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1. RESUMEN
El sistema nervioso central da cuenta de un 20% del consumo de glucosa en
reposo, determinado principalmente por las neuronas, que consumen adenosin
trifosfato (ATP) para el restablecimiento de los gradientes electroquimicos disipados por
la actividad sinaptica. Se acepta que la produccién de ATP por la fosforilacion oxidativa
a nivel mitocondrial, satisface la mayor parte de los requerimientos energéticos de la
neurona, tanto en condiciones de reposo, como en actividad.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la modulacion de la actividad
metabdlica mitocondrial durante la actividad glutamatérgica en cultivos primarios de
neuronas hipocampales, utilizando nanosensores codificados genéticamente que miden
los niveles citoplasmaticos de piruvato, produccién de ATP y ATP/ADP, en conjunto con
sondas para medir el calcio (Ca*?) y el potencial de membrana mitocondrial (Aym).

Los resultados mostraron que los cultivos neuronales responden tanto a
glutamato exdégeno como a glutamato enddégeno (mediante el bloqueador de los
receptores GABA, bicuculina) con aumentos del calcio citosdlico, pero, solo el
glutamato exdégeno pudo aumentar el consumo mitocondrial de piruvato y despolarizar
la mitocondria. Paralelamente, se observaron caidas del ATP citosélico en respuesta
tanto a glutamato, como a bicuculina.

En conclusion, el presente estudio sugiere que el metabolismo mitocondrial

responderia en forma distinta a glutamato exégeno y al glutamato enddgeno.



1.1 SUMMARY
The central nervous system accounts for 20% of glucose consumption at rest,
determined primarily by neurons, which consume adenosine triphosphate (ATP) for the
restoration of electrochemical gradients dissipated by synaptic activity. It is accepted
that the production of ATP by oxidative phosphorylation at the mitocondrial level,

satisfies most of the energy requirements of the neuron, both at rest and in activity.

The aim of this study was to characterize the modulation of mitochondrial
metabolic activity during glutamatergic activity in primary cultures of hippocampal
neurons, using genetically encoded nanosensors that measure the cytoplasmic levels of
pyruvate, ATP and ATP / ADP, together with probes to measure calcium (Ca*?) and

mitochondrial membrane potential (Aym).

The results showed that neuronal cultures respond to both exogenous glutamate
as endogenous glutamate (by the blocking of GABA receptors, by bicuculline) with
increases in cytosolic calcium but only exogenous glutamate could increase the
mitochondrial consumption of pyruvate and depolarize mitocondria. Similarly, were

observe falls of cytosolic ATP in response to both glutamate, as bicuculline.

In conclusion, this study suggests that mitochondrial metabolism responds differently

to exogenous and endogenous glutamate.



2. INTRODUCCION

El funcionamiento del metabolismo cerebral ha perdurado como una de las grandes
interrogantes para la ciencia, producto de la alta complejidad de los procesos que se
encargan de integrar la informacion presente en el ambiente celular préximo y
periférico.

Se ha definido que nuestro cerebro consume un 20% del gasto energético corporal,
aun cuando éste sélo constituye un 2% del peso del individuo. El principal responsable
de esta alta demanda energética es la neurona, la que requiere 3,4x10® ATP/s en
contraste con astrocitos donde disminuye a 1x10® ATP/s. Las causas recaen en el
potencial de accion y en los potenciales post sinapticos, observando valores de 15,4
x10® ATP/s y 13,0 x10® ATP/s, respectivamente, correspondiendo al 47% y 34% de la
demanda total. En ambos casos, la restauracién del gradiente de iones por la bomba
Na*/K" es el motivo de este costoso gasto de energia. (Attwell y Laughlin, 2001). Estos
antecedentes demuestran la importancia de la regulacion del metabolismo energético

en el funcionamiento del sistema nervioso central.

2.1 Sinapsis.

La comunicacion neuronal es el principal mecanismo para la transmision e
integracion de la informacion en nuestro sistema nervioso central y periferico, siendo
definida en regiones celulares identificables, llamadas sinapsis. Segun el tipo de
transmision de la informacion se han descrito sinapsis quimicas y eléctricas.

La sinapsis quimica se establece entre neuronas que se encuentran a 20-30
nanometros (nm) de distancia, transmitiendo el impulso nervioso mediante

neurotransmisores que son liberados por la neurona pre-sinaptica frente a un potencial



de accion y capturados por la neurona post-sinaptica, mediante receptores ionotropicos
(canales ionicos activados por ligando) y receptores metabotrépicos (receptores
acoplados a proteina G). La activacion de estos receptores gatillan diversas
modificaciones que van desde cambios en el potencial de reposo, hasta la traduccion
de genes (Sheng et al, 2011). (Figura 1A)

Por su parte, la sinapsis eléctrica transmite la informacion mediante canales
intercelulares denominados gap junctions (Bennet et al, 2004), formados mediante el
acoplamiento de dos hemicanales de conexina, que unen el citoplasma de la neurona
pre-sinaptica con la neurona post-sinaptica (Goodenough et al, 2009). (Figura 1B). Esta
comunicacion entre ambas células permite el paso bidireccional de las corrientes

electricas y de moléculas como Ca*?, inositol-1,4,5-trifosfato, ATP, entre otras.

2.2 Tono excitatorio e inhibitorio en el sistema nervioso central

La transmision del impulso nervioso se caracteriza por la utilizacion de
neurotransmisores que son los encargados de transmitir la informacion desde la
neurona pre-sinaptica hacia la neurona post sinaptica. Estos se clasifican en dos
categorias relacionados con su actividad global, siendo los excitatorios aquellos que
aumentan la probabilidad de generar un potencial de accion, como el glutamato,
epinefrina y norepinefrina. Por otra parte, los neurotransmisores inhibitorios ejercen una
disminucién de la probabilidad de un potencial de accién, siendo los mas importantes

GABA, glicina y serotonina.
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Figura 1. Las dos modalidades de la transmisién sinaptica.

A) Sinapsis quimica. Gatillada por cambios en el potencial de accion que
desencadenan la despolarizacion de la neurona pre-sinaptica, generando la activaciéon
de los canales de calcio dependientes de voltaje (VGGCs) que permiten la secrecion de
neurotransmisores hacia la hendidura sinaptica. Estas moléculas son reconocidas por
receptores ubicados en la membrana plasmatica de la neurona post-sinaptica,
generando diversos eventos post-sinapticos.

B) Sinapsis eléctrica. Mediada por grupos de canales intercelulares llamados gap
juctions que conectan dos células adyacentes, permitiendo el paso bidireccional del
impulso nervioso, iones , mensajeros intracelulares y pequefios metabolitos. (Adaptado

de Perada et al, 2014)



2.2.1 Transmisién excitatoria mediada por Glutamato.

El Glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso
central, secretado por neuronas piramidales del neocortex e hipocampo (Sheng et al
2007), determinando muchas formas de plasticidad sinaptica implicada en procesos de
aprendizaje y memoria (Kullmann, 2007). Este es capaz de unirse a dos tipos de
receptores, los metabotropicos, (que se encuentran acoplados a proteinas G y que
efectuan una sefalacién intracelular a través de mensajeros secundarios), y receptores
lonotrépicos (que son canales idnicos dependientes de ligando). La activacion de estos
canales conlleva un incremento en la permeabilidad de la membrana celular a cationes
Na*, K" y Ca*? principalmente. Dentro de los canales ionotrépicos se encuentran los
receptores AMPA, NMDA vy Kainato, implicados en procesos de transmision
glutamatérgica rapida, plasticidad neuronal y otros procesos celulares.

La transmision glutamatérgica comienza por la activacion de los canales
ionotropicos dependientes de glutamato y el primero en activarse es el receptor AMPA,
permitiendo principalmente el flujo de iones Na*. La entrada de estos cationes influye en
la reduccion del potencial de membrana de la neurona, permitiendo su despolarizacion,
liberando los iones Mg*2 que se encuentran bloqueando los receptores tipo NMDA. En
conjunto con la entrada de Na® ingresan iones Ca*? y salen de iones K'. La
despolarizacién activa de canales dependientes de voltaje (VGCCs), gatillando el

potencial de accién (Murakoshiy Yasuda, 2012).



2.2.2 Transmisién inhibitoria mediada por GABA.

En mamiferos el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso
central es el acido y-amino butirico (GABA). La sintesis de este neurotransmisor es
ejecutada por la enzima acido glutamico descarboxilasa (GAD), utilizando el glutamato
como sustrato (Ovens et al, 2002). Las neuronas que sintetizan este neurotransmisor
son conocidas como neuronas gabaergicas. A nivel del neocortex y el hipocampo las
interneuronas gabaergicas cumplen un rol en balancear las transmisiones excitatoria
para una funcion estable del cerebro (Cherubini y Conti, 2001).

El mecanismo de accion de GABA ejerce funciones tanto a nivel de la neurona
pre sinaptica como en la post sinaptica, puesto que ambas células expresan receptores
que reconocen el neurotransmisor. Estos receptores son clasificados en receptores
gabaergicos tipo A (r GABA,), que son receptores ionotropicos que permiten el ingreso
de aniones (CI’), y receptores gabaergicos tipo B (r GABAy), que son receptores
metabotropicos acoplados a proteina G. Los receptores gabaergicos tipo “A” al
activarse permiten el flujo al interior de iones CI" produciendo la negatividad del
potencial de membrana que conlleva a la hiperpolarizacion, actuando a nivel de la
neurona post-sinaptica. Mientras que los receptores gabaergicos tipo “B” actuan a nivel
de la neurona pre sinaptica inhibiendo la liberacion de glutamato (Figura 2). A nivel de
la neurona post sinaptica actuan en diferentes blancos como en la apertura de canales
de K" para producir la hiperpolarizacion de la célula, inhibicion de los canales

dependientes de ligando y en la inhibicion de la adenilato ciclasa que regula la
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Figura 2. Esquema de transmisién glutamatérgica y gabaérgica.

Diagrama de las acciones locales de la transmision excitatoria mediada por
glutamato y transmision inhibitoria por GABA. Los receptores ionotrépicos de GABA
tipo “a@” y los receptores metabotropicos de GABA tipo “b” que influencian la entrada de
cationes (Na* y Ca*?) y el potencial de membrana (V,,), mediante la regulacién de los
receptores de glutamato (receptores AMPA y receptores NMDA.) (Adaptado de Higley,

2014)



actividad de PKA, componente importante para la activacion de los receptores NMDA
(Higley, 2014).

Desregulaciones en el balance entre la excitacion e inhibicion estan involucradas
en diversas enfermedades psiquiatricas como esquizofrenia, autismo y epilepsia (Lewis,
2007) (Gollolla et al, 2009). Una molécula que ha permitido estudiar algunas de estas
patologias en modelos in vitro, es la bicuculina (Curtis, 1970). Esta molécula es un
antagonista de los receptores GABA tipo “A”, y que se ha atribuido acciones
convulsionantes, imitando a la epilepsia (McLennan, 1970). Esta propiedad es utilizada
en diversos laboratorios alrededor del mundo en el estudio de la epilepsia en modelos
in vitro, ademas es utilizado para aislar la funcién excitatoria glutamatérgica.

El hipocampo es el principal modelo del estudio de la transmision glutamatérgica y
gabaérgica, debido a que la poblacidn de células nerviosas en el hipocampo es
relativamente simple en comparaciéon con la mayoria de otras regiones del sistema
nervioso central, entre ellas se distinguen las neuronas piramidales glutamatérgicas y

las interneuronas gabaérgicas (Kaech. S y Banker. G, 2006).

2.3 Homeostasis energética cerebral

2.3.1 Uso de energia durante actividad neuronal

El ATP es el nucledtido fundamental para la obtencion de energia a nivel celular.
El cerebro esta sujeto a cambios en los niveles de ATP, principalmente durante la
transmision sinaptica (Attwell y Laughlin, 2001; Hal et al. 2012; Harris et al, 2012). El

consumo de ATP es requerido en gran medida en el bombeo de iones para poder
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mantener el potencial de reposo y equilibrar el gradiente electroquimico. Otras vias que
se utilizan el ATP en menor grado en las vias bioquimicas de la transmisidn sinaptica y
el reciclaje de las vesiculas pre sinapticas (Harris et al, 2012; Engl y Attwell, 2015;
Rangaraju et al., 2014). Se ha estimado su uso a nivel de la corteza cerebral de rata
(Atwell y Laughlin, 2001) y en corteza de humanos (Lennie, 2003) y en procesos

subcelulares de sefializacién en el cerebro (Figura 3).

2.3.2 Metabolismo energético Cerebral.

Se ha descrito que la glucosa es el principal sustrato energético en el cerebro
humano (Sokoloff, 1960) y las vias implicadas en su metabolismo (Figura 4). En
nuestro laboratorio se ha reportado que existe una inhibicién aguda del transporte de
glucosa en neuronas hipocampales al ser expuestas a glutamato (Porras et al, 2004).
Otros grupos postulan que existe un consumo de la glucosa durante la actividad
neuronal pero que su metabolismo esta implicado en las vias de las pentosas fosfato,
via principal de produccion de antioxidante NADPH, y no estaria implicada en la
glicolisis (Herrero-Mendez et al, 2009). Por otra parte los astrocitos, que son el otro gran
grupo celular en el cerebro, aumentarian el consumo de glucosa en presencia de
sefiales neuronales como K* (Sotelo et al, 2015) y aumento de la produccion de lactato
en presencia de NH;" (Lerchundi et al., 2015). Estos antecedentes han llevado a
postular que los diferentes tipos celulares cerebrales poseen perfiles metabdlicos
distintos (Magistretti y Allaman, 2015). Las neuronas poseen un perfil metabolico
oxidativo, mientras que los astrocitos que tienen un perfil metabdlico glicolitico

(Belanger et al., 2011; Hyder et al., 2006; Zhang et al., 2014). Que las neuronas
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Figura 3. Mecanismos de consumo de energia en transmisién glutamatérgica

excitatoria.

A nivel pre sinaptico, el ATP es utilizado por cuatro ATPasas: La bomba Na*/K”,
que expulsa iones Na* generados por el potencial de accion y las corrientes de iones
Ca*?, removido por el intercambiador Na‘*/Ca*? la bomba de Ca*? ubicada en la
membrana plasmatica y en el reticulo endoplasmatico; las bombas de protones (H*) que
permiten la activacion de las vesiculas, en conjunto con las proteinas motor (kinesinas,
dineinas) que mueven las mitocondrias y vesiculas dentro de la célula. En la neurona
post sinaptica el mayor consumo de ATP estd dado por el bombeo de iones (Na* y
Ca'®) que median el potencial de accion y el trafico de mitocondrias, dado
principalmente por las proteinas de transporte. En astrocitos el uso de ATP es para
mantener el potencial de membrana en reposo por la exclusion de los iones Na* que

provienen de la captacion de glutamato. (Adaptado de Harris et al, 2012).
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Figura 4. Esquema representativo del metabolismo de la glicolisis.

La glucosa entra a las células mediante los transportadores de glucosa (GLUTS)
y es fosforilada por la enzima hexoquinasa (HK) para la produccién de glucosa-6-fosfato
(Glucosa-6P). Este sustrato es metabolizado en la glicolisis (1), que finaliza en la
produccion de dos moléculas de piruvato y en la produccion de ATP y NADH. El
piruvato puede entrar a la mitocondria, donde es metabolizado por el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (o también conocido como el ciclo de Krebs) y la fosforilacion
oxidativa (2), produciendo ATP y CO, mientras se consume oxigeno, generandose
entre 30 y 36 moléculas de ATP. En condiciones hipdxicas, el piruvato es reducido a
lactato y este puede ser exportado hacia el espacio extracelular mediante los
transportadores de monocarboxilatos (MCTs) (Adaptado de Magistretti y Allaman,

2015).
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presenten un perfil metabdlico oxidativo hace referencia a la oxidacion completa de
glucosa u otro metabolito, como piruvato o lactato en la mitocondria, resultando en la
produccion de 31 moléculas de ATP por molécula de glucosa (o0 13,5 y 14,5 moléculas
de ATP si los sustratos son monocarboxilatos como piruvato vy lactato,
respectivamente),dependiendo del grado de acoplamiento con la fosforilacion oxidativa.
Los procesos mitocondriales implican el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), la
transferencia de electrones en la cadena respiratoria, consumo de oxigeno y la
produccion de CO, y agua. Mientras que el perfil glicolitico es la formacion de dos
moléculas de ATP a partir de glucosa a piruvato. El lactato también es formado por la
glicolisis. En condiciones de baja concentracion de oxigeno, el piruvato es reducido a
lactato en un proceso que permite la generacion de NAD®, factor esencial para
mantener el flujo glicolitico (Allaman y Magistretti, 2013), aunque también este efecto
puede suceder en condiciones aerébicas (Warburg, 1956). Estas diferencias de perfiles
metabdlicos quedan elucidadas en las diferencias en la tasa de produccién de CO,,
siendo mayores en neuronas a comparacion a los astrocitos. (Hamberger y Hyden.,

1963; Hyden y Lange, 1962).

2.3.3 Metabolismo energético neuronal.

Las neuronas son capaces de obtener ATP a partir del metabolismo, tanto de
glucosa como de lactato (Pellerin et al, 1998) y ambos sustratos son capaces de
mantener la actividad sinaptica y eléctrica (Schurr, 2006). Se ha reportado que los
incrementos de Ca*? en el citosol durante la actividad neuronal estimula la produccion

de ATP mediante el incremento de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria
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(Rangaraju et al, 2014; Chouhan et al., 2012). Estos antecedentes respaldan la
importancia de la mitocondria para la produccion de ATP mediante la fosforilacion
oxidativa y la mantenciéon de la homeostasis energética durante la activad neuronal

(Hall et al., 2012; Magistretti y Allaman, 2015).

2.4 El uso de piruvato como parametro del flujo mitocondrial.

El piruvato es un monocarboxilato, el cual participa en multiples vias metabdlicas
anabolicas y catabdlicas, como el metabolismo aerdbico y anaerdbico de la glucosa,
gluconeogénesis, lipogénesis de novo, sintesis de colesterol y el ciclo de Krebs
(McComimis y Finck, 2015), siendo producido en el citosol. Luego de su sintesis, es
transportado a la matriz mitocondrial, para su metabolizacion (Gray et al., 2014;
McComimis y Finck, 2015). (Figura 5).

En la actualidad existen herramientas fluorescentes genéticamente codificadas
que permiten la medicion del piruvato citoplasmatico, presentando una alta resolucion
espacial de célula unica y una temporalidad de segundos. Una de estas herramientas
es el PYRONIC (Pyruvate Optical Nanosensor from CECs), que es un nanosensor
FRET (Foster resonance energy transfer) codificado genéticamente. Este nanosensor
permite medir transporte, produccion y consumo mitocondrial del piruvato en células
individuales y a alta resolucion temporal (San Martin et al, 2014). Otra herramienta es el
biosensor basado en BRET (Bioluminiscence resonance energy transfer en inglés), que
es basado en la actividad del transportador de piruvato mitocondrial (MPC) (Compan et
al, 2015). Estas tecnologias han permitido elucidar mas sobre la modulacién del

metabolismo energético mitocondrial en procesos celulares rapidos.
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Figura 5. Metabolismo del piruvato.

El piruvato es obtenido mediante la glicolisis o la oxidacién del lactato,
ingresando la matriz mitocondrial para ser metabolizado a través del transportador de
piruvato MPC. En la matriz mitocondrial, este carboxilato puede ser transformado a
acetil-coenzima A (Acetil-coa) o en oxalacetato por la piruvato carboxilasa (PC). Este
ultimo proceso permite reponer los intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA). El oxalacetato puede entrar al TCA o ser exportado hacia el citosol para ser
convertido en fosfoenolpiruvato por la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PPCK) para
poder entrar a la gluconeogénesis. El piruvato también puede ser convertido en alanina

a nivel mitocondrial. (Adaptado de Gray et al, 2014)
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La transmision glutamatérgica es un proceso fundamental para el traspaso de la
informacion a nivel cerebral, aunque es demandante en términos energéticos para las
neuronas, siendo necesaria la generacién de ATP mediante la fosforilacion oxidativa.
Aunque se sabe que la mitocondria es el mayor productor de ATP en neuronas, aun
esta poco dilucidada la modulacion de su actividad durante la transmisidn
glutamatérgica. Considerando el alto gasto energético neuronal requerido para
restablecer el gradiente ionico durante la actividad glutamatérgica y la necesidad de la
actividad mitocondrial para satisfacer estos requerimientos, se plantea la siguiente
hipétesis:

“La actividad excitatoria glutamatérgica agudiza el metabolismo del piruvato

en neuronas hipocampales”.

Objetivo general : Describir el efecto de la neurotransmisién glutamatérgica sobre el

metabolismo del piruvato en neuronas hipocampales.

Objetivos especificos
1.1Realizar mediciones de Ca* citoplasmaticos en los cultivos neuronales
hipocampales en presencia de diferentes moléculas que regulan la actividad
excitatoria neuronal, tales como GABA, glutamato y bicuculina.
1.2Evaluar el efecto de glutamato sobre el metabolismo del piruvato.
1.3Evaluar el efecto de la bicuculina sobre el metabolismo del piruvato.
1.4 Evaluar el efecto de glutamato y bicuculina en parametros fisioldgicos

mitocondriales y el ATP citosdlico.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Animales

En este estudio se utilizaron hipocampos de embriones provenientes de ratonas
cepa B&B/CBA con 17,5 dias de gestacién. Estos animales fueron mantenidos a
temperatura ambiente (20 +2) °C, en un ciclo dia/noche de 12 horas y con acceso libre
a comida y agua en las dependencias del bioterio del Centro de Estudios Cientificos.
Los experimentos fueron aprobados y estuvieron estrictamente cefidos a los

estandares del comité de uso y cuidado de animales del Centro de Estudios Cientificos.

3.1.2 Reactivos

El sulfato de magnesio, bicarbonato de sodio, D-glucosa, L-lactato, lactato de
sodio, piruvato de sodio, buffer HEPES y 1 (S), 9®-(-)- Bicuculina metiodida de Sigma
Chemical Co. Otras sales como cloruro de sodio, cloruro de potasio y cloruro de calcio
se obtuvieron de Merck & Co. El medio Neurobasal, suplemento B27, penicilina-
estreptomicina, fungizona vy tripsina- EDTA fueron obtenidos en Gibco. El suero fetal de
Hyclone, lipofectamina 300, sonda sensible a pH BCECF-AM y la sonda sensible a
calcio Fluo-4 AM en Invitrogen. Los antagonistas DNQX y (+) MK801de maleato son

de Tocris.
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3.2 Métodos

3.2.1 Cultivo primario de neuronas de hipocampo.

Ratonas preadas con 17,5 dias de gestacion son sacrificadas por dislocacion
cervical. Posteriormente se realiza la incision en el vientre para la extraccion de los
embriones, los cuales son sacrificados por decapitacion y las cabezas depositadas en
medio HANK'S (100uM HEPES acido, 1,36 uM NaCl, 74 yM KCI, 50 yM Glucosa, 44
UM KH2PO,, rojo fenol, pH 7.4) con 10%UI-10? pg/ml penicilina-estreptomicina y 2,5
pg/mL fungizona a 4°C. Luego se realiza la obtencién de los hipocampos libres de
meninges a través de micro diseccion, que son digeridos con tripsina-EDTA 1x durante
5 minutos a 37°C. La reaccion se detiene con la adicion de medio Neurobasal-B27
10mM glucosa suplementado con 5% SBF, 2mM piruvato, 1mM glutamina, 2,5 pg/mL
fungizona, 102Ul- 10 pg/mL penicilina-estreptomicina. Inmediatamente se procede a
realizar la disgregacién mecanica de los tejidos, obteniéndose una mezcla de neuronas
y astrocitos en suspensién. Esta suspension de células son plaqueadas sobre
cubreobjetos de 25mm que fueron previamente tratados con poli-L-lisina (1g/L) en
medio Neurobasal B27 10mM glucosa, 5% SBF y se incuban durante 120 minutos en
una atmosfera artificial con 5% CO, -95% aire a 37°C. Después del tiempo de
incubacion se remplaza el medio por Neurobasal suplementado con 2mM glutamina,
1mM piruvato, 2% B27, 2,5 pg/mL fungizona, 10%°Ul- 10® pg/mL penicilina-
estreptomicina.

Las células fueron utilizadas entre los dias 12 y 14 de realizado el cultivo con un
60-80 % de confluencia por placa. El medio Neurobasal es parcialmente reemplazado

cada 4 dias.
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3.2.2 Transfeccion de los sensores de Piruvato, ATP y razén ATP/ADP.

Utilizando cultivos de 12 dias in vitro (DIV), se realizaron las transfecciones con
el sensor de Piruvato, ATP o razén ATP/ADP mediante el método de lipofeccién con
lipofectamina 3000. A las placas se agregd el medio de lipofeccibn en medio
Neurobasal-B27 10mM glucosa suplementado con 2mM piruvato, 1mM glutamina, 2,5
pg/mL fungizona, 102Ul- 10? pg/mL penicilina-estreptomicina. Las placas se incuban 5
horas en una atmodsfera artificial de 5% CO, y 95% O,. Después del tiempo de

incubacion, se reemplaza el medio de la placa y luego de dos dias se utilizaron.

3.2.3 Medicién de Piruvato, ATP y la razén ATP/ADP.

La medicién de ATP, piruvato y la razén ATP/ADP se realiz6 a través de la
fluorescencia emitida por los nanosensores ATeam 1.03 (Imamura et al, 2009),
PYRONIC (San Martin et al, 2014) y PercevalRH (Tantama et al, 2013),
respectivamente (Figura 6). Estos nanosensores son capaces de sensar las
fluctuaciones de piruvato y ATP intracelular a través de la técnica de energia resonante
de Foster (FRET), eso se debe a que poseen un dominio central de unién a piruvato o
ATP y dos proteinas fluorescentes (una en cada extremo) capaces de realizar la
transferencia de energia, mientras que el PercevalHR es un biosensor que presenta un

sitio de unién para ATP o ADP.
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Figura 6. Esquema de los sensores y medicion de fluorescencia en célula unica.

En (A) se observa el sensor de ATP citosolico Ateam, donde se distingue en azul
oscuro la proteina de union de ligando a ATP y en sus extremos se encuentran las
proteinas fluorescentes CFP y Venus. Cuando no hay ligando unido al sensor la
eficiencia del FRET esta muy disminuida, lo cual se revierte cuando el sustrato se une
y genera un cambio conformacional en el sensor, reduciendo la distancia entre ambas
proteinas fluorescentes, observandose un incremento en la transferencia de energia de
CFP a Venus. En (B) se muestra un esquema del sensor de piruvato PYRONIC, esta
constituido por el segmento de sensing unido en cada extremo a las proteinas mTFP y
Venus. Este sensor es inversamente proporcional a la concentracion de metabolito, al
tener una alta eficiencia de FRET al encontrarse vacio el sitio de sensing, mientras que
al unirse una molécula al sitio de sensing produce la baja del rendimiento del FRET. En
(C) se muestra un esquema del biosensor del radio ATP/ADP PercevalHR, donde se
distingue un sitio de unién para ATP o ADP, dependiendo si se une ATP aumenta la
fluorescencia a 500 nm, pero si se une ADP aumenta la fluorescencia a 420 nm pero

este punto corresponde al punto isobestico.
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Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22-25 °C), en una
solucién KRH/HCOg3™ gaseada con 95% aire y 5% CO,. Para las mediciones de piruvato
y ATP citoplasmaticos se utilizé el microscopio confocal Olympus FV1000 equipado con
un objetivo de inmersidn en agua de 20x (N.A 0.95), un laser sélido de 440nm, ademas
cuenta con monocromadores CAIRN (Faversham, UK) y una camara Hamatsu Orca
asociada el software Fluoview (Figura 7). Para realizar las mediciones de la razén de
fluorescencia, las células fueron excitadas con el laser 440 nm, luego la emision fue
dividida con un optosplit CAIRN, equipada con filtros de paso de banda a 480 £ 20 nm
(CFP y mTFP) y 535 £ 15 nm (Venus). Mientras que las mediciones de la razén
ATP/ADP se realizaron en el microscopio invertido Olumpus IX70 equipado con un
objetivo de inmersion en aceite 40X (N.A 1.3), un monocromador y Optoslpit Cairn
(Faversham, UK), una lampara de xendn como fuente de excitaciéon y una camara CCD
Hamamatsu Orca que se encontraba controlada por el software Kinetics (Kinetics
imaging). Las células utilizadas para estas mediciones fueron excitadas con la lampara
de xenon a 420 y 490 nm durante tiempos de exposicién de 35 y 60 milisegundos
respectivamente.

Los datos fueron presentados como la razén de fluorescencia entre la emision de
CFP o Venus y la emisién de YFP o Venus, en orden respectivo para los sensores de
ATP y piruvato, mientras que en el caso del sensor del radio ATP/ADP los datos fueron
presentados como la razon de fluorescencia de las dos longitudes de onda que es

excitable el sensor (F490/F420) (Figura 8).
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Figura 7. Esquema Setup experimental.

Los covers con las células de cultivo son montados sobre una camara asociada a
un sistema de perfusién 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 xenoén 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 sefiales, para finalmente pasar a través de los filtros de emisién para
CFP/Nenus (4) y YFP/Venus (5). Ambas sefales son captadas por una camara
manejada por un software que entrega un resultado a tiempo real durante el

experimento.



24

Ateam 1.03 PYRONIC PercevalHR
ATP B Pyr C ATP

600 800 w0
_ 0 T 70 . 580
< s 2 3
2 E 700 = 540
0 450 o 3
& £ 650 @80

400 500

800

350

440 760 500
z z ™0 z 480
3 a0 % 740 = 480
w 3 51
3 C =
T 280 8 7 L 440
= 720 420

%0 § 1.26 o 14
‘8 1,1 N g ’
N o 120 N3
10— —— £ T
E o g 115 E 12
s 0 2 110 S

8 *
o 08 2 i g
o i g 10
@ 07 E
g0 L 1,00 prme e L 09
2 0s £
sefial fluorescencia Venus sefial fluorescencia mTFP sefial fluorescencia F490

Razon= Razon= Razon=

sefial fluorescencia CFP sefial fluorescencia Venus sefial fluorescencia F4

Figura 8. Mediciones de las razones de fluorescencia de los nanosensores.

Las senales de fluorescencia tanto para CFP, mTFP y F420 (cian) como Venus o
F490 (verde claro) se grafican tanto para el sensor de ATP Ateam 1.03(A), como el
sensor de piruvato Pyronic (B) y el sensor del radio ATP/ADP PercevalHR (C). Con los
valores obtenidos de unidades arbitrarias (U.A) de fluorescencia se calcula la razéon de
ambos canales, tal como se muestra en la parte inferior de los cursos temporales de

ambos tipos de sensores.
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Los resultados de piruvato intracelular fueron expresados como la razén de las
proteinas fluorecentes(mTFP/Venus) que componen el PYRONIC, aunque los datos
utilizados para los graficos de barra y celulas individuales corresponden a los puntos
sealados con flechas de diferentes colores que se encuentran en los cursos
temporales. En todas las mediciones de piruvato se realizé una calibracion interna
previa al experimento, el que consistia en la utilizacion de un buffer KRH/HCO3
enriquecido con 2 mM glucosa y 1 mM lactato, luego de eso se realiz6é un pulso durante
3 minutos con un buffer 5 mM piruvato, esto nos permite verificar que nuestro sensor se
encuentra funcional en nuestra célula.

Los datos de ATP se encuentran expresados como la razén de las proteinas
fluorecentes (CFP/Venus), en el caso del Ateam, o las longuitudes de onda (F490/F420)
en el caso del PercevalHR. La selecciéon de datos para los graficos de barra
corresponde al ultimo punto antes de la estimulacion, denominado control, y el ultimo
punto de la estimulacion.

Los ensayos se realizaron con un sistema de perfusion utilizando tampon Krebs
Ringer Hepes gasificado con 95% O,/ 5% CO, (KRH en mM: NaCl 112, KCI 3, MgSO4
1.25, CaCl, 1,25, HEPES 10, NaHCO3 24, glucosa 2, lactato 1, pH ajustado a 7,2 con

NaOH).
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3.2.4 Medicién del Aypy,.

Las células fueron cargadas por un periodo de 45 minutos con la sonda cationica
fluorescente ester metilico tetrametilrodamina (TMRM) a una concentracion final de 20
MM en una atmosfera de 5% CO; / 95% aire en tampdn KRH/HEPES suplementado
con 2mM glucosa y 1 mM Lactato. Luego del tiempo de incubacion, las células se
lavaron con un buffer KRH/HCOj3;™ en tres oportunidades.

Durante el experimento las células fueron perfundidas con un buffer KRH/HCO3"
suplementado con 2 mM glucosa y 1 mM lactato y excitadas cada 5 segundos con un
laser a 543 nm y la emision fue captada a los 550-580 nm por el microscopio Olympus
FV1000. La fluorescencia obtenida de TMRM fue expresada como intensidad
fluorecencia TMRM normalizada con respecto a la fluorecencia basal (F/F0). La
seleccidén de datos para el grafico de barra fue el ultimo punto antes de la exposicién,
denominado control, mientras que el otro valor seleccionado corresponde al ultimo

punto de la estimulacion.

3.2.5 Medicion de Ca*? intracelular.

Las células fueron cargadas por un periodo de 30 minutos con Fluo-4 AM a una
concentracion final de 4 yM en una atmosfera de 5% CO, / 95% aire en tampén KRH/
HEPES suplementado con 2mM glucosa y 1 mM Lactato. Luego del tiempo de
incubacion, las células se lavaron con un buffer KRH/HCO3; en tres oportunidades.
Durante el experimento las células fueron perfundidas con un buffer KRH/HCOj3

suplementado con 2 mM glucosa y 1 mM lactato y excitadas cada 5 segundos con un
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laser a 490 nm y la emision fue captada a los 505-550 nm por el microscopio Olympus
FV1000. La fluorescencia obtenida de Fluo-4 AM fue expresada como intensidad
fluorecencia Fluo-4 normalizada con respecto a la fluorecencia basal (F/F0). La
seleccion de datos para el grafico de barra fue el ultimo punto antes de la exposicion,
que se denomind control, mientras que los demas valores utilizados fueron los valores
mas altos de fluorecencia,a excepciéon para bicuculina, debido a que este valor

corresponde al valor de fluorecencia mas alto de la primera espiga.

3.2.6 Analisis estadistico.

Los resultados son presentados como promedios y/o promedios normalizados +
error estandar. Para los analisis estadisticos y de regresiones lineales se utilizd el
programa computacional Sigma Plot (Jandel). Las diferencias en los valores
normalizados fueron evaluados en primera instancia por la prueba de t-Student, debido
a que no pasaron el test de normalidad se decidi6 realizar las evaluaciones con el test
de valores no paramétricos Mann — Whitney y en el caso de datos agrupados se utilizd

la prueba Kruskal- Wallis. En los analisis estadisticos se considero significativa p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efecto de GABA, Glutamato y Bicuculina en el cultivo neuronal.

Se ha descrito que el potencial de accion produce la apertura de canales de
calcio dependientes de voltaje y su apertura implica alzas de Ca*? citoplasmaticos en
neuronas (Murakoshi y Yasuda, 2012). Considerando este antecedente, se realizaron
mediciones de Ca*? citoplasmaticos con el objetivo de validar el modelo experimental,
evaluando la modulacion de la actividad neuronal del cultivo primario hipocampal en
presencia de diferentes moleculas. Para realizar estas mediciones se incubaron las
celulas con la sonda de Ca*? citoplasmatico Fluo-4 AM y los experimentos se realizaron
bajo un sistema de perfusion utilizando un buffer KRH/HCOg3™ enriquecido con 2 mM
glucosa y 1 mM lactato. Primero se observo el efecto del acido y-aminobutirico (GABA)
sobre el calcio neuronal, el cual actua activando a los receptores gabaérgicos tipo A,
que son canales de cloruro (CI), generando la hiperpolarizacion de la membrana
neuronal e inhibiendo la apertura de los receptores ionotropicos dependientes de
glutamato (AMPA, NMDA y Kainato) (Figura 9 A). Se observo el incremento de 1,67
veces de la intensidad de fluorecencia en cultivos neuronales de 2-3 (DIV) (Figura 9 B)
durante la exposicion a GABA (10uM), mientras que no hubieron alteraciones en los
cultivos de 12-14 DIV (Figura 9 C) frente a la exposicién del neurotransmisor inhibitorio.
Estos resultados nos muestran que existe una respuesta dual de GABA en cultivos

neuronales de diferentes edades.
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Figura 9. Efecto de GABA, Glutamato y Bicuculina en el cultivo neuronal.

(A, D y H) Esquemas representando el mecanismo de accién de GABA,
Glutamato y Bicuculina, respectivamente. (B, C, E, F, G, I, J y K) Cursos temporales
representativos de la intensidad de fluorescencia de Fluo-4 (F) normalizada con
respecto a la intensidad en tiempo cero (F0O), en el que se observan las variaciones de
la intensidad de Fluo-4 AM en presencia de GABA (10uM), Glutamato (50 uM),
Bicuculina (20 uM) y DNQX (30 pyM) + MK-801 (15uM), en cultivos de 2-3 DIV (B, E y 1)
y en cultivos de 12-14 DIV (C, F, G, J y K). (L) Grafico de barras de los niveles de
intensidad de Fluo-4 AM normalizada con respecto a la intensidad en tiempo cero
(F/F0), en que se resume el efecto de GABA. Se observan los valores ante la presencia
de GABA (10uM) (barra morada), Glutamato (50 uM) (barra gris), Bicuculina (20 yM)
(barra amarillo oscuro) y DNQX (30 uM) + MK-801 (15uM) (barras segmentadas con
celeste), en cultivos de 2-3 y 12-14 DIV. *** p < 0,001, N.S= No significativo. En el caso
de cultivos 2-3 DIV n=37 en 3 experimentos independientes., mientras que en cultivos

12-14 DIV n=125 en 5 experimentos independientes.
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Luego se determind la respuesta de nuestros cultivos neuronales frente a la
presencia de glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso
central. Su mecanismo de accion es uniéndose a los receptores ionotropicoss
dependientes de glutamato (NMDA, AMPA y Kainato) (Figura 9 D), permitiendo la
apertura de estos canales y con esto la entrada de diversos cationes (Ca* y Na*
principalmente), induciendo la activaciéon de los canales dependientes de voltaje y
finalmente produciendo los potenciales de accion excitatorios en neuronas
hipocampales (Kullmann, 2007).

Los resultados obtenidos muestran que la exposicion a glutamato (50 pM)
durante dos minutos induce el aumento de la fluorescencia intracelular en 5,2 veces en
el cultivo de 12-14DIV (Figura 9 F), mientras que en cultivos de 2-3DIV (Figura 9 E) se
observo el incremento en 4,7 veces, en ambos casos al retirar el neurotransmisor se
observé una lenta recuperacion del Ca*?intracelular al estado basal.

Se ha descrito que ademas de los receptores ionotrépicos dependientes de
glutamato, existen receptores metabotrépicos y la activacién de estos receptores incide
en la liberacion del calcio de compartimientos intracelulares en neuronas hipocampales
(Ross, 2012). Considerando la existencia de estos receptores glutamatérgicos, se
evaluo si la presencia de glutamato exdgeno es capaz de activar estas vias alternativas
que estarian contribuyendo al incremento del calcio intracelular neuronal. Para poder
aislar estas vias alternativas, se utilizé un mix farmacoldgico compuesto por DNQX (30
uM) y MK-801 (15 uM), que corresponden a antagonistas de los receptores
ionotropicos dependientes de glutamato (AMPA, NMDA y Kainato). El protocolo

utilizado fue la exposicion de los cultivos neuronales de 12-14 DIV al mix farmacoldgico
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durante tres minutos. Luego se agregé glutamato (50 pM) durante dos minutos y
finalmente luego de retirar el neurotransmisor se mantuvieron las células expuestas un
minuto mas al mix farmacoldgico. Los resultados muestran el incremento de 2,76 veces
de la fluoresencia intracelular durante la exposicion a glutamato (50 uM), sin embargo,
la cinética del aumento intracelular de Ca*? fue lenta durante la exposicién al
neurotransmisor, y al retirarlo se observo la restauracidn del estado basal de Ca*?
(Figura 9 G).

Por ultimo, se evalué el efecto de la bicuculina, que es un alcaloide, y que ha sido
reportado como un inhibidor de los receptores Gabaérgicos tipo A (GABAr,) (Figura 9
H), ademas de permitir la liberacion endégena de glutamato del cultivo neuronal
(Johnston, 2013). Cultivos de 12-14 DIV fueron expuestos a bicuculina (20 uM) durante
dos minutos, observandose la formaciéon de espigas, que alcanzaban alzas en la
fluorescencia de 3,96 con respecto al basal (Figura 9 L). Este fendmeno es similar a lo
que sucede en un estado epiléptico, y que al retirar el alcaloide se restablece
rapidamente el estado basal de Ca* (Figura 9 J). Esta observacion indica que el
fendbmeno presentado durante la exposicidon a bicuculina (20 uM) es de caracter
reversible. Sin embargo, no se observaron alteraciones del Ca* intracelular en
exposicion del alcaloide, en conjunto con el mix farmacolégico (DNQX (30uM) y MK-801
(15uM), (Figura 9 K). Por otra parte, los cultivos de 2-3 DIV no presentaron

incrementos del Ca*? frente a la exposicién a bicuculina (Figura 9 L).
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4.2 Efectos del glutamato exégeno en el metabolismo del piruvato.

En base a los ensayos realizados previamente, se permite corroborar que nuestro
cultivo neuronal de 12-14 DIV responde frente a la actividad glutamatérgica. A partir de
esto, se utilizaron estos cultivos para evaluar la modulacion del metabolismo de piruvato

durante la actividad neuronal.

4.2 1Efectos del glutamato en el metabolismo del piruvato en condiciones

fisiolégicas.

El objetivo de este ensayo fue evaluar el efecto del glutamato sobre el
metabolismo del piruvato en condiciones fisioldgicas similares a las que se presentan a
nivel cerebral. Para ello se transfectaron células de 12 DIV para que puedan expresar el
sensor PYRONIC. Luego de uno a dos dias, fueron utilizadas para realizar mediciones
de piruvato. Durante este ensayo se mantuvieron las células en buffer de perfusiéon
KRH/HCOs'enriquecido con glucosa, lactato y piruvato, mientras eran expuestas a
glutamato exogeno (Figura 10 A). Se observd el incremento de la razon de
fluorescencia durante la exposicion a glutamato (50 pM), y que luego de retirar el
neurotransmisor, no se visualiza una recuperaciéon del estado estacionario a un tiempo
mayor, siendo un fendmeno de caracter irreversible (Figura 10 B). Lo anterior muestra
que frente a la presencia de glutamato (50 uM), la intensidad de la razéon de
fluorescencia del sensor aumenta un 4 + 0,07 % (Figura 10 C), y que este fendmeno
irreversible ocurre tanto a nivel general como individual de neuronas utilizadas en este

experimento (Figura 10 D).
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Figura 10. La presencia de glutamato exégeno produce el aumento del piruvato

en condiciones fisiolégicas.

(A) Esquema representativo que define las condiciones en la cual se realizé el
experimento. (B) Curso temporal representativo del piruvato intracelular (mTFP/Venus),
en el que se observa las variaciones frente a glutamato (50 uM). (C)Grafico de barras
expresado en piruvato intracelular (mTFP / Venus) que se encuentra normalizado con
respecto a los puntos sefalados con las flechas en (B). *** p< 0,001 n=9 en 9
experimentos independientes. (D) Grafico de células individuales expresado en el
piruvato intracelular (mTFP/Venus) normalizado con respecto a los puntos sefalados
con las flechas en (B). Control: Flecha negra en (B); Glutamato: Flecha azul en (B); Post

Glutamato: Flecha naranja en (B).
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4.2.2 Efectos del glutamato en el estado estacionario del piruvato.

Para determinar el efecto de la exposicion a glutamato (50 uM) sobre el estado
estacionario del piruvato intracelular, se utilizaron neuronas que expresaban el
nanosensor PYRONIC y que fueron perfundidas en un buffer que solo contenia piruvato
(1mM). El protocolo utilizado nos permite estudiar el estado estacionario del piruvato,
que corresponde al acoplamiento entre el transporte y el consumo del monocarboxilato,
y sus variaciones frente a glutamato (50 uM) (Figura 11 A). Se observo la caida de la
razon de fluorescencia con respecto al estado estacionario y que no hay una
recuperacion luego de retirar el neurotransmisor, siendo un fenobmeno de caracter
irreversible (Figura 11 B). Al analizar los resultados, observamos la caida de la
intensidad de la razén de fluorescencia en un 10 = 0,2 % durante la presencia a
glutamato (50 uM) (Figura 11 C), y que este fendbmeno ocurre tanto a nivel general

como individual en las neuronas utilizadas en este experimento (Figura 11 D).

4.2.3 Efecto del glutamato sobre la tasa de consumo basal de piruvato.

Las posibles explicaciones para entender la caida del estado estacionario de
piruvato durante la exposicion a glutamato (50 uM), podria ser el aumento del consumo
de piruvato, o la disminucion del transporte del monocarboxilato (Figura 12). Para poder
determinar cual de los siguientes postulados explica la caida del estado estacionario
durante la exposicion al neurotransmisor, se optd por evaluar solamente el consumo de
piruvato, utilizando un protocolo de inhibicién de transporte. Para esto se utilizaron

neuronas que expresaban el nanosensor PYRONIC y que fueron mantenidas en
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Figura 11. El glutamato produce una disminucién del nivel en el estado

estacionario de piruvato.

(A) Esquema representativo que define las condiciones en la cual se realizé el
experimento. (B) Curso temporal representativo del piruvato intracelular (mTFP/Venus),
en el que se observa las variaciones frente a glutamato (50 uM). (C)Grafico de barras
expresado en piruvato intracelular (ImTFP / Venus) que se encuentra normalizado con
respecto a los puntos senalados con las flechas en (B). *** p< 0,001 n=13 en 10
experimentos independientes. (D) Grafico de células individuales expresado en el
piruvato intracelular (ImTFP/Venus) normalizado con respecto a los puntos sefialados
con las flechas en (B). Control: Flecha negra en (B); Glutamato: Flecha azul en (B); Post

Glutamato: Flecha naranja en (B).
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Figura 12. Dos posibles explicaciones de la disminucidon del estado estacionario
de piruvato durante la exposicion a glutamato.

La disminucion del piruvato durante la exposicion a glutamato podria ser
explicado por, (A) La inhibicion del transporte de piruvato hacia el espacio intracelular.

(B) El aumento del consumo del monocarboxilato.
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un buffer solo con piruvato (1mM), luego de algunos minutos se bloquea la entrada de
piruvato mediante la utilizacion de AR-C1558585 (1uM), un inhibidor de los MCT
(Owens et al 2010), permitiendo visualizar el consumo basal del piruvato intracelular y
su variacion frente a la presencia del neurotransmisor (Figura 13 A). Para mas detalles
del protocolo presentado recurrir a San Martin et al, 2014.

Se observé que el consumo basal de piruvato (Linea azul, Figura 13 B), es agudizado
frente a la exposicion a glutamato (50 yM) (Linea roja, Figura 13 B). Al analizar los
valores de las tasas de consumo, vemos que el consumo basal es de 0,04 £ 0,006 min”
1, mientras este valor aumenta al doble (0,08 + 0,018 min'1) durante la exposicion del
neurotransmisor (Figura 13 C). El aumento de la tasa de consumo durante la
exposicion al neurotransmisor fue visualizado tanto a nivel general como individual de

neuronas utilizadas en este experimento (Figura 13 D).

4.3 Efectos del bicuculina en el metabolismo del piruvato.

A partir de los resultados obtenidos del efecto glutamato exdgeno en el metabolismo
de piruvato (Figuras 10,11 y 13), se decidié realizar los mismos protocolos

anteriormente utilizados pero esta vez evaluando el efecto del glutamato endégeno.

4.3.1 Efectos de la bicuculina en el metabolismo del piruvato en condiciones

fisiolégicas.

El objetivo de este ensayo fue evaluar el efecto de bicuculina sobre el
metabolismo del piruvato en condiciones fisioldgicas similares a las que se presentan a
nivel cerebral. Para ello se transfectaron células de 12 DIV para que puedan expresar el

sensor PYRONIC.
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Figura 13. El glutamato agudiza la tasa de consumo de piruvato.

(A) Esquema que define las condiciones en la cual se realizé el experimento. (B)
Curso temporal representativo de piruvato intracelular (mTFP/Venus), en que se
muestra la modulaciéon del consumo de piruvato (linea azul) modulacion frente a
glutamato (50 uM) (linea roja). (C) Grafico de barras expresado como la tasa de
consumo de piruvato intracelular (min™), obtenida de la pendiente a partir de la
regresion lineal de los puntos azules en (B) (AR, barra azul) y los puntos rojos (AR+
Glutamato, barra roja) * p<0,05 n=10 en 9 experimentos independientes. (D) Grafico de

células individuales expresado como la tasa de consumo de piruvato intracelular (min™).
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Luego de uno a dos dias, fueron utilizadas para realizar mediciones de piruvato, en el
cual en este ensayo se mantuvieron las células en buffer de perfusion KRH/HCO3
enriquecido con glucosa, lactato y piruvato, mientras eran expuestas a bicuculina (20
MM), (Figura 14 A). Se observé la caida del piruvato intracelular durante la exposicion,
y que al retirar el alcaloide, existe una lenta recuperacion del estado estacionario,
siendo un fendmeno de caracter reversible (Figura 14 B). Lo anterior muestra que
frente a la presencia de bicuculina (20 uM), la razén de fluorescencia disminuyd en un
1,24 + 0,003 %, y que al retirar el alcaloide aun se mantiene una disminucioén de un 1,28
1+ 0,003 % (Figura 14 C). Este fendmeno fue visualizado tanto a nivel general como

individual de neuronas utilizadas en este experimento (Figura 14 D).

4.3.2 Efectos de la bicuculina sobre el piruvato citoplasmatico.

Para determinar el efecto de la exposicion a bicuculina (20 uM) sobre el estado
estacionario del piruvato intracelular, se utilizaron neuronas de 12-14 DIV que
expresaban el nanosensor PYRONC vy fueron perfundidas en un buffer que solo
contenia piruvato (1mM). El protocolo utilizado nos permite estudiar el estado
estacionario del piruvato y sus variaciones frente a bicuculina (20 uM) (Figura 15 A),
observandose el aumento de la intensidad de la razén de fluorescencia y que al retirar
la exposicion del alcaloide se restablece el estado estacionario (Figura 15 B). Al
analizar los resultados, observamos el aumento del estado estacionario en un 1 + 0,004
% durante la presencia a bicuculina (20 uM), mientras que al retirar el estimulo no se
observaron cambios con respecto al estado estacionario de piruvato (Figura 15 C). Este

fenémeno
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Figura 14. La presencia de bicuculina induce la disminucion del piruvato en
condiciones fisioldgicas.

(A) Esquema representativo que define las condiciones en la cual se realizo el
experimento. (B) Curso temporal representativo del piruvato intracelular (mTFP/Venus),
en el que se observan las variaciones frente a bicuculina (20 uM). (C) Grafico de barras
expresado en piruvato intracelular (mTFP / Venus) que se encuentra normalizado con
respecto a los puntos sefalados con las flechas en (B). *** p< 0,001 n=10 en 9
experimentos independientes. (D) Grafico de células individuales expresado como
piruvato intracelular (mTFP / Venus) normalizado con respecto a los puntos senalados
con las flechas en (B). Control: Flecha negra en (B); Bicuculina: Flecha roja oscura en

(B); Post Bicuculina: Flecha naranja en (B).
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Figura 15.La bicuculina produce un aumento del estado estacionario de piruvato.

(A) Esquema representativo que define las condiciones en la cual se realizo el
experimento. (B) Curso temporal representativo del piruvato intracelular (mTFP/Venus),
en el que se observan las variaciones frente a bicuculina (20 uM). (C)Gréfico de barras
expresado en piruvato intracelular (mTFP / Venus) que se encuentra normalizado con
respecto a los puntos senalados con las flechas en (B). *** p< 0,001 N.S =no
significativo n=15 en 10 experimentos independientes. (D) Grafico de células
individuales expresado como el piruvato intracelular (mTFP/Venus) normalizado con
respecto a los puntos sefialados con las flechas en (B). Control: Flecha negra en (B);

Bicuculina: Flecha roja oscura en (B); Post Bicuculina: Flecha naranja en (B).
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fue observado tanto a nivel general, como individual de neuronas utilizadas en este

experimento, a excepcion de una neurona (Figura 15 D).

4.3.3 Efecto de la bicuculina sobre la tasa de consumo de piruvato

Las explicaciones para entender el aumento del estado estacionario del piruvato
durante la exposicién a bicuculina (20 uM), podria ser la disminucion del consumo de
piruvato, o el aumento del transporte del monocarboxilato (Figura 16). Para poder
determinar cual de los siguientes postulados es la respuesta del aumento del piruvato,
se optd por realizar el protocolo de inhibicion, utilizado anteriormente para evaluar el
efecto a glutamato (50uM) en el consumo de piruvato (Figura 13). Para esto se
utilizaron neuronas que expresaban el nanosensor PYRONIC y que fueron mantenidas
en un buffer solo con piruvato (1mM), luego de algunos minutos se bloquea la entrada
de piruvato mediante la utilizacion de AR-C1558585 (1uM), permitiendo visualizar el
consumo basal del piruvato intracelular (Figura 17 A). Se observd una leve
agudizacion del consumo basal (Linea azul, Figura 17 B) de piruvato frente a la
exposicion a bicuculina (20 uM) (Linea roja, Figura 17 B). Al analizar los valores de las
tasas de consumo, vemos que el consumo basal es de 0,07 + 0,012 min'1, mientras que
la exposicién del alcaloide no alteré6 de manera significativa el consumo basal (0,096 +
0,0132 min™") (Figura 17 C). Este fenémeno fue visualizado a nivel individual en todas

las células utilizadas en este protocolo (Figura 17 D).
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Figura 16. Dos posibles explicaciones del aumento del estado estacionario de

piruvato durante la exposicidn a bicuculina.

El aumento del piruvato durante la exposicién a bicuculina puede explicarse por:
(A) Aumento de la permeabilidad de piruvato. (B) Inhibicion de la entrada o consumo del

piruvato citoplasmatico.
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Figura 17. La bicuculina no produce cambios en la tasa de consumo de piruvato.

(A) Esquema que define las condiciones en la cual se realizé el experimento. (B)
Curso temporal representativo de piruvato intracelular (mTFP/Venus), en que se
muestra la modulacién del consumo de piruvato (linea azul) frente a bicuculina (20 pM)
(linea roja). (C) Grafico de barras expresado como la tasa de consumo de piruvato
intracelular (min'1), obtenida de la pendiente a partir de la regresion lineal de los puntos
azules en (B) (AR, barra azul) y los puntos rojos (AR+ bicuculina, barra roja) N.S= No
significativo n=8 en 8 experimentos independientes. (D) Grafico de células individuales

expresado como la tasa de consumo de piruvato intracelular (min™).
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4.4Modulacion del ATP durante actividad neuronal.

La estabilidad de la actividad neuronal en el cerebro requiere de una alta
demanda energética, debido principalmente a la restauracion del gradiente
electroquimico que es disipado por los potenciales de accién, la que se refleja en el
consumo del ATP, molécula esencial para la obtencién de energia a nivel celular (Harris

et al, 2012).

4.41 Efecto del glutamato exégeno en el nivel de ATP y la razéon ATP/ADP

citosolico.

El objetivo experimental fue determinar el efecto del glutamato exdégeno en el
ATP citosdlico. Para ello se transfectaron células de 12 DIV con el fin de expresar el
sensor Ateam 1.03, las que luego de dos dias se utilizaron para realizar las mediciones.
El protocolo consistio en mantener las células en un buffer KRH/HCO3;™ enriquecido con
un buffer 2 mM glucosa y 1 mM lactato (buffer de referencia). Al mantener una
estabilidad en la senal, las neuronas fueron expuestas frente a glutamato (50 puM)
(Figura 18 A), observandose la caida de la intensidad de la razén de fluorescencia en
un 24,1 £ 0,02% (Figura 18 D), y al retirar el neurotransmisor no se recupera el estado
estacionario inicial.

Para corroborar este fendmeno se decidioé evaluar ahora la razon ATP/ADP, para
ello se utilizaron neuronas de 12-14 DIV que fueron transfectadas con el sensor

PercevalHR, luego de dos dias se utilizaron para realizar las mediciones.
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Figura 18. Caida del ATP citosolico tanto a la exposicion a glutamato, como a

bicuculina, aunque, solo la presencia del neurotransmisor causa la caida del Ay,.

(A, By C) Curso temporal promedio del monitoreo del ATP (Venus/CFP), y su
variacion durante la exposicién de glutamato (50 pM), bicuculina (20 uM) y azida (5
mM), respectivamente. Los circulos blancos corresponden al promedio de las células
expuestas, mientras que las lineas negras corresponden a las células individuales. D)
Grafico de barras expresado en ATP (Venus/CFP) normalizado que resume los
resultados obtenidos en (A), (B) y (C).Para los experimentos de Glutamato fue n= 6 en
6 experimentos independientes, mientras que para bicuculina y azida fue de n=12 en 12
experimentos independientes. (E, F y G) Curso temporal promedio de la razén
ATP/ADP (F490/F420), y su variacion durante la exposicion a glutamato (50 uM),
bicuculina (20 uM) y azida (5 mM), respectivamente. Los circulos blancos corresponden
al promedio de las células expuestas, mientras que las lineas negras corresponden a
las células individuales. H) Grafico de barras promedio expresado en la razon ATP/ADP
(F490/F420), que resume los resultados obtenidos en (E), (F) y (G). n=3 en 3
experimentos independientes. (I, J y K) Curso temporal promedio expresado en
intensidad de fluorescencia de TMRM (F/FO0), y su variacion frente a glutamato (50 uM),
bicuculina (20 uM) y FCCP (2 uM), respectivamente. L) Grafico de barras promedio
expresado en la intensidad de fluorescencia de TMRM (F/FO), que resume los
resultados obtenidos en (1), (J) y (K).

* p<0,005, ** p< 0,001, *** p< 0,0001, N.S: No significativo. Control Glu: Ultimo punto

antes de la exposicién a glutamato, Glu: Ultimo punto de exposicion de glutamato,
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Control Bicu: Ultimo punto antes de la exposicién a bicuculina, Bicu: Ultimo punto de
exposicién de bicuculina, Control Azida: Ultimo punto antes de la exposicién a azida,
Azida: Ultimo punto de exposicion a Azida, Control FCCP: Ultimo punto antes de la

exposiciéon a FCCP, FCCP: Itimo punto de exposicién a FCCP.
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Se observé la caida de la razén 490/420 durante la exposicion a glutamato (50 pM),
alcanzando una disminucion del 65,4 + 0,09% (Figura 18 H), y que la caida continua
post-exposicién del neurotransmisor, siendo un fendmeno de caracter irreversible

(Figura 18 E).

4.4.2 Efecto del bicuculina en el ATP y la razén ATP/ADP citosdlico.

Luego de observar la caida del ATP frente a la exposicion de glutamato (50 uM),
el objetivo era observar si este fendmeno igual se presentaba durante la estimulacion a
bicuculina (20 uM). Para realizar estas mediciones se transfectaron neuronas de 12 DIV
con el sensor Ateam 1.03, y luego de dos dias se realizaron los experimentos. Se
observo la caida de la razon de fluorescencia durante la exposicion a bicuculina (20
MM), vy que después de retirar la estimulacién no se volvié al estado estacionario,
indicando que es un efecto de caracter irreversible (Figura 18 B). Al analizar los datos
vemos que la caida del estado estacionario del fue de un 2,4 + 0,004 %, con respecto
al control (Figura 18 D). Por otra parte, cuando se utilizaron neuronas que expresaban
el sensor PercevalHR, el resultado fue la caida de la razéon 490/420 durante la
exposicion del alcaloide, y que al retirar la estimulacidn no se recupera el estado inicial
de ATP, indicando que este fendbmeno es de caracter irreversible (Figura 18 F). El
analisis de los datos entregd que la exposicion a bicuculina (20 yM) repercute en la
caida del estado estacionario en 12,6 + 0,04% (Figura 18 H).
Durante los experimentos realizados con el nanosensor Ateam 1.03 o PercevalRH,
se utilizé como control positivo azida, que se ha descrito como un potente tdxico

mitocondrial. Como se observa en la Figura 18 C, la presencia de azida (5 mM) durante
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4 minutos, produce la caida abrupta de la razén de fluorescencia en un 24,3 £ 0,06 %,
con respecto al control (Figura 18 D), y una disminucion del 21,7 + 0,02 % de la razén

490/420 (Figura 18 H).

4.5 Efecto del glutamato y bicuculina sobre el Ayp,.

Finalmente se evalud el efecto tanto de glutamato (50 uM), como bicuculina (20 yM)
en el (Ayn), debido a que es el principal parametro controlador de funciones a nivel de
la matriz mitocondrial, como la respiracién oxidativa y la produccion de ATP (Nicholls,
2002). Para efectuar estas mediciones de Ay, se utilizé la sonda fluorescente TMRM.
La exposicidon a glutamato (50 yM) produjo la caida irreversible del Ay, (Figura 18 1),
alcanzando una disminucion de la fluorescencia del 14,9 + 0,016% respecto del estado
estacionario (Figura 18 L), efecto similar a lo ocurrido en presencia del FCCP (2 uM)
(Figura 18 K), que corresponde a un agente desacoplante de la cadena de electrones a
nivel mitocondrial, que disminuyo el estado estacionario en un 22,2 + 0,03 % (Figura 18
L). Mientras que la exposicion a bicuculina (20 uM) no se observaron cambios del Ay,

(Figura 18 L).
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5. DISCUSION

En el presente estudio se plantedé determinar la modulacion de la actividad
metabodlica mitocondrial durante actividad glutamatérgica, utilizando como modelo
experimental neuronas hipocampales en cultivo, evaluando las variaciones de piruvato
citoplasmatico como parametro de la actividad mitocondrial, y la produccién de ATP.

Nuestro primer objetivo fue validar nuestro modelo experimental, observandose
que en cultivos de 12-14 DIV no existieron alteraciones del Ca*? intracelular durante la
exposicion a GABA (10uM) (Figura 9 C), mientras que en cultivos de 2-3 DIV
visualizamos un incremento de Ca™ intracelular durante la exposicion a este
neurotransmisor (Figura 9 B), efecto similar a lo observado en cultivos hipocampales de
4-5 DIV (Dynnik et al, 2015). El efecto dual de GABA en cultivos neuronales de
diferentes estadios se debe a que en etapas tempranas, GABA ejerce una accién
excitatoria (Ben-Ari, 2002), sin embargo, en estadios neuronales maduros, GABA ejerce
un rol inhibitorio (Kaila et al, 2014 y Owens y Kriegstein, 2002). Los resultados
obtenidos nos permiten determinar que los cultivos de 12-14 DIV son el modelo
experimental 6ptimo, debido a la madurez neuronal que presentan.

Para determinar si los cultivos neuronales de 12-14 DIV responden frente a la
presencia de glutamato, expusimos durante dos minutos este neurotransmisor a una
concentracién de 50 pM, observandose un incremento del Ca*? intracelular (Figura 9
F), fendmeno descrito previamente en cultivos primarios corticales (Connolly et al,
2014), cerebelo (Llorente-Folch et al, 2015) e hipocampo (Dynnik et al, 2015). El uso de
esta concentracién ha sido utilizada en ensayos in vitro de neuronas (Tantama et al,

2013), y astrocitos (Bittner et al, 2011), dentro del rango fisioldgico (50 - 150 pM) que
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es liberado durante la actividad neuronal (Dzubay y Jahr, 1999).No obstante, el tiempo
de exposicion no se encuentra dentro del rango fisioldgico, ya que este se encuentra en
el rango de nanosegundos (Hygley y Sabatini, 2012), siendo la estimulacién de caracter
supra-fisiologico. Nuestros resultados también indicaron que la exposicion a glutamato
(50 uM) activa tanto receptores ionotropicos como metabotrépicos, al inhibir
farmacolégicamente con DNQX (30 pM) y MK-801 (15 uM) la actividad de los
receptores ionotropicos, observandose un incremento de 3 veces los niveles de Ca*?
intracelular, mientras que en condiciones control los niveles de Ca*? intracelular
incrementan 6 veces respecto al basal (Figura 9 L). Los resultados obtenidos frente a
la exposicion a glutamato (50 pM), indican la activacion de todos los receptores de
glutamato (ionotrépicos y metabotrépicos) y con ello el aumento desmedido del Ca*?
intracelular.

Con el objetivo de evaluar otro protocolo de estimulaciéon glutamatérgica,
utilizamos el inhibidor farmacolégico bicuculina. Las mediciones de Ca*? intracelular
durante la exposicion con bicuculina (20 uM) (Figura 9 J) mostraron un patrén
epiléptico, resultado que concuerda con lo reportado en cultivos primarios de bulbos
olfatorios (Kato-Negishi et al, 2003), y cultivos primarios hipocampales (Dynnik et al,
2015, Birnir et al, 2000 y Van Der Linden et al, 1993). Ademas, la exposicion a
bicuculina (20 pM) y al mix farmacologico de DNQX (30 pM) y MK-801 (15 yM) no
generaron incrementos del Ca*? intracelular, indicando que la actividad neuronal
glutamatérgica depende de los receptores ionotropicos dependientes de ligando tipo
AMPA, NMDA y Kainato y no sobre los receptores metabotrdpicos, siendo similar a lo

observado en cultivos hipocampales de 10-12 DIV (Bengtson et al, 2008). Los
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resultados obtenidos de la exposicion a bicuculina (20 uM), indican la presencia de
tonos gabaérgico y glutamatérgicos basales en nuestros cultivos neuronales.

Nuestro segundo objetivo fue evaluar la actividad metabdlica mitocondrial, a
través del estado estacionario del piruvato y su consumo a nivel citoplasmatico con el
nanosensor PYRONIC.

Para poder determinar la modulacién del estado estacionario de piruvato durante
actividad glutamatérgica se expusieron cultivos neuronales frente a glutamato (50 uM),
observandose una disminucién del estado estacionario de piruvato (Figura 11B). Por
otra parte, la presencia de bicuculina (20 pM) generé un aumento del estado
estacionario (Figura 15 C).

Para determinar el consumo de piruvato citoplasmatico, utilizamos un protocolo
de inhibicién de transporte, que consiste en el uso de AR-C (1 uM) para inhibir la
entrada de piruvato. Nuestros resultados indican que la exposicion de glutamato (50
MM) produjo el aumento de dos veces el consumo de piruvato (Figura 13 C), mientras
qgue no se observaron cambios frente a la presencia de bicuculina (20 uM) (Figura 17
C). La caida del estado estacionario y el aumento de la tasa de consumo del piruvato
citoplasmatico durante la exposicion a glutamato (50 uM) podria ser generada por la
actividad metabdlica mitocondrial para suplir los requerimientos energéticos que
conlleva la exposicidon a este neurotransmisor. La agudizacion de esta tasa de consumo
fue reportada previamente por nuestro grupo de trabajo (San Martin et al, 2014), sin
embargo, este efecto fue observado mediante un protocolo de estimulacion eléctrica, el
cual genera una respuesta tanto a nivel pre como post-sinaptico, a diferencia de los

protocolos de estimulacion utilizados en nuestro trabajo que son respuestas de tipo post
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sinaptico al activar los receptores glutamatérgicos. No obstante, ambas estimulaciones
son capaces de generar un aumento del consumo de piruvato, efecto que no fue
visualizado al estimular con bicuculina, la cual no estaria alterando la fisiologia
mitocondrial (Figura 18 1), si no que produciria una perturbacion de la homeostasis del
ATP (Figura 18 B y E), a través de un mayor consumo de energia con respecto a la
produccion, ademas del aumento de la permeabilidad del piruvato en la membrana
citoplasmatica, generando un aumento del estado estacionario. Los experimentos de
piruvato indican que existen diferentes respuestas metabdlicas de las neuronas, frente
a la estimulacion a glutamato (50 uM) o bicuculina (20 pM).

Nuestro tercer objetivo fue evaluar el efecto de la actividad glutamatérgica sobre
el estado estacionario de ATP y el Awn. Nuestros resultados indicaron que la
estimulacion de glutamato (50 yM), o bicuculina (20 uM) inducen la caida del estado
estacionario tanto del ATP, como de la razon ATP/ADP citosoélico, resultado similar a lo
que se ha descrito utilizando diferentes protocolos de estimulacion neuronal como
NMDA (Lange et al, 2015), glutamato (Conolly et al, 2014 y Tantama et al, 2013) y
estimulacion eléctrica (Rangaraju et al, 2014). Tanto la caida del ATP citosdlico durante
la exposicion a glutamato o bicuculina, podria deberse al incremento intracelular de
iones Ca*? y Na®, que provocan una disipacién del gradiente electroquimico, el cual
requiere un alto consumo energético para ser restablecido, siendo la bomba de Ca*
(PMCA) y Na*/K" los que demandan los mayores requerimientos energéticos (Attwell y
Laughlin, 2001). Estos experimentos nos permiten comprender las necesidades

energéticas a consecuencia de la actividad glutamatérgica.
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Por otra parte, observamos una disminucion significativa del Ay, frente a la
exposicion a glutamato (50uM), efecto similar al reportado en neuronas corticales
(Conolly et al, 2014 y Ward et al, 2007). Estos resultados podrian dar cuenta del rol de
la mitocondria como reservorio de Ca*?, debido a las altas concentraciones
citoplasmaticas visualizadas durante la exposicion a glutamato, ademas esta entrada
excesiva de Ca* a la mitocondria generaria una alteracion en Ayn, y con ello del
desacoplamiento de la maquinaria mitocondrial (Ankarcrona et al, 1995).

Las diferencias existentes en los niveles de piruvato y glucosa frente a una
estimulacion glutamatérgica o con bicuculina no pueden ser esclarecidas en su
totalidad, debido a la complejidad que determina el estado estacionario, en conjunto
con la falta de herramientas que permitan evaluar con un mayor de grado de precision
su modulacién bajo ciertas condiciones de estimulacion. Las aproximaciones generadas
en este trabajo nos permiten dilucidar el transporte y el consumo de estas moléculas,
no obstante, parametros como la produccién, reduccion y exportacion del piruvato, son
fundamentales para comprender en mayor grado la homeostasis energética frente a
actividad neuronal.

El siguiente paso es determinar el rol que ejerceria la bomba Na*/K" sobre la
actividad mitocondrial, debido a que esta requiere altas demandas energéticas que
gatillan la generacion de ATP a través de la fosforilacion oxidativa. Una forma de
evaluar su actividad es mediante mediciones de Na” citosdlico, a través de la inhibicion
de la bomba con ouabaina (0,1 mM), luego de una estimulacién glutamatérgica. Otro
punto interesante de abordar es el estudio metabdlico neuronal, utilizando diferentes

métodos de estimulacion farmacolégicas como NMDA, el cual actua como analogo del
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glutamato, en conjunto con la estimulacion eléctrica, comprendiendo los mecanismos
de accion de la homeostasis energética que subyacen a la actividad neuronal.

En conclusion, el presente trabajo muestra las diferencias existentes en la
respuesta metabdlica mitocondrial frente a distintas aproximaciones de estimulacion
glutamatérgica, estados estacionarios del ATP y variaciones en el Ayn, que permiten
comprender los mecanismos moleculares que modulan la homeostasis energética

neuronal.
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