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RESUMEN: La glucolisis enlaza la necesidad de obtencién de energia con
el metabolismo, ademds, es la via metabélica previa para que la mitocondria
produzca la energia necesaria. La principal enzima reguladora de la glucolisis
es la fosfofructoquinasa-1 (PFK1), cuya regulacion es compleja. Esta
enzima presenta tres isoformas: PFK1-L, PFK1-M y PFK1-C, cuyo nivel
de expresion es especifico de cada tejido. Este trabajo tiene como objetivo
analizar el efecto que las concentraciones fisiolégicas de O,, que son del
5%, tienen sobre la actividad mixima y la cantidad total de la PFK1 como
enzima reguladora de la glucolisis. Para ello se emplearon cultivos de
neuronas y astrocitos en monocultivo y en cocultivo con concentraciones de
O, del 21 % y el 5 %. Los resultados obtenidos muestran que los astrocitos
presentan una actividad entre 4-5 veces mayor que las neuronas tanto en
los monocultivos como en los cocultivos, ademds, su presencia provoca
una mayor actividad en las neuronas tanto al 21 % como al 5 % de O,. El
aumento de actividad en los monocultivos de las neuronas estd relacionado
con una mayor expresion de la PFK1-L, mientras que el de los cocultivos
puede deberse al aumento de la expresion de la PFK1-L y la PFK1-M.
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ABSTRACT: Glycolysis links the need to obtain energy with metabolism,
moreover, it’s the previous metabolic pathway for the mitochondria to
produce the necessary energy. The main glycolysis regulatory enzyme is
phosphofructokinase-1 (PFK1) whose regulation is complex. This enzyme
has three isoforms PFK1-L, PFK1-M and PFK1-C whose expression
level is specific to each tissue. The objective of this work is to analyze the
effect that physiological concentrations of O,, which are 5 %, have on the
maximum activity and the total amount of PFK1 as a regulating enzyme of
glycolysis. For this, neuron and astrocyte crop were used in monocrop and
in cocrop with O, concentrations of 21 % and 5 %. The results obtained
show that astrocytes presents an activity between 4-5 times greater than
neurons both in monocrop and in cocrop, moreover, their presence causes
greater activity in neurons at both 21 % and 5 % O,. The increased activity
in neuron monocrop is related to a higher expression of PFK1-L, while that
of cocrop may be due to increased expression of PFK1-L and PFK1-M.

Keywords: Phosphofructokinase-1 (PFK1); glycolysis; neurons; astro-
cytes; O,.

1. INTRODUCCION

El cerebro consume mds del 20 % del consumo total de oxigeno y glucosa
a pesar de que solo representa un 2 % del peso total corporal. Aunque en los
pulmones la pO, estd en torno al 18-19 %, al cerebro llega una pO, de alrededor
del 12-14 %, pero las células, dependiendo de su distancia a los capilares sangui-
neos, detectan una pO, entre el 1y el 10 %.

El metabolismo oxidativo de las células nerviosas es estrictamente dependiente
de la disponibilidad de oxigeno, siendo la cadena respiratoria (CR) y la fosforilacion
oxidativa (FO) las principales vias de produccion de energia metabdlica en forma
de ATP. Por su parte, la glucolisis es la principal via metabdlica de oxidacion de
glucosa, generando piruvato, ATP y NADH. En condiciones normales, cuando
no hay suficiente oxigeno para producir el ATP necesario mediante la cadena
respiratoria y la fosforilacion oxidativa, se induce la glucolisis para producirlo, en
lo que se conoce como glucolisis anaerobia con produccién simultdnea de lactato.

En la ruta glucolitica existen tres puntos de control regulados por distintas
enzimas de las que nos centraremos en la fosfofructoquinasa-1 (PFK1) ya que es
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la principal enzima reguladora de la glucolisis y, ademds, presenta un mecanismo
regulador complejo modulado por una gran variedad de metabolitos, firmacos y
proteinas intracelulares (Sola-Penna ez al., 2010).

La PFK1 presenta tres isoformas diferentes que reciben el nombre de PFK-M,
PFK-L y PFK-C (P), cuyo peso molecular es de 85.2 kDa, 85.0 kDa y 85.6 kDa
respectivamente y sus genes se asocian a los cromosomas 1, 21 y 10 respectiva-
mente. Estas isoformas se asocian en forma de homo- o heterodlmeros, homo- o
heterotetrimeros o heteropolimeros y tienen un comportamiento alostérico. Se
ha demostrado que la PFK-M y la PFK-L comparten el 68.6 % de la secuencia de
aminodcidos; la PFK-M y la PFK-C el 70.3 %, y la PFK-L y la PFK-C el 66.6 %.
La afinidad por la fructosa-6-fosfato es mayor por la isoforma M, luego la L y,
por dltimo, la C, mientras que la inhibicién por ATP sigue el orden inverso. El
nivel de expresion de las isoformas es especifico de cada tejido, siendo el misculo
esquelético el tinico que expresa una sola isoforma, la PFK-M, mientras que los
demis tejidos expresan distintos niveles de las tres (Sola-Penna er al., 2010).

En el cerebro de una rata adulta la proporcion de las tres isoformas es de PFK-C
(3.9), PFK-L (1.4) y PFK-M (4.9). Sin embargo, la isoenzima C es minoritaria en
el feto y recién nacido, pero aumenta en el destete (Mhaskar, Dunaway, 1995).

La PFK1 es una enzima alostérica que se regula por metabolitos intermediarios
(citrato) o productos finales del metabolismo celular como ATP, ADP, alanina,
que regulan de manera alostérica la enzima (Sola-Penna et al., 2010).

La fructosa-2,6-bisfosfato (F2,6-BisP) es un metabolito que se sintetiza especi-
ficamente para regular la PFK1 y por este motivo es una regulacién diferente a la de
otros metabolitos, a pesar de que en ambos casos es alostérica. Se ha demostrado que
este modulador favorece la formacién de los tetrameros y, por tanto, la forma activa
de la PFK1 y revierte los efectos inhibidores del ATP. A su vez, la concentracién
de F2,6-BisP estd regulada por la PFK2, que la sintetiza (Sola-Penna et al., 2010).

Herrero Méndez y colaboradores demostraron que las neuronas cultivadas
al 21 % de O, presentan mRNA de la PFK2, pero no presentan concentracio-
nes de dicha proteina, lo que nos indica que se estd degradando, por lo que las
concentraciones de F2,6-BisP son muy bajas y, por tanto, la actividad de la PFK1
en neuronas al 21 % de O, es muy baja (Herrero-Mendez et al., 2009).

2. OBJETIVO

LapO, en las células nerviosas in vivo oscila entre el 1-10 % dependiendo de
la distancia de la célula a los capilares sanguineos. Lo que indica que por término
medio la pO, fisioldgica del tejido nervioso es del 5 %. Sin embargo, tradicio-
nalmente, los cultivos celulares se hacen con una pO, atmostérica del 21 %, que
no es fisiolégica.
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Dado que la pO, es esencial para el correcto funcionamiento de la CR y la FO
Y, por tanto, del metabolismo energético celular, el objetivo de nuestro trabajo
consisti6 en analizar el efecto que las concentraciones fisiolégicas de O,, que
son del 5 %, tienen sobre la actividad madxima y cantidad total de la PFK1 como
enzima reguladora de la glucolisis.

3. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratones p57 recién nacidos o de un dia de edad y embriones del
decimoquinto dia de la gestacidn, a los que se les extrajo el cerebro sin el bulbo
olfatorio para realizar los cultivos primarios (el sacrificio de los animales fue
realizado por un investigador en posesién de los permisos necesarios).

3.1. Realizacion de los cultivos celulares

Las células se incubaron durante seis dias al 5 % de O, 0 al 21 % de O, y
durante los tltimos tres dias se juntaron colocando los astrocitos en insertos
dentro de las placas de cocultivos donde estaban las neuronas.

Los cultivos de neuronas y astrocitos se realizaron en dias diferentes debido
a que tienen protocolos diferentes.

3.2. Preparacion de las muestras

Las células se lavaron dos veces con tamp6n fosfato salino (PBS) antes de la
extraccion de las muestras.

La extraccion de proteinas celulares para su andlisis por Western Blot (WB) se
realizé lisando directamente las células en la placa de cultivo utilizando tampén
RIPA frio (4 °C).

Los extractos celulares se trasvasaron a tubos eppendorf, se sometieron a ciclos
de calentamiento a 100 °C durante 5 minutos y de ultrasonidos (a 37 kHz) en un
sonicador durante 10 minutos. Finalmente, se centrifugaron a 20.000 g durante
10 minutos y se guardaron a -80 °C hasta su utilizacién.

Para la extraccidn de las proteinas destinadas al andlisis de la actividad de
la PFK-1, las células lavadas se resuspendieron en 1 ml de PBS trasvasindose
la suspension a tubos eppendort. Se centrifugaron a 600 g durante 5 minutos
elimindndose el sobrenadante y se lisaron con el tampén de extraccién con tres
ciclos de congelacién-descongelacién en nitrégeno liquido centrifugindose a
continuacién a 20.000 g y recogiendo el sobrenadante que se guardé a -80 °C
para su posterior utilizacién.
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3.3. Determinacion de la actividad de la PFK1

La determinacion de la actividad de la PFK1 se realiz6 por espectrofotome-
tria a 340 nm de longitud de onda midiendo la desapariciéon del NADH que se
produce en reacciones acopladas con la PFK1 catalizadas por la aldolasa, triosa
fosfato isomerasa y glicerol-3-fosfato deshidrogenasa.

3.4. Determinacion de proteinas (Roca et al., 2003)

Las proteinas se determinaron por el método del dcido bicinconinico (BCA)
a una longitud de onda de 562 nm segtin el protocolo descrito por el proveedor.

3.5. Analisis de proteinas por Western Blot (Roca et al., 2003)

Para el anilisis de proteinas por WB se realizaron geles de poliacrilamida
desnaturalizantes en presencia de SDS (SDS-PAGE).

1. Preparacion de la muestra
Antes de la separacion electroforética, las células se calentaron al bafio
Marfa a 100 °C durante cinco minutos en presencia de tampén de carga.

2. Electroforesis en gel
Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida al 8 % de 1,5
mm de grosor a 100 V durante dos horas a temperatura ambiente. En los
geles se cargaron entre 25 y 35 pg de proteina de cada muestra.

3. Transferencia gel-membrana
Terminada la electroforesis las muestras se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa de 0,22 pm a 400 mA de intensidad de corriente a 4 °C
durante una hora y media.

4. Inmunodeteccién
Las membranas se bloquearon con leche desnatada al 5 % en TTBS. Las
incubaciones con los Ac primarios y secundarios se realizaron con leche
desnatada al 2 % en TTBS en proporcién 1:1000 durante 24 h en frio y 2
h a temperatura ambiente respectivamente.

Seleccion de anticuerpos

Los Ac primarios contra la PFK1-L y la PFK1-M se prepararon en el
laboratorio.

El Ac primario contra la PFK1-C se obtuvo comercialmente de la empresa
Santa Cruz Biotechnology.

Los Ac secundarios utilizados contra la PFK1-L y la PFK1-M estaban
ligados a la peroxidasa de rdbano y la sefial se revel6 mediante la utilizacién
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de un sustrato quimioluminiscente cuya sefial se capturd en una pelicula
fotografica.

Por cuestiones de sensibilidad, para la deteccién de la PFK1-C se utilizé un
Ac secundario fluorescente detectando la sefial por fluorescencia infrarroja
con el aparato FusionFX de VILBER a 800 nm.

El anilisis de las imagenes obtenidas en los WB se realizé utilizando los progra-
mas informéticos ImageLab (Bio-Rad) e Image] (National Institutes of Health).

4, RESULTADOS

4.1. Determinacion de la actividad maxima de la PFK1

Actividad neuronas (nmoles) Actividad astrocitos (nmoles)
100 poooss o 400 P04 o001
o 21% c 21%
% o 5% 300 o 5%

200

100

(nmoles/min-mg prot)

Actividad PFK1 en astrocitos

Actividad PFK1 en neuronas
(nmoles/min-mg prot)

- + - +

Astrocitos Neuronas

Figura 1. Actividad maxima de la PFK1 en cultivos primarios al 21 % y al 5 % de O,, en
monocultivos y cocultivos. La actividad se determiné conforme se indica en el apartado
3.3 de materiales y métodos.

Todos los analisis estadisticos se han realizado con el ANOVA de dos vias utilizando el
post test de Bonferroni.

Los resultados muestran que la realizacién de los cultivos al 5 % de O, produjeron un
incremento significativo de la actividad enzimatica entre un 20-30% con respecto a los
cultivos realizados al 21 % de O,

Ademis de lo ya indicado en el pie de figura, nuestros resultados sugieren que
los astrocitos presentan una actividad de PFK1 entre 4-5 veces mayor que en las
neuronas y, ademds, esta aumento tras la incubacién de las células al 5 % de O,
tanto en los monocultivos como en los cocultivos.
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Igualmente, se observé que la presencia de astrocitos provoca una mayor acti-
vidad de la PFK1 en las neuronas tanto al 21 % como al 5 % de O,. Sin embargo,
cuando los astrocitos se incuban en presencia de neuronas no se observan cambios
en la actividad.

4.2. Determinacion de la cantidad de las distintas isoformas de la PFK1

Después del revelado de las membranas obtenidas por WB se observaron las
sigulentes imagenes:

PFK1-L NEURONAS PFK1-L ASTROCITOS
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PFK1-M NEURONAS PFK1-M ASTROCITOS

N21% N§% Ne21%  NeeS%
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PRI -

p-acting s ———— Ny - -

PEKLM iy T Y -

Expresion relativa de la PFK1-M
(n° veces vs 21% de Oy)
Expresién relativa de la PFK1-M
(n° veces vs 21% de O3)

Astrocitos Neuronas

Figura 2. Expresion relativa de la PEK1-L en neuronas al 21 % y 5 % O, en presencia y
ausencia de astrocitos (A). La incubacién de las neuronas al 5 % de O, produjo un incre-
mentos de PFK1-L en 2,5y 3,5 veces en ausencia y presencia de astrocitos respectivamente,
con respecto al 21 % de O,

Expresion relativa de la PEK1-L en astrocitos al 21 % y 5 % O, en presencia y ausencia
de neuronas (B). La incubacién de las neuronas al 5 % de O, produjo un incrementos de
PFK1-L en 1,5 veces en ausencia y presencia de astrocitos respectivamente, con respecto
al 21 % de O,.

Expresion relativa de la PEK1-M en neuronas al 21 % y 5 % O, en presencia y ausencia
de astrocitos (C). La incubacién de las neuronas al 5 % de O, produjo un incrementos
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de PFK1-M de aproximadamente 2,3 veces en presencia de astrocitos, con respecto al
21% de O,

Expresion relativa de la PFK1-M en astrocitos al 21 % y 5 % O, en presencia y ausencia
de neuronas (D). La incubacién de las neuronas al 5 % de O, produjo un incrementos de
PFK1-M de aproximadamente 1,3 veces en presencia de neuronas, con respecto al 21 %

de O,.

En las neuronas, el aumento de actividad en los monocultivos esta relacionado
con una mayor expresion de la PFK1-L al no haberse detectado incrementos en las
otras dos isoformas. Mientras que el incremento de la actividad en los cocultivos
puede deberse al aumento de la expresion de la PFK1-L y PFK1-M.

PFK1-C ASTROCITOS

N21% N3% Nee21% Nees%  A21%  AS% Acc21%  Aces%

- il e — )
Asacting N — —— — —

PFK1-C |, — — i

(n° veces vs 21% de Oj)

Expresion relativa de la PFK1-C

Neuronas

Figura 3. Expresion relativa de la PFK1-C en astrocitos al 21 % y 5 % de O2 en presen-
cia y ausencia de neuronas.

No se detectaron diferencias con significatividad suficiente en la expresién
de la PFK1-C entre los astrocitos cultivados al 21 % y al 5 % de O, aunque se
observa una tendencia a que la expresién al 5 % de O, es mayor que al 21 % de O,.

Observando el incremento de actividad de los astrocitos al 5 % de O, frente
a los cultivados al 21 % de O, visto en la figura y dado que no se observan dife-
rencias en la PFK1-L y la PFK1-M probablemente la falta de significatividad en
el incremento detectado en la cantidad de PFK1-C sea un mero artefacto. Seria
necesario profundizar en este anélisis para asegurar estos resultados.

En los astrocitos, el aumento de actividad en los cocultivos puede deberse a
las isoformas PFK1-L y PFK1-M.
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5. CONCLUSIONES

La actividad maxima de la PFK1 es mayor en condiciones fisiolégicas que en
condiciones del 21 % de O,. Este resultado concuerda con los obtenidos en los
analisis de WB de las diferentes isoformas de la PFK1. Ademds, la presencia de los
astrocitos favorece que haya una mayor expresion de la enzima en las neuronas.

Por tanto, estos resultados sugieren que las células nerviosas a concentracio-
nes fisiolégicas de oxigeno presentan una mayor actividad glucolitica que en las
condiciones estindar de cultivo sin perjuicio de la regulacion metabdlica a la que

pueda estar sometida la PFK1.
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