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Resumen

Las reacciones anapleréticas son un mecanismo metaboélico esencial para la continuidad postnatal del desarrollo cerebral, contribuyendo en
procesos que requieren sustratos sintetizados a partir de intermediarios del ciclo de Krebs; sin embargo, se desconoce su papel en el neonato
durante la prelactancia. Objetivo. Estimar la capacidad anaplerdtica de neuronas y astrocitos crecidos in vitro. Materiales y métodos. Se
midio el efecto del 3-nitropropionato (3-NPA)(2 mM), un inhibidor de Succinato Deshidrogenasa (SDH) sobre el metabolismo oxidativo
y lipogénico de C derivados de acetato y lactato en concentraciones perinatales. Resultados. A pesar de la presencia del 3-NPA, se
mantuvieron las velocidades de oxidacion del lactato en neuronas y astrocitos en un 40y 73% respectivamente y la lipogénesisenun 53 'y
52% respectivamente. Con el acetato, la oxidacién en neuronas y astrocitos se mantuvo en un 15 y 63% respectivamente, en tanto que la
lipogénesis se mantuvo en astrocitos y aumentd en neuronas en un 174% (p<0,05). Todo esto comparado con sus respectivos controles sin
inhibidor. Conclusiones. Estos resultados demuestran que a pesar de la deplecion de oxalacetato generada por 3-NPA, las neuronas como
los astrocitos son capaces de mantener en la prelactancia el metabolismo energético y la sintesis de lipidos empleando lactato o acetato gracias
alaactividad anaplerdtica. Adicionalmente, los astrocitos demostraron tener mayor capacidad de amortiguar los efectos del 3-NPA sobre
la oxidacién que las neuronas. Las neuronas y los astrocitos demostraron una mayor capacidad de dirigir el acetato para la sintesis de lipidos,
activando la via Acetil-CoA Sintetasa citosdlica.

Palabras clave: acetato, astrocito, neurona, 3-nitropropionato, lactato.

Abstract

3-Nitropropionate effect on the lactate and acetate metabolism of neurons and astrocytes grown in vitro with perinatal concen-
trations. Anaplerotic reactions are an essential metabolic mechanism for the postnatal continuity of the brain development, contributing in
processes that require substrates synthesized from Krebs cycle intermediates; however, their role during the presuckling period in the
neonate is unknown. Objective. To estimate the anaplerotic capacity of neurons and astrocytes grown in vitro under perinatal conditions.
Materials and methods. The effect of 3-nitropropionate (3-NPA)(2 mM) an inhibitor of the succinate dehydrogenase (SDH) on the
oxidative and lipogenic metabolism of “C-derived from acetate and lactate in perinatal concentrations. The results were compared with its
respective controls without inhibitor. Results. In spite of the presence of 3-NPA, respiratory activity with lactate was 40% in neurons and
73% in astrocytes, the lipogenesis was 53 % in neurons and 52% in astrocytes. With acetate, the oxidation in neurons was 15% and 63% in
astrocytes, lipogenesis was maintained in astrocytes but in neurons it increased up to 174% (p<0.05). Conclusions. These results
demonstrate that in spite the oxalacetate depletion generated by 3-NPA, neurons as well as astrocytes are able to maintain the energetic
metabolism and the lipid synthesis using lactate or acetate thanks to the anaplerotic activity in the presuckling period. Additionally,
astrocytes showed a capacity of buffering the effects of 3-NPA on the oxidation process greater than the neuron capacity. Neurons and
astrocytes revealed a better capacity of directing acetate for lipid synthesis, activating the cytosolic acetyl-CoA synthetase pathway.

Key words: acetate, astrocyte, neuron, 3-nitropropionate, lactate.
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Resumo

Efeito do 3-nitropropionato sobre o metabolismo do lactato e do acetato em neuronios e astrocitos crescidos in vitro em concentracoes
perinatales. As reacdes anaplerdticas sdo um mecanismo metabdlico essencial para a continuidade pos-natal do desenvolvimento cerebral,
contribuindo nos processos que precisam substratos sintetizados a partir de intermedidrios do ciclo de Krebs. Embora, seu papel é
desconhecido no neonato durante a prelactancia. Objetivo. Estimar a capacidade anaplerdtica de neuronios e astrocitos crescidos in vitro.
Materiais e métodos. Quantificou-se o efeito do 3-nitropropionato (3-NPA)(2 mM), um inibidor do Succinato Deshidrogenasa (SDH),
sobre o metabolismo oxidativo e lipogénico de *C derivados de acetato e lactato em concentragdes perinatais. Resultados. A pesar da
presenga do 3-NPA, mantiveram-se as velocidades de oxidagdo do lactato em neuronas e astrocitos num 40 e 73% respectivamente e a
lipogenesis em 53 e 52% respectivamente. Com o acetato, a oxidagdo em neuronas e astrocitos mantive-se num 15 a 63% respectivamente,
no em tanto, a lipogénesis mantive-se em astrocitos ¢ aumento em neuronas num 174% (p<0,05). Tudo o anterior comparado com seus
respectivos controles sem inibidor. Conclusdes. Estes resultados demonstram que a pesar da deplec@o do oxalacetato gerada pelo 3-NPA,
as neuronas como 0s astrocitos sao capazes de manter na prelactancia o metabolismo energético e a sintese de lipidos empregando lactato
ou acetato devido a atividade anaplerdtica. Adicionalmente, os astrocitos demonstraram ter maior capacidade de amortecer os efeitos do 3-
NPA sobre a oxidagdo que as neuronas. As neuronas e os astrocitos apresentaram uma maior capacidade de dirigir o acetato para a sintese
de lipideos, ativando a via Acetil-CoA sintetasa citosdlica.

Palavras chave: acetato, astrocito, neurona, 3-nitropropionato, lactato.

Introduccion

La prelactancia constituye un periodo critico para el
neonato en la transicién de la vida intrauterina a la
extrauterina ya que debe subsistir a expensas de los sustratos
acumulados durante los dltimos dias de la gestacion, cuan-
do paralelamente los sistemas enzimdticos que se encargan
de la oxidacion de cuerpos cetonicos y lactato presentan su
maximo pico de actividad (1), las concentraciones de glu-
cosa plasmadtica disminuyen inmediatamente después del
nacimiento presentdndose una hipoglucemia. Dado que
hay altos requerimientos energéticos en este periodo y al
no ser suficiente para mantener el metabolismo energético
del cerebro, se hace necesario que este 6rgano emplee
sustratos energéticos alternativos, puesto que la etapa de
desarrollo postnatal en rata y el humano requiere de un
continuo suministro de carbonos no sélo para obtener ener-
gia sino también para construir estructuras cerebrales. Es-
tos sustratos alternativos como los cuerpos ceténicos y el
lactato incrementan sus concentraciones durante este pe-
riodo, garantizando la homeostasis energética y por tanto
la continuidad de procesos vitales como el desarrollo de
las sinapsis, crecimiento de axones, dendritas y la
mielinizacion activa de vias neurales bésicas.

Se ha demostrado que el cerebro en el periodo perinatal es
capaz de utilizar el lactato y el acetato, calculdndose la
capacidad maxima de estos sustratos como precursores
oxidativos y lipogénicos (2-5). Estos trabajos han expues-
to que debe existir una actividad anaplerdtica importante
para el mantenimiento de la homeostasis energética de
neuronas y astrocitos. Por lo tanto, se ha propuesto que
una inhibicion del ciclo de Krebs permitiria estimar la con-
tribucion de las reacciones anapleréticas en condiciones

perinatales. Por esta razdn, se ha determinado el efecto de
un inhibidor de la succinato deshidrogenasa (SDH), el 3-
nitropropionato (3-NPA) sobre las velocidades de oxida-
cion y lipogénesis del lactato y del acetato. El efecto neto
del 3-NPA es inhibir el ciclo de Krebs, induciendo una
disminucién de la concentracion de oxalacetato (OAA),
favoreciendo a que el ciclo sea mantenido por activacion
de las reacciones anapleréticas de las cuales las mds im-
portantes son las catalizadas por la malato deshidrogenasa-
NADP dependiente citosélica (cME) y la piruvato
carboxilasa (PC) exclusivas de astrocitos; malato
deshidrogenasa-NADP dependiente mitocondrial (mME)
neuronal y astrocitica (6). Este trabajo ha demostrado que
tanto las neuronas como los astrocitos en condiciones
perinatales son capaces de mantener el metabolismo ener-
gético y la sintesis de lipidos a pesar de la deplecion de
OAA, generada por la presencia del inhibidor de la SDH
cuando se emplean sustratos como lactato o acetato, corro-
borando la hipétesis de una actividad importante de las
reacciones anaplerdticas para el mantenimiento de la
homeostasis cerebral durante la prelactancia.

Materiales y métodos

Cultivos primarios de neuronas fueron preparados a partir
de cerebros de fetos de 17,5 dias y los de astrocitos a partir
de cerebros de neonatos de 1 dia de ratas albinas Wistar (3,
7, 8). Las células fueron sembradas en frascos Roux, con
una densidad de 1,35 x 10° células/ml para el cultivo de
neuronas y 9 x 10° células/ml para el cultivo de astrocitos.
Las células fueron mantenidas en medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), al cual se le adiciond bicarbonato
de sodio anhidro (3,7 g/l) y cloruro de potasio (1,86 g/
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1)(316 mOsm/kg H,O) y fue suplementado con suero fetal
bovino (FBS) (10%), ampicilina, estreptomicina, anfoteri-
cina y penicilina a 37°C en incubadora con 5% de CO,.
Una vez las células formaron una capa confluente y
quiescente (a 7 dias para las neuronas y 13 dias para los
astrocitos), fueron utilizadas para los experimentos y para
hacer el contaje celular (9, 10).

Composicion del medio Elliott de incubacion

Esta solucidn tiene una composicion aproximada a la del
fluido cerebro espinal. Tiene mds baja concentracion de
calcio que el medio Krebs y Henseleit, pero aproximada-
mente la misma cantidad de calcio ionizado en el plasma.
El calcio tiende a precipitar con el fosfato; para asegurarse
que no precipita, se adiciona una solucién que tenga como
maximo una concentraciéon de 11 mM en fosfato de sodio.
La composicion definitiva fue: NaCl (122 mM), KCI (4,8
mM), KH PO, (0,4 mM), MgSO, (1,2 mM), CaCl, (1,3 mM),
preparado en tampo6n fosfato sédico 10.8 mM a pH=7.6.
Extemporidneamente, el pH se ajust6 a 7,4, se filtré (0,22
pUm poro) y se gased con oxigeno durante dos horas (292,4
mOsm/kg H,0).

Preparacion de las soluciones para las
incubaciones

Se ha elegido, de modo general, concentraciones saturantes
de cada uno de los sustratos frios segin resultados previos
obtenidos en el laboratorio (3, 4), L-lactato (10,5 mM) y
acetato sodico (5 mM). Se hicieron determinaciones cuan-
titativas de cada uno de los sustratos frios en el medio
previamente a la incubacién asi como, para calcular la
actividad especifica (dpm/nmol). Se tuvo en cuenta las
concentraciones para ajustar la osmolaridad a valores cer-
canos a 315 mOsm/kg H,O.

A 1,5 ml de medio de incubacidn Elliott, con los respecti-
vos sustratos frios por frasco Roux, se adicionaron, de
acuerdo al experimento, los trazadores radiactivos [U-'*C]-
lactato (1 uCi) y [U-!*C]-acetato, [1-*C]-acetato y [2-'*C]-
acetato (1 pCi). De cada solucion se tomaron 100 pL para
determinar la radiactividad inicial necesaria para calcular
la actividad especifica (dpm/nmol).

Incubacion con cultivos primarios de
neuronas y astrocitos

Se emplearon neuronas de 7 dias y astrocitos de 13 dias en
cultivo, crecidos en frascos tipo Roux. Después de retirar
el medio de cultivo se lavaron los frascos 2 veces con PBS

y se afiadi6 el medio de incubacidn, con los sustratos frios
y radiactivos deseados. Seguidamente se gasearon los fras-
cos con O, durante 30 segundos, se cerraron hermética-
mente con un tapén de goma y se incubaron a 37°C. En
paralelo se llevaron frascos sin células pero con medio de
incubacidn y sustratos frios y radiactivos. Estos frascos
sirvieron de blanco. Para finalizar la incubacion los fras-
cos se enfriaron a 4°C (3, 4).

Cuantificacion de CO2

Para capturar el *CO, producido durante la incubacion se
empled el método descrito por Sykes, con algunas mo-
dificaciones (11, 12). Para capturar el CO, se utiliz6 un
matraz erlermeyer con un pocillo central que sostenia un
eppendorf con 500 pl de hidréxido de hiamina [cloruro-
p-(diisobutilcreoxietoxietil) dimetilbencil amonio], que
se utiliza para atrapar el CO, en los experimentos de res-
piracion. La hiamina emite quimioluminiscencia de baja
energia por lo que se hizo curva de apantallamiento para
hacer las correcciones a los datos finales. En el pocillo
principal se adicion6 100 pl de KOH (10 M) después de
lo cual se sell6 herméticamente con un tapén de goma.

Sin destapar el frasco de cultivo, se extrajo con una jerin-
guilla el medio de incubacion y se inyectd en el corres-
pondiente matraz erlenmeyer previamente preparado. Se
lavo la monocapa de células con PBS que, posteriormen-
te, fue recuperado en su respectivo matraz. Se inyectaron
2 ml de KOH (0,3 M), colocando el frasco de manera que
el KOH no contacte las c€lulas pero capture el CO,rema-
nente en el frasco de cultivo. Una hora después, el KOH
fue retirado e inyectado en su respectivo matraz
erlenmeyer. Se realiz6 otro lavado con PBS y, por dltimo,
una vez reunidos todos los volimenes se adiciond 100 pl
de HCIO, (5 M) en el matraz Erlenmeyer con objeto de
acidificar el medio y volatilizar el *CO, que luego es
capturado por la hiamina, este proceso dura 1 hora.

A continuacién se recogieron todos los tubos eppendorf
que contienen el hidréxido de hiamina, se colocaron en
viales y se les adicioné 5 ml de liquido de centelleo, se
agitaron por 30 segundos y se dejaron en reposo 16 horas
para medir las desintegraciones por minuto (dpm) utili-
zando la técnica de espectroscopia de centelleo liquido.
La velocidad de respiracion se reporta como nmol de CO,
producidos por hora y por millén de células.

Cuantificacion de lipidos

Para hacer la determinacidon de la incorporacion de los
sustratos en lipidos totales, se siguié el método reco-
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mendado para el aislamiento y purificacion de lipidos
con ligeras modificaciones (3). Para extraer los lipidos,
la monocapa de células se separ6 del frasco de cultivo
con ayuda de un raspador en 1 ml de metanol, y se
afiadié a un tubo que contiene 2 ml de cloroformo
(bidestilado). El tubo se agit6 por 30 segundos y se
almacend durante 16 horas en el congelador. Poste-
riormente se centrifugd (1500 x g, 15 min, 4°C) y se
lavé con NaCl (0,3%) saturado con cloroformo. Se rea-
liz6 una centrifugacion en las condiciones anteriores,
se retir0 la fase acuosa y se recogio la fase cloroférmica.
Esta dltima fase se evapord y el residuo lipidico se
disolvié en liquido de centelleo, se agitd6 mecdnica-
mente por 30 segundos y después de 24 horas, se midi6
la radiactividad incorporada en lipidos utilizando la
técnica de espectroscopia de centelleo liquido. La ve-
locidad de lipogénesis se reporta como nmol de carbo-
nos incorporados a lipidos por hora por millén de
células.

Calculo de la velocidad de utilizacion de
sustratos

La velocidad de utilizacion de los sustratos se calcula di-
vidiendo la radiactividad incorporada en CO, o lipidos,
por la radiactividad especifica de los sustratos en el medio
de incubacién (dpm/nmol), por el tiempo de incubacion (1
h) y por el niimero de células (x 10°) (3, 4). A las dpm de
oxidacion se les resta el valor del blanco. De acuerdo con
este cdlculo, los resultados se expresan como nmol de
sustrato radiactivo transformados en CO, o en lipidos, por
hora y por 10° células.

Tratamiento estadistico

Los ensayos se condujeron segin un disefio completa-
mente aleatorizado, con triplicado, como minimo, de cada
determinacion. El andlisis de la significatividad entre las
réplicas de un mismo experimento se ha efectuado utili-
zando el test “t” de Student. Los resultados obtenidos
fueron evaluados estadisticamente usando el programa
para Macintosh, STAT.VIEW. Se hicieron comparacio-
nes multiples utilizando el andlisis de varianza (ANOVA),
para determinar los efectos de los diferentes factores con-
siderados, este andlisis incluye el test F de significatividad.
Las comparaciones que presentaron diferencias signifi-
cativas entre tratamientos se expresaron con letras dife-
rentes. Las letras maytsculas se utilizaron para las
neuronas y las letras mindsculas para astrocitos. Los re-
sultados se expresan como promedios + la desviacion
estandar de la media (SEM).

Resultados y discusion

Diferencias metabolicas en la utilizacion del
lactato y del acetato

La utilizacién de estos dos monocarboxilatos obedece a
su disponibilidad en el medio (concentracion); a su afini-
dad por transportadores; al acople con enzimas cuya acti-
vidad o expresion depende del estado de desarrollo celular;
al compartimento (citosol o mitocondria) donde estin ex-
presadas las enzimas, ademds de diversas vias reguladoras
y/o moduladoras. Adicionalmente, también puede depen-
der de la cantidad y madurez mitocondrial.

En los astrocitos, el piruvato uniformemente marcado ([U-
14C]-piruvato) proveniente del lactato uniformemente mar-
cado ([U-"“C]-lactato) via lactato deshidrogenasa (LDH) entra
al ciclo de Krebs en la primera vuelta via complejo piruvato
deshidrogenasa (CPDH) generdndose “CO, y [U-"*C]-acetil-
CoA, o via PC originando [1,2,3-“C]-OAA; el citrato puede
ser sintetizado desde [U-*C]-acetil-CoA y OAA frio o [1,2,3-
HC]-OAA, asi, existe la posibilidad de que se produzcan dos
isotopomeros del isocitrato, pero sélo a través de la oxida-
cion del [2,3,4,5-1“C]-isocitrato y [2,3-'*C]-isocitrato se puede
generar '*CO, desde el primer turno via Isocitrato
deshidrogenasa. La oxidacion del a-cetoglutarato (o.-KG)
no produce ‘4C02; mas adelante, la hidroélisis del enlace
tioéster de la succinil-CoA por la succinato tioquinasa pro-
duce succinato, una molécula simétrica.

Consecuentemente, el reservorio mitocondrial de malato
presenta todos los carbonos marcados; asi, en la reaccion
de la cME y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK)
(m4s activa en neuronas que astrocitos en la prelactancia)
se generaria nuevamente *CO,. Ya en la segunda vuelta a
través del ciclo de Krebs se produce [1,2,3-“C]-OAA, que
junto con [U-!*C]-acetil-CoA y acetil-CoA frio, generan
[U-C]-isocitrato y [1,2,3-14C]-isocitrato, desde los cua-
les se puede producir *CO, via isocitrato deshidrogena-
sa y posteriormente a través de los sustratos originados
desde el a-cetoglutarato (o-KG) uniformemente marcado
a-[U-“C]-KG) y a-[1,2,3-1*C]-KG via complejo
o-cetoglutarato deshidrogenasa (o-CKGDH), nuevamente el
reservorio de malato presenta todos los carbonos marcados.

En neuronas, el [U-*C]-piruvato proveniente del [U-*C]-
lactato, entra al ciclo de Krebs en la primera vuelta via
CPDH y mME, a través de la cual se genera [1,2,3-1“C]-
malato y posteriormente [1,2,3-1*C]-OAA, de igual manera
se produce [2,3,4,5-1*C]-isocitrato y [2,3-!“C]-isocitrato
como en astrocitos, sin embargo, no en la misma propor-
cioén, puesto que la actividad anaplerética de la PC no
existe en estas células.
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Las velocidades de oxidacion y lipogénesis medidas en metabolizar lactato y acetato, confirmando inicialmente
condiciones de control (Tablas 1y 2), indican que in vitro, que estos sustratos utilizaron mecanismos de transporte al
tanto las neuronas como los astrocitos son capaces de interior celular.

Tabla 1. Efecto del 3-nitropropionato (3-NPA) sobre las velocidades de respiracion (oxidacion) del L-lactato o del
acetato en neuronas y astrocitos en cultivo primario. Las velocidades de respiracion se expresan como nmol de
sustrato transformado en CO, por hora por millén de células y son medias + SEM.

Neuronas Astrocitos
Sustrato Respiracion Respiracion
CO,/h/10° células CO,h/10¢ células

sin inhibidor 5,32 £0,09 A 12,89 = 1,73 a
[U-!*C]-lactato +3-NPA 2,14 £ 0,40 B 9,43 + 1,90 b
sin inhibidor 1,78 £ 0,24 A 1,14 £ 0,17 a
[U-'*C]-acetato +3-NPA 0,26 = 0,05 B 0,72 £ 0,14 b
sin inhibidor 2,52 +0,31 A 4,26 £0,52 a
[1-'*C]-acetato +3-NPA 0,73 £ 0,15 B 1,51 £0,33 b
sin inhibidor 2,79 £ 047 A 3,27 0,59 a
[2-'*C]-acetato +3-NPA 0,63 + 0,04 B 1,19 +0,21 b

Las diferencias significativas (p<0,05) se expresan en letras maytsculas para neuronas y minusculas para astrocitos.
Diferencias entre los valores sin y con inhibidor se indican con diferentes letras (n = 8, procedentes de 2-3 cultivos).

Tabla 2. Efecto del 3-nitropropionato (3-NPA) sobre las velocidades de lipogénesis utilizacion del L-lactato o del
acetato en neuronas y astrocitos en cultivo primario. Las velocidades lipogénesis se expresan como nmol de sustrato
transformado en lipidos por hora por millon de células y son medias + SEM.

Neuronas Astrocitos

Lipogénesis Lipogénesis

Sustrato lipidos/h/10° células lipidos/h/10° células
sin inhibidor 0,93 +0,03 A 259 +0,42 a
[U-!*C]-lactato +3-NPA 0,49 = 0,09 B 1,34 £ 0,29 b
sin inhibidor 0,47 = 0,06 B 0,17 0,04 a
[U-'4C]-acetato +3-NPA 0,82 +0,13 A 0,17 £0,03 a
sin inhibidor 0,84 £ 0,14 A 0,75 £ 0,06 a
[1-1*C]-acetato +3-NPA 0,85 £0,11 A 0,67 £0,12 a
sin inhibidor 0,85 £ 0,09 A 1,77 £ 0,16 a
[2-'*C]-acetato +3-NPA 0,81 £0,13 A 1,01 £0,21b

Las diferencias significativas (p<0,05) se expresan en letras mayusculas para neuronas y mindsculas para astrocitos.
Diferencias entre los valores sin y con inhibidor se indican con diferentes letras (n = 8, procedentes de 2-3 cultivos).
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De acuerdo con los resultados, en primer lugar se puede
decir que ambos tipos de células metabolizan en mayor
proporcion el lactato como sustrato oxidativo y lipogénico,
lo cual en parte se puede deber a la menor concentracion
del acetato (5 mM), y en segundo lugar el acetato fue pre-
feriblemente metabolizado por las neuronas, en tanto que
el lactato por los astrocitos, probablemente por las siguientes
razones:

El lactato extracelular es captado via transportador de
monocarboxilatos (MCT); las neuronas expresan la
isoforma MCT-2 en tanto que los astrocitos las isoformas
MCT-1y MCT?2, lo cual podria favorecer una mayor velo-
cidad de transporte (13). Adicionalmente, en cuanto a la
enzima relacionada con el metabolismo del lactato, dado
que en este periodo es el sustrato energético y lipogénico
mads importante, es posible que la isoforma predominante
sea la lactato deshidrogenasa tipo 1 (LDH-1) tanto en
neuronas como astrocitos, favoreciendo su oxidacién ya
que durante el periodo perinatal los requerimientos ener-
géticos son elevados.

Es posible que la actividad de la enzima LDH-1 sea mayor
en astrocitos y de esta manera favorece una mayor disponi-
bilidad de piruvato para ser oxidado o incorporado en
lipidos; sin embargo, se requiere conocer con mayor preci-
sion las diferencias en el nivel de actividad y patrén
isoenzimatico de la LDH expresado por neuronas fetales y
astrocitos de neonatos crecidos in vitro, dado que a dife-
rencia de la prelactancia, en la adultez se conoce bien que
las neuronas expresan LDH-1 y los astrocitos principal-
mente LDH-5 que favorece la produccién de lactato que es
exportado (14). Por otra parte la actividad de la PC incre-
menta por el aumento de las concentraciones de piruvato
(15), por lo tanto, los astrocitos pueden incorporar piruvato
generado desde lactato en el ciclo de Krebs en una mayor
proporcién que las neuronas, dado que la capacidad
anaplerética de éstas se encuentra restringida a la mME
cuya actividad es menor (16).

Por otro lado, se ha observado que el [U-3C]-lactato o [U-
14C]-lactato se incorpora mas en aminoacidos en neuronas
que astrocitos, los cuales pueden ser el glutamato, aspartato,
alanina, N-acetil-L-aspartato (NAA) y el neuromodulador
N-acetil-L-aspartil-L-glutamato (NAAG) (14, 15) estos dos
ultimos se sintetizan en altas proporciones durante el de-
sarrollo, constituyendo rutas importantes de escapes del
marcaje que no se incorporaria en *CO, o lipidos, y por lo
tanto, no cuantificables por la metodologia empleada en
el presente trabajo, lo cual podria explicar en parte el me-
nor metabolismo oxidativo del lactato en neuronas a favor
de la sintesis de neurotransmisores, mientras que en los
astrocitos el lactato seria utilizado principalmente para la

oxidacién y en menor proporcion para sintesis de lipidos
como el 4cido oleico o aminoédcidos como glutamina.

En cuanto al metabolismo del acetato, este es un
monocarboxilato que entra en ambos tipos de células via
MCT-2; sin embargo, en trabajos previos empleando el 4-
cianocinnamato, un inhibidor de transportador de
monocarboxilatos (3), se ha encontrado que el metabolis-
mo oxidativo y lipogénico de neuronas no se altera, en
tanto que el de los astrocitos disminuye (4), esto ha lleva-
do a sugerir la participacién de un mecanismo de transpor-
te adicional posiblemente mds activo en neuronas que
podria ser el sistema intercambiador de aniones (mAE2) ya
reportado, por lo tanto, la expresion de dos formas alterna-
tivas de transporte durante la prelactancia en neuronas fa-
voreceria la mayor velocidad de entrada de este sustrato.

Por otro lado, el metabolismo preferencial del acetato por
neuronas se puede explicar por el nivel de actividad de las
enzimas relacionadas con su metabolismo. En trabajos pre-
vios se ha demostrado que el acetato en condiciones
perinatales, puede ser utilizado por neuronas y astrocitos
por accidon de la acetil-CoA sintetasa (AceCS) sugiriendo
la actividad de dos isoformas una mitocondrial (AceCS2)
y otra citos6lica (AceCS1) en ambos tipos de células (3-5,
16). El mayor metabolismo oxidativo y lipogénico neuronal
pueden estar indicando que la acetil-CoA sintetasa tipo 2
(AceCS2) parece ser mucho més activa en este tipo de cé-
lulas que en astrocitos favoreciendo la disponibilidad de
Acetil-CoA mitocondrial para la sintesis de citrato. El he-
cho que las neuronas sinteticen altas cantidades de NAA y
NAAG (18) puede indicar la presencia de un reservorio de
Acetil-CoA mitocondrial més alto que en astrocitos y por
tanto indica la mayor actividad de la AceCS2 neuronal. El
nivel de actividad de la AceCS1 puede también estar con-
tribuyendo a la lipogénesis neuronal donde su actividad
puede ser mayor que en astrocitos.

Capacidad anaplerdética en la utilizacion del
lactato y del acetato

Para determinar la contribucién y la importancia de las
reacciones anaplerdticas en el mantenimiento de la
homeostasis energética durante el periodo perinatal se uti-
liz6 un inhibidor de la succinato deshidrogenasa, el 3-
nitropropionato, a través de la evaluacion de su efecto
sobre el metabolismo del lactato y del acetato en neuronas
y astrocitos crecidos in vitro en condiciones perinatales.
Con este fin, se utilizd una concentracion 2 mM de 3-NPA
de manera que no se indujera un bloqueo total del ciclo de
Krebs en los dos tipos de células y se viera un efecto que
reflejara su capacidad anaplerdtica. Esta concentracién no
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afecta la viabilidad celular dado que concentraciones de 3
mM y 10 mM bloquean completamente el ciclo de Krebs
en cultivos de neuronas y astrocitos respectivamente (19).

Los resultados obtenidos (Tabla 1) muestran que se pre-
sentd una disminucion significativa en las velocidades de
oxidacion del lactato en presencia del 3-NPA. Los resulta-
dos con este sustrato demuestran que las neuronas fueron
mucho mas sensibles al inhibidor que los astrocitos en
cuanto a que se disminuy6 la produccién de CO, en un
59%, mientras que en los astrocitos se disminuy$ en un
26%. Lo anterior evidencia que un bloqueo parcial del
ciclo de Krebs en ambos tipos de células que puede alterar
la homeostasis energética en la prelactancia. Sin embargo,
el hecho que las neuronas hayan sido capaces de mantener
la respiracion desde lactato en un 41% y los astrocitos en
un 74%, es un reflejo de la actividad anaplerética de estas
células, y se evidencia que es mayor en astrocitos como ya
se ha reportado (20).

Se ha discutido que la actividad anaplerdtica de las
neuronas via mME es muy importante para la sintesis de
glutamato y su actividad carboxilante o descarboxilante
depende de los requerimientos celulares de ATP o
neurotransmisores, lo cual se debe reflejar en los niveles
de malato o piruvato; es asi como una carboxilacién neta
del piruvato a malato puede ocurrir durante la activacion
neuronal, cuando se requiere ATP extra para restaurar los
potenciales de membrana y cuando a-KG es necesario para
restituir el reservorio de glutamato (21). Sin embargo, aun
no hay consenso en cuanto a lo anterior, pues también se
ha sugerido (15) que las neuronas no tienen una actividad
anaplerdtica cuantitativamente importante como para man-
tener los niveles de los intermediarios del ciclo de Krebs;
nétese que en este articulo (15) se trabaj6 en concentracio-
nes de lactato de cerebro adulto (1 mM) y a una concentra-
ci6én de 3-NPA (3 mM) que inhibe completamente el ciclo
de Krebs en neuronas. Teniendo en cuenta lo anterior, se
puede decir que la concentracion de 3-NPA y de lactato,
influyen en la actividad de la mME en la carboxilacion del
piruvato en las neuronas permitiendo la continuidad del
ciclo de Krebs, lo cual no seria posible cuando la sintesis
de OAA estd bloqueada. Adicionalmente, en experimen-
tos de fijacion de NaH'*CO, en cultivos primarios de
neuronas se ha reportado que hay incorporacién de “C en
glutamato, aspartato y prolina, adicionalmente, la incor-
poracién de *C desde NaH"CO, en aspartato, glutamato,
GABA y glutamina (22), lo que demuestra que las neuronas
tienen activa la ruta de la mME.

Los resultados del presente trabajo con [U-!*C]-lactato su-
gieren que los astrocitos presentan una mejor capacidad
de amortiguar los efectos del 3-NPA, en la concentracion

empleada, con relacién a las neuronas, probablemente por
el efecto anaplerético de la PC, también relacionado con
la baja actividad ciclo de Krebs (5-10% menor que en las
neuronas) y la inhabilidad del 3-NPA de causar un incre-
mento de calcio (23). Esta resistencia también se corrobora
a nivel del metabolismo energético, como se demuestra
por los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde
las velocidades de oxidacion fueron mayores en astrocitos
que en neuronas en presencia del inhibidor, lo cual no ha
sido reportado.

La lipogénesis a partir del lactato disminuy$ en neuronas
y astrocitos en un 47 y 48% respectivamente, lo cual se
explica porque decrece la generacion de citrato mitocon-
drial a partir del [U-'*C]-piruvato como consecuencia de la
disminucion de oxalacetato y el incremento dramético de
los niveles de succinil-CoA que disminuyen la actividad
de la citrato sintetasa. Por estas dos razones, se esperaba
que la lipogénesis se viera afectada.

No obstante, la lipogénesis se mantiene a pesar de los efec-
tos del inhibidor en ambos tipos de células, puede ser de-
bida a la activacion de la ruta citosélica desde lactato,
reportado en trabajos previos empleando un inhibidor del
transporte de citrato mitocondrial, el 1,2,3-bencenotricar-
boxilato, donde se encontré que las neuronas incrementa-
ban su lipogénesis (p<0,05), mientras que en los astrocitos
no se observo variacién en la velocidad de incorporacion
del sustrato a lipidos (2); esto permiti6 postular que debia
existir una ruta alternativa para la sintesis de lipidos, que
debia ser muy activa en el periodo perinatal.

Estos resultados son coherentes con las conclusiones ob-
tenidas a partir de trabajos en neuronas y astrocitos para
evaluar el metabolismo del lactato (10,5 mM), empleando
aminooxiacetato (AOA) (5 mM), un inhibidor de la
aspartato aminotransferasa que incrementa las concentra-
ciones de OAA intramitocondrial, que a diferencia de lo
observado con el 3-NPA, la oxidacién y lipogénesis se
incremento significativamente en neuronas y en astrocitos,
concluyendo que la lanzadera del citrato seria la principal
fuente de acetil-CoA en el citosol para la sintesis de lipidos
a través de la ATP-citrato liasa (4).

En cuanto al metabolismo oxidativo del acetato, el 3-NPA
causO una disminucion de 85% en las neuronas y de un
36% en los astrocitos debido al descenso en la velocidad
del ciclo de Krebs en ambos tipos de células. Sin embargo,
a diferencia del lactato, el acetato no es precursor de OAA,
por lo tanto, al disminuir las concentraciones de este inter-
mediario ambos tipos de células deben recurrir a sustratos
enddgenos. En este sentido, dado que los astrocitos tienen
la capacidad de almacenar lactato y gluc6geno y una ma-
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yor capacidad anapleroética, les permite mantener la oxida-
cion a partir de acetato en un 64%. El mantenimiento de la
oxidacion en neuronas tan sélo un 15% sugiere que las
concentraciones de OAA son mds limitantes en ellas y con-
secuentemente la utilizacion de acetil-CoA en mitocondria
disminuye en la via de sintesis de citrato, beneficiando la
ruta de sintesis de NAA y NAAG que constituyen una ruta
de escape de carbonos que pudieron ser utilizados en el
ciclo de Krebs o para la sintesis de lipidos.

En cuanto a la lipogénesis (Tabla 2), se puede decir que
fue activa en ambos tipos de células a pesar de la disminu-
cién de la utilizacion de acetato en la mitocondria para la
sintesis de citrato. Sin embargo, el hecho de que no se
afecte en astrocitos y por el contrario ocurriera un aumento
de la lipogénesis en neuronas, estd sugiriendo que la
AceCS1 en éstas es mds activa cuando los niveles de citrato
citos6lico no son suficientes corroborando los resultados
obtenidos empleando a-ciano-4-cinnamato (o.-CN) en tra-
bajos previos (3-5).

Otras investigaciones con aminoxiacetato (OAA) y
butilmalonato (BM), han demostrado que la lipogénesis y
oxidacién en ambos tipos de células aumenta, dado que el
efecto de estos inhibidores es el incremento de las concen-
traciones de OAA mitocondrial. Al comparar estos resulta-
dos con los obtenidos con 3-NPA, el cual presenta efecto
contrario, se comprueba que la variacion en las concentra-
ciones de este intermediario regula el ciclo de Krebs en
ambos tipos de células (3-5). Una disminucién mayor en la
velocidad de oxidacién en neuronas en presencia del
inhibidor puede obedecer al escape de acetato para la sin-
tesis de glutamato, aspartato, alanina, y especialmente NAA,
NAAG, que se generan en altas concentraciones durante el
periodo perinatal.

Nuevamente los resultados con acetato y 3-NPA sugieren
que los astrocitos presentan una mayor capacidad de tole-
rar los efectos del inhibidor ya sea porque presenta mayor
capacidad anaplerética o porque almacenan sustratos pre-
cursores de OAA.

Metabolismo diferencial del acetato

El carbono 1 (1-*C) de los tres sustratos empleados [U-
14C]-acetato, [1-1*C]-acetato y el [2-1*C]-acetato puede trans-
formarse en CO, rdpidamente en la primera vuelta del ciclo
de Krebs a través de la cME en astrocitos o mME en neuronas
y através del CPDH al inicio de la segunda vuelta del ciclo
de Krebs. Comparativamente, el carbono 2 (2-“C) se
descarboxila en la segunda vuelta a través del ciclo de
Krebs por las mismas vias y por efecto de la isocitrato
deshidrogenasa y el complejo a-cetoglutarato deshidro-

genasa (o.-CKGDH), indicando que puede permanecer mas
tiempo en el ciclo de Krebs, con mayor probabilidad de
incorporarse en metabolitos sintetizados a partir de inter-
mediarios como citrato o o.-KG. Lo anterior implica que
podrian obtenerse velocidades de oxidacién menores que
las observadas con [1-'*C]-acetato.

Por otro lado, el [U-*C]-acetato se incorpora menos en
CO,, que los anteriores sustratos ya que proporcional-
mente se pueden escapar mds carbonos para la sintesis de
aminodcidos (glutamato, glutamina y aspartato) o lipidos
durante la primera vuelta a través del ciclo de Krebs (3, 4).

El [1-*C]-acetato, fue un 40% mads oxidativo en astrocitos
que en neuronas, lo que probablemente esta reflejando el
efecto de la cME, PC y PEPCK, mads activas en este tipo de
células, asi aportando una mayor proporcion de descar-
boxilaciones. La menor velocidad de oxidacion del [2-
14CJ-acetato en astrocitos refleja la fuga de carbonos en el
ciclo de Krebs principalmente para la sintesis de citrato
que serviria para sintesis de lipidos o glutamina en el
citosol, constituyendo rutas de escape del marcaje, lo que
no se observa en neuronas, donde las velocidades de oxi-
dacién de ambos sustratos ([ 1-“C]-acetato y [2-1*C]-acetato)
permanecen iguales, indicando que el acetato en neuronas
permanece por mas tiempo en el ciclo de Krebs porque es
un sustrato mds oxidativo que en los astrocitos, coinci-
diendo con la mayor velocidad de oxidacién del [U-“C]-
acetato en neuronas (3-5).

En el presente estudio, los astrocitos y neuronas en cultivo
en condiciones perinatales y en presencia del 3-NPA dis-
minuyeron significativamente las velocidades de oxida-
cion de los sustratos [1-*C]-acetato y [2-!*C]-acetato como
consecuencia de la disminucién de la velocidad del ciclo
de Krebs; nuevamente las neuronas resultaron significati-
vamente mds afectadas (Tabla 1).

En los controles, la incorporacion del [1-'*C]-acetato en
lipidos es similar en ambos tipos de células, mientras que
el [2-!*C]-acetato es incorporado significativamente en
lipidos por astrocitos que en neuronas, dado que en éstas
ultimas, la lipogénesis permanece igual que con [1-"C]-
acetato. Lo anterior indica que los astrocitos desvian mas
citrato para sintesis de lipidos que las neuronas, por lo que
el [2-"*C]-acetato puede marcar mas citrato que [1-"C]-
acetato. De cualquier manera la sintesis de lipidos aporta-
do por la AceCS1 es relevante cuando los niveles de citrato
citosélico no son apropiados (Tabla 2).

A pesar de la presencia del 3-NPA, la lipogénesis en
neuronas se mantiene con [1-“C]-acetato y [2-1*C]-acetato,
indicando que el descenso en los niveles de OAA, que
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afectan la sintesis de citrato no influyen en la sintesis de
lipidos neuronal que puede estar sustentada por la AceCS1;
mientras que en astrocitos se mantiene con [ 1-'“C]-acetato,
pero la disminucién observada con [2-'“C]-acetato puede
significar la dependencia de formacion de citrato mito-
condrial para la sintesis de lipidos que de igual manera
puede estar dada por la AceCS1. Estos resultados confir-
man una mejor actividad de la AceCS1 en las neuronas
que en los astrocitos. Adicionalmente, sefialan una mayor
dependencia, en los astrocitos de actividad anaplerética
para el mantenimiento del citrato mitocondrial, cuya dis-
minucion afectara la sintesis de lipidos, en especial el 4ci-
do oleico o la exportacién de citrato, indicando que durante
el periodo perinatal una alteracion de estos dos mecanis-
mos tendria un efecto negativo en el metabolismo y modu-
lacion de la sefializaciéon neuronal.

Los resultados en su conjunto indican que en condiciones
de ayuno (prelactancia), las neuronas requieren y emplean
todos los recursos energéticos posibles para mantener su
metabolismo, incrementado por los requerimientos de ATP
para la sintesis de neurotransmisores y el mantenimiento
de la bomba Na*/K*. Lo anterior estd de acuerdo con el
hecho de que el ciclo de Krebs neuronal funciona princi-
palmente para el metabolismo oxidativo y en astrocitos
para la sintesis de intermediarios que son exportados hacia
las neuronas.

Conclusiones

Las neuronas y los astrocitos en condiciones perinatales
utilizan preferentemente el lactato que el acetato como
sustrato oxidativo y lipogénico, no obstante, el acetato
demostrd ser més lipogénico en las neuronas, mientras que
el lactato lo es para los astrocitos. Los resultados indican
una mayor actividad de las Acetil-CoA Sintetasas
neuronales y de la Lactato Deshidrogenasa astrocitica.
Tanto las neuronas como los astrocitos son capaces de
mantener en la prelactancia, el metabolismo energético y
la sintesis de lipidos a pesar de la deplecion de oxalacetato
(OAA) generada por la presencia del inhibidor de la
succinato deshidrogenasa (SDH) cuando se emplean
sustratos como lactato o acetato; lo cual puede ser atribui-
do a enzimas anaplerdticas cuantitativamente mds impor-
tantes en el cerebro, la piruvato carboxilasa y las isoformas
citosélica y mitocondrial de la malato deshidrogenasa
NADPH-dependiente (enzima mélica). Seria interesante
ampliar este estudio a sustratos como la glucosa y el 3-
hidroxibutirato. Se logré demostrar que la Acetil-CoA
Sintetasa 1 (AceCS1) puede activarse cuando las concen-
traciones mitocondriales de citrato no son suficientes para
mantener la lipogénesis en el citosol y presentando una

mayor actividad en neuronas que astrocitos. El uso del
inhibidor demostré que la concentracion de oxalacetato
es limitante en el metabolismo intermediario de las neuronas
y los astrocitos, sin embargo, la capacidad anaplerdtica
astrocitica, debido a la actividad de la piruvato carboxilasa
(PC) contribuye a mantener los niveles de este intermedia-
rio. Los astrocitos demostraron tener mayor capacidad de
amortiguar los efectos del 3-NPA sobre la respiracion que
las neuronas, pudiendo ser atribuido a un conjunto de fac-
tores como compartimiento de expresion especifica de la
piruvato carboxilasa y malato deshidrogenasa-NADP de-
pendiente citosdlica (¢cME) y por otro lado a las diferentes
tasas de recambio del ciclo de Krebs neuronal y astrocitico.
La disminucion de la respiracion neuronal inducida por el
3-NPA en presencia de lactato y acetato, puede tener efec-
tos negativos en el periodo perinatal, pues afecta signifi-
cativamente la produccion de lipidos y de ATP, debido la
disminucion de su capacidad anaplerdtica.
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