecto rapido llevando el
piruvato intracelular a niveles cercanos a cero en algunos experimentos (Figura 12C),
sin embargo en otros no se logré este efecto (Figura 12D).

Al lavar ambas drogas con solucién de referencia se observé nuevamente el efecto
con las alzas de potasio, quedando en evidencia que ambas drogas son reversibles.
Al momento de hacer experimentos con ambas drogas en conjunto las respuestas
obtenidas en alto potasio también fueron variadas, viéndose disminuciones en los
niveles basales parecidas a las obtenidas con probenecid en reposo, y bajo
activacion se vieron respuestas invertidas, llegando en algunos casos los niveles de

piruvato al nivel basal (Figura 12A) y en otros llevandolos cerca de cero (Figura 12B).

4.3.4 Carbenoxolona aumenta los niveles de piruvato en astrocitos

Al analizar en profundidad los efectos que tuvo CBX sobre el nivel intracelular de
piruvato se observé un aumento significativo (Figura 13). Gran parte de los astrocitos
analizados subieron su piruvato intracelular mientras otros lo mantuvieron, no
logrando disminuirlos en ningun caso por si solo. CBX en conjunto con probenecid
tuvo un efecto mas potente. El efecto de ambos en presencia de alto potasio fue

opuesto en varios experimentos mostrandose dos de ellos en la figura 12A y B.
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probenecid y carbenoxolona en conjunto y alzas de potasio (12 y 13 células
respectivamente). C y D. Promedio y error de los niveles de piruvato intracelular de
astrocitos en presencia y ausencia de probenecid, carbenoxolona y alzas de potasio
de un experimento (16 y 13 células respectivamente). Inicio de cada experimento en

cero piruvato seguido de calibracidon del sensor.
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Figura 13. Carbenoxolona aumenta los niveles de piruvato astrocitarios. A.
Niveles intracelulares de piruvato en presencia y ausencia de CBX de un astrocito
representativo. La flecha indica el nivel del cero piruvato. B. Grafico resumen

normalizado al control de 55 astrocitos (n=4). C. Grafico de 55 astrocitos en
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presencia y ausencia de CBX. Las barras representan el promedio de los valores

obtenidos y el error estandar (S.E.M) (* p < 0,05).
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4.3.5 Efecto inhibitorio de probenecid

En la figura 14A se muestra una célula donde probenecid logré llevar los niveles de
piruvato cercanos al cero. Al hacer el andlisis estadistico de 5 experimentos donde
probenecid tuvo efectos pronunciados se vio que la disminucion fue significativa con
respecto al control con un p < 0,05 (Figura 14B). La caida en los niveles de piruvato
de 43 células en ausencia y presencia de probenecid se observan en la figura 14C.
En la figura 14D se aprecia la tasa de consumo de piruvato al agregar probenecid,
obteniéndose un valor de 2,12 yM/s.

Debido a esta variabilidad observada y a que las células no respondieran a CBX de
igual forma que probenecid se descarta el posible rol de hemicanales en la entrada
basal de piruvato al astrocito, por lo tanto se buscé otra forma de inhibir esta entrada
basal y la respuesta a alzas de potasio. Como probenecid es una droga que posee
mas de un uso se buscaron sus otros posibles blancos ademas de las panexinas.
Estudios indican que es blanco de las proteinas resistentes a multidrogas (MRP) y
también puede inhibir a los transportadores de aniones organicos (OATS) y a algunos

polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATPS).

4.3.6 Rifampicina no disminuye los niveles astrocitarios de piruvato

Un inhibidor que tiene efectos sobre los OATPs pero no tiene efecto sobre los OAT
es la rifampicina. El uso de 100 uM de esta droga inhibe eficientemente a los OATPs
(Schnell et al., 2012). Al realizar los experimentos con esta droga se observo que los

niveles de piruvato aumentaron en todas las células (Figura 15).
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al control. C. Grafico representativo de 43 células (n=5) D. Tasa de consumo de
piruvato en presencia de probenecid. Las barras representan el promedio de los

valores obtenidos y el error estandar (S.E.M) (*p < 0,05)
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Este resultado indica que probablemente probenecid estaria actuando sobre los
OATs y no sobre los OATPs, ya que rifampicina (inhibidor de OATPSs) no disminuy6

los niveles basales de piruvato.

4.4 Mediciones en condiciones fisiolégicas

Todos los experimentos realizados con los inhibidores implicaron incubaciones largas
sin glucosa, ni lactato, ni piruvato en los cultivos mixtos de neuronas y astrocitos. Al
ser esta una condicion anormal en el aspecto fisioldgico, se realizaron experimentos
en soluciones con 2mM glucosa, 1 mM lactato y 0,05 mM piruvato (a menos que sea
indicada otra concentracion de piruvato) y sin deprivacion previa para comprobar si el

efecto se observa de igual forma.

4.4.1 Probenecid también tiene efectos sobre el transporte de piruvato en
células mantenidas en condiciones fisioldgicas

Las respuestas obtenidas fueron similares a las obtenidas anteriormente, pero en
menor grado.

Probenecid tiene efectos sobre el ingreso basal del piruvato, haciendo que éste
disminuya sus niveles incluso cerca de cero. En la figura 16 se aprecia un
experimento donde se aplicaron soluciones con probenecid a distintas
concentraciones de piruvato en la solucion de referencia. A medida que se aumento
la concentracion de piruvato extracelular, la respuesta de probenecid aumenté
también, sugiriendo que esta respuesta se obtiene en presencia de piruvato y es

dependiente de la concentracion; a mayor piruvato, mayor efecto.
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se varid la concentracion de piruvato. La linea superior indica las concentraciones de
piruvato; R1 contiene 0,05, R2 0,1 y R3 0,2 mM piruvato B. Grafico representativo de
los niveles de piruvato de 11 células (n=1) alcanzados en todas las soluciones
utilizadas en A. Las R representan las soluciones de referencia y las P el uso de
probenecid 1 mM, las A indican antes de probenecid y las D indican después de
probenecid. Las barras representan el promedio de los valores obtenidos y el error

estandar (S.E.M)
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En la figura 16B se muestra el grafico promedio de los niveles de piruvato de las 11
células del experimento. Todas ellas bajaron sus niveles intracelulares de piruvato en
presencia de probenecid y reconstituyeron sus niveles al quitar la droga.

Luego de este resultado se analizaron los efectos de probenecid pero esta vez junto

con el inhibidor utilizado previamente, AR.

4.4.2 Probenecid y AR-C155858 no inhiben el ingreso de piruvato basal al
astrocito en condiciones fisiologicas

Al ver que probenecid disminuye los niveles de piruvato en astrocitos en condiciones
fisiolégicas se quiso investigar si al hacer pulsos de piruvato de concentraciones mas
altas (0,2 mM) se veia inhibicion del transporte. En la figura 17 se observa un
experimento donde se hicieron pulsos de piruvato en presencia y ausencia de
probenecid. Los niveles de piruvato aumentaron en presencia de probenecid, lo que
es indicativo de una permeabilidad insensible a esta droga al aumentar los niveles
extracelulares de piruvato. Luego, en la segunda parte del experimento se usé el
inhibidor de MCT1, AR-C155858, junto con probenecid. Los resultados obtenidos
indican que probenecid y AR no inhiben la entrada de piruvato basal, es mas, AR
parece inhibir el efecto de probenecid ya que se observan alzas de los niveles
previos al pulso final de piruvato. En alto piruvato los niveles siguieron aumentando a
pesar de la presencia de probenecid y AR.

Al parecer, al tener inhibidas las nuevas permeabilidades encontradas en este

trabajo y agregar piruvato en altas concentraciones se puede apreciar la posible
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participacion de MCT4, el transportador que no es inhibible por AR y que presenta

baja afinidad por piruvato.
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Figura 17. Efecto de probenecid y AR-C155858 sobre los niveles de piruvato
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referencia.
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5. DISCUSION

5.1 Astrocitos de cultivo primario expresan ambas isoformas de MCT

Los astrocitos de los cultivos primarios y subcultivados expresan los genes de ambos
MCTs descritos en la literatura, Mctl y Mct4. Como la técnica utilizada normaliza los
datos con un gen de expresidn constitutivo, en este caso ciclofinilina, los cultivos
puros de astrocitos deberian presentar mayores niveles de estos MCTs, ya que los
cultivos mixtos contienen neuronas y si ellas no poseen estos mensajeros deberian
presentar menor expresion al momento de evaluarlo, ya que se esta normalizando
con el total de ciclofilina en ambos tipos celulares. Por lo tanto se concluye que solo
los astrocitos presentan estos MCTs, ya que neuronas expresan principalmente
MCT2. En relacién a la expresion de proteina observada, solo la obtencion de MCT1
era esperable en nuestros cultivos, ya que se ha visto en la literatura que MCT4 es
una proteina que se expresa in vivo, pero que es posible inducirla con 6xido nitrico,
molécula liberada por las neuronas o en hipoxia. Que nuestros cultivos presenten
este MCT es algo novedoso, ya que se obtuvo su expresion sin inducirla. Por lo
tanto, con estos resultados podemos afirmar que los astrocitos de cultivos mixtos
usados en nuestro laboratorio presentan ambos MCTs, lo que valida la posible
entrada o salida de monocarboxilatos a través de ellos. Sin embargo la técnica
Western blot no discrimina la localizacion de la proteina, quedando en duda si estos
cotransportadores se encuentran en la membrana plasmatica y mas aun si se
encuentran en su estado funcional.

Es posible que haya localizacion subcelular de los MCTs, sin embargo hasta la fecha

s6lo se ha reportado la presencia de MCT1 en mitocondrias de neuronas por medio
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de inmunofluorescencia (Hashimoto et al., 2008). Es posible que la proteina
observada en el Western blot también incluya MCT1 de neuronas del cultivo mixto,
sin embargo esto ha sido muy poco descrito, y se asume que la mayor cantidad de
MCT1 se encuentra en los astrocitos gracias a la literatura, que apunta a que éstos

presentan este MCT.

5.2 Alzas de potasio aumentan los niveles de piruvato en astrocitos deprivados
y sin deprivar

Las alzas de potasio extracelular, a niveles de activacion neuronal, producen un alza
de piruvato intracelular medido con el nanosensor Pyronic en astrocitos incubados
con y sin glucosa. Como se habia visto en estudios anteriores realizados en el
laboratorio, potasio es capaz de activar la glicdlisis, por lo que alzas en los niveles de
piruvato y lactato eran esperables, sin embargo lactato disminuyd, lo que llevé al
descubrimiento de un nuevo canal capaz de liberar el lactato al medio. Visto esto, la
posibilidad de una permeabilidad alternativa para piruvato resultd interesante de
estudiar.

Para comenzar este estudio, se decidi6 analizar el transporte de piruvato en los
astrocitos cocultivados con neuronas en condiciones no fisioldgicas sin posibilidad de
metabolizar glucosa o lactato como fuente de piruvato. Se usaron soluciones con
suficiente piruvato en el medio extracelular (0,4 mM) para poder diferenciar los
efectos obtenidos y poder analizar la permeabilidad del astrocito hacia este
monocarboxilato. Con esta estrategia se pudo asegurar que alzas de potasio
extracelular fueron capaces de aumentar el flujo basal de piruvato en astrocitos (122

células de 9 experimentos), sugiriendo que los MCTs son activables o que existe una
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permeabilidad nueva que permite el ingreso de piruvato al astrocito. Para comprobar
si los MCTs estan involucrados en esta respuesta, se utilizé un inhibidor del
cotransportador MCT1, AR-C155858 1 uM (Ovens et al., 2010). Los experimentos
muestran una caida en los niveles de piruvato con una tasa de consumo de piruvato
de 0,29 uM/s. Como este inhibidor no es especifico para MCT4, se puede postular
gue piruvato estaria entrando a través de él, mientras MCT1 esta inhibido, sin
embargo esta isoforma posee una afinidad muy baja por piruvato. Cuando se
agregaron concentraciones altas de potasio en presencia de AR, los niveles de
piruvato dejaron de disminuir en algunos casos y en otros incluso se vieron alzas.
Esta inconsistencia en la respuesta obtenida abre alun mas la posibilidad de la
existencia de una permeabilidad que es insensible a AR y que si es sensible a las
alzas de potasio. Es por esto que se estudiaron otras posibles permeabilidades en el

astrocito.

5.3 Conexinas y panexinas

Algunos candidatos capaces de ingresar moléculas a las células y que podrian
responder a activacion neuronal son los canales de panexinas y hemicanales de
conexinas.

Como se ha mencionado anteriormente, las células gliales interactian fuertemente
con las neuronas tanto fisiolégica como patolégicamente. Una caracteristica tipica de
las células gliales es su alto nivel de expresién de conexinas (Cxs) que forman gap
junction. Los gap junction proporcionan la base para una comunicacién Unica y
directa de célula a célula, mientras que los hemicanales de Cxs permiten el

intercambio de iones y moléculas de sefalizacion entre el citoplasma y el medio



63

extracelular, apoyando asi la absorcidon y liberacion de metabolitos. Existe ademas
otra familia de proteinas, denominadas panexinas (Panxs) que forman los canales de
membrana multiméricos que presentan farmacologia algo solapada con la de los
hemicanales de Cxs. Tal dualidad ha dado lugar a varias controversias en la
literatura en relacion a la identificacion de los componentes moleculares de los
canales (Cxs frente Panxs) en células gliales (Giaume et al., 2013).

Se ha reportado que potasio es capaz de modular la comunicacion entre astrocitos
por medio de los gap junctions, ya que éste ingresa al astrocito y es transportado por
el sincitio (Scemes y Spray, 2012). Estudios han demostrado que alzas de potasio
extracelular tienen un efecto sobre canales de panexinas, viéndose en cultivos
mixtos de astrocitos y neuronas que las alzas de potasio extracelular activan estos
canales de Pxs, produciendo permeabilidad hacia algunas moléculas como ATP
(Silverman et al., 2009).

Los efectos observados con probenecid (inhibidor de panexinas) indican un posible
rol de las panexinas en el ingreso de piruvato basal, ya que los niveles de éste se
vieron rapidamente disminuidos en condiciones de control pero no bajo los efectos
de alzas de potasio. La tasa de consumo observada con probenecid resultd ser 7
veces mayor que la tasa obtenida con AR, lo que deja a probenecid como un mejor
inhibidor del transporte de piruvato.

Debido a su similitud estructural, se buscé inhibir los canales de panexinas y
hemicanales de conexinas con altas concentraciones de Cabenoxolona (CBX) (100
MM), ya que esta droga (no especifica) no discrimina entre ellos (Schnell et al., 2012).
Los resultados obtenidos no fueron claros, dando en algunas ocasiones respuestas

inhibitorias al efecto de alto potasio. CBX no tuvo el efecto observado con
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probenecid, sugiriendo que las panexinas no son las involucradas en esta entrada
basal de piruvato. El hecho de que no se haya descrito aun la permeabilidad de
hemicanales hacia moléculas anidnicas hace mas interesante la blusqueda de
buenos inhibidores para poder estudiar el flujo de alguno de ellos (como piruvato) en
astrocitos.

No es menor considerar que hay mas de un tipo de panexinas y conexinas, lo que
hace mas probable su participacion en el transporte en condiciones de activacion,
MAas que en reposo, y al mismo tiempo, mas dificil de inhibir especificamente. El
efecto observado con las alzas de potasio no pudo ser inhibido, lo que deja en duda

la participacion de otros transportadores.

5.4 OAT(P)s

Los transportadores de aniones organicos (OATs) son proteinas transmembrana
expresadas en cerebro, rifién, higado y placenta. Sus funciones incluyen absorcion,
distribucion y excrecion de moléculas de bajo peso molecular como conjugados de
hormonas, aminas y diversas drogas y toxinas que los hacen criticos en la
supervivencia de especies mamiferas (Zhou y You, 2007). Estudios indican que
algunos tipos de OATs, como el OAT tipo 1, son intercambiadores entre aniones
organicos y dicarboxilatos como el a-cetoglutarato, donde el gradiente formado por
éste es mantenido por un cotransportador secundario de sodio y dicarboxilato que
usa la gradiente de sodio mantenida por la bomba de Na'/K*/ATPasa (Roth et al.,
2012).

Otros transportadores encargados del ingreso de un amplio nimero de sustancias a

algunos tipos celulares son los polipéptidos transportadores de aniones organicos
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(OATPSs). EI mecanismo de transporte se mantiene aln en controversia pero se sabe
qgue es independiente de sodio y ATP, sin embargo se desconoce su driving force.
Los OATPs son capaces de transportar aniones organicos en forma bidireccional y
algunos estudios afirman que son intercambiadores electroneutros, sin embargo
parece ser que esas caracteristicas dependen del tejido en donde se encuentren
expresados (Roth et al., 2012).

Es importante sefialar que probenecid, ademas de inhibir panexinas, es capaz de
inhibir otros transportadores como los OATs y algunos OATPs. Para descifrar si
alguno de estos transportadores estaba involucrado en la entrada de piruvato se
buscOd otra droga capaz de inhibir a estos transportadores. Para esto se uso6
rifampicina, una droga coloreada capaz de inhibir s6lo a los OATPs. Las células
deprivadas de glucosa y lactato presentaron un alza en los niveles de piruvato
intracelulares al usar esta droga, por lo que piruvato entro a la célula en condiciones
basales sin lograr una inhibicion.

Estos resultados sugieren que un OAT esté posiblemente involucrado en la entrada
basal de piruvato, ya que los efectos inhibitorios de probenecid también se vieron en
células en condiciones fisiolégicas. De hecho, este resultado es indicativo de que
piruvato esta ingresando al astrocito, ya que al inhibir su entrada con probenecid éste

se metabolizé y no se acumulo.

5.5 Probenecid y AR bajo condiciones fisiolégicas no inhiben la entrada de
piruvato al astrocito al usar altas concentraciones extracelulares de piruvato
Cuando se utilizaron los inhibidores probenecid y AR juntos en condiciones

fisiologicas y se hicieron pulsos de concentraciones altas de piruvato extracelular se
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logré ver un alza en los niveles intracelulares de piruvato. Con este resultado es
posible plantear que existe una permeabilidad que no es sensible ni a probenecid ni
a AR y permite que piruvato entre al astrocito cuando hay aumentos en el piruvato
extracelular.

Como AR-C155858 es un inhibidor especifico de MCT1 y sabemos que nuestros
cultivos expresan ambos MCTs, no podemos descartar el posible rol participativo de

MCT4 a pesar de su baja afinidad por piruvato.

5.6 Conclusiones

Los astrocitos cocultivados con neuronas expresan MCT1 y MCT4. Estos astrocitos
pueden ingresar piruvato por medio de una permeabilidad distinta a MCT1 en
condiciones de deprivacion de glucosa y en condiciones fisioldgicas, ya que al inhibir
con probenecid, se vieron disminuciones en los niveles basales, lo que indica que
piruvato esta ingresando al astrocitos basalmente.

Las alzas de potasio extracelular activan otra permeabilidad insensible a AR y a
probenecid. Con estos resultados, la hipétesis planteada no se puede rechazar por
completo debido a la posible participacion de MCT4 bajo condiciones de estimulacion
y se concluye que astrocitos de cultivo primario presentan mas de una via de
permeacion a piruvato en reposo y bajo activacion por potasio, lo que representa un
descubrimiento, ya que soOlo se ha descrito a los MCTs como transportadores

involucrados con la entrada/salida de este monocarboxilato.
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5.7 Proyecciones

Un estudio realizado en astrocitos en slices de hipocampo de raton demostré que
una sonda llamada Sulforodamina 101 (SR101) los marcaba eficientemente y su
entrada podia ser inhibida con sustratos de OATs y OATPs, dejando en evidencia
gue los astrocitos presentan estos transportadores y que participan activamente en el
ingreso de sustancias. Se hace trascendental el uso de un inhibidor especifico de los
OATSs para poder analizar su posible rol en la entrada basal de piruvato al astrocito.
Con respecto a las alzas de los niveles de piruvato observadas con alto potasio,
gueda por dilucidar la permeabilidad involucrada, ya que con estos experimentos se
puede proponer que es independiente a la entrada basal y que los altos niveles de
piruvato observados no estarian involucrados con una inhibicion mitocondrial. Se

espera realizar mas experimentos con nuevos inhibidores.
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