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Resumen

En el periodo perinatal se incrementa la concentracion de N-acetil-L-aspartato (NAA) producido por las neuronas, estebgstifzitio

por los astrocitos e hidrolizado via aspartoacilasa Il (ASPA; EC 3.5.1.15) en acetato y aspartato. Se postula quepeldrépactaioorar

en suplir los requerimientos metabdlicos de los astrocitos durante la prela@@ésti®os. Evaluar la capacidad de los astrocitos para
utilizar el aspartato como sustrato metabdlico en condiciones fisioldgicas perinatales y determinar si la utilizacidattepasparser
modificada por variaciones en las concentraciones de glucosa (Glc), lactato (Lac) y N-acetil-L-aspartato (NAA) y si eistiass/dea
concentracion, pueden regular la actividad enzimatica de la A%®Ariales y métodosSe incubaron cultivos quiescentes de astrocitos
neonatales de rata Wistar con L-aspartato (0.5 mM) y EQlaspartato (2 uCi), para evaluar su capacidad para utilizarlo como sustrato
oxidativo y lipogénico. Se determino el efecto de la variacién de las concentraciones de Lac, Glc y NAA, en condiciagieadisiolo
perinatales como de adulto, sobre la utilizacion del aspartato (método radiométrico) y sobre la actividad del ASPA (ciétdokoeskisco).
Resultados Se demostr6 que los astrocitos estan en capacidad de utilizar el aspartato 87 veces mas como sustrato oxidativo que lipogénico
ConclusionesLa utilizacién del aspartato y su destino es afectado significativamente (p<0,05) por las concentraciones de Lac, Glcy NAA.
ASPA tiene una alta actividad, siendo regulada por disponibilidad de lactato y por el incremento de la disponibilidadde gluco

Palabras clave:aspartato, aspartoacilasa, astrocitos, prelactancia

Abstract

Regulation of the use of aspartate by the astrocytes during the presuckling peridduring the perinatal period the concentration of
N-acetyl-L-aspartate (NAA) produced by neurons increases. This substrate is absorbed by the astrocytes and hydrolyetylasespar

Il (ASPA; EC 3.5.1.15) in acetate and aspartate. We propose that the aspartate may help in fulfilling the astrocyteenetedroknts

during the presuckling perio@bjectives. To evaluate the astrocyte ability to use the aspartate as a metabolic substrate in perinatal
physiological conditions, and to determine whether the aspartate utilization can be modified by changes in the conceytiaism of
(Glc), lactate (LAC) and N-acetyl-L-aspartate (NAA) and whether these variations in concentration can regulate the ertasipatic ac

the ASPAMaterials and methods.Quiescent cultures of neonatal astrocytes of Wistar rat were incubated with L-aspartate (0.5 mM) and
L-[U-*“C]-aspartate (2 uCi), to assess their ability to use them as oxidative and lipogenic substrates. The effect of varyatipcemfentr

Lac, Glc and NAA on the use of aspartate (radiometry method) and the ASPA activity (spectrophotometry method) was etaliated in
presuckling and adult physiological conditioResults.Astrocytes are able to use aspartate 87 times more as an oxidative substrate than
a lipogenic substrat€onclusions.The use of aspartate and its destiny are affected significantly (p<0.05) by the concentrations of Lac, Glc
and NAA. ASPA has a high activity being regulated by lactate availability and the increased availability of glucose.

Key words: aspartate, aspartoacylase, astrocytes, presuckling
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Resumo

Regulagéo da utilizacdo do aspartato pelos astrdcitos durante a prelactandio periodo perinatal aumenta a concentragdo de N-
acetil-L-aspartato (NAA) produzido pelos neurdnios, este substrato é absorvido pelos astrécitos e hidrolisado por vitaaagartoac
(ASPA, EC 3.5.1.15) em acetato e aspartato. Postula-se que o aspartato poderia ajudar no cumprimento das exigénciadasetabdlicas
astrécitos durante a prelactanc€jetivos. Avaliar a capacidade dos astrécitos para utilizar o aspartato como substrato metabélico em
condigdes fisioldgicas perinatais e determinar se a utilizacéo de aspartato pode ser alterada por varia¢des nas cagkobse ek

lactato (Lac) e N-acetil-L-aspartato (NAA) e se estas altera¢des na concentra¢do podem regular a atividade enzimatibéatkrialBPA.

e métodosincubaram-se culturas quiescentes de astrécitos neonatais de ratos Wistar com L-aspartato (0,5 i@ easgarato

(2 uCi), para avaliar a sua capacidade de uso como substrato oxidativo e lipogénico. Determinou-se o efeito da variegatratgseson

de Lac, Glc \NAA, e em condigdes fisioldgicas perinatais como de adulto, sobre a utiliza¢éo do aspartato (método radiométrico) e sobre
a actividade do ASPA (método espectrofotométriB@sultados.Demonstrou-se que 0s astrécitos estdo em capacidade de usar o
aspartato 87 vezes mais como substrato oxidativo do que lipog€nitcusdesO uso de aspartato e seu destino é afetado de forma
significativa (p <0,05) pelas concentra¢des de Lac, Glc e ANA. ASPA tem uma alta atividade, sendo regulada pela dispimihdtelaae

e pelo aumento da disponibilidade de glicose.

Palavras-chave:aspartato, aspartoacilasa, astrocitos, prelactancia

Introduccioén nible en el citosol y la mitocondria para hacer funcional la
lanzadera con el malato. El NADH puede provenir de las
Los astrocitos soportan la actividad neuronal por absorreacciones catalizadas por la gliceraldehido 3-fosfato des-
cion del abundante glutamato intersticial y su transformahidrogenasa y la lactato deshidrogenasa, ambas citosdlicas
cion en glutamina a través de la glutamina sintetasa. L&4). El aspartato intracerebral puede ser obtenido de dife-
glutamina es suplementada a las neuronas como un med®ntes rutas, la principal es via aspartatoacilasa Il (N-acil-
nismo de transporte de carbonos y nitrégeno. Adicionall-aspartato amidohidrolasa) (ASPA; EC 3.5.1.15), principal
mente al suplemento de precursores para la sintesis @®zima catalitica del cerebro, que degrada el NAA, el se-
neurotransmisores, las neuronas necesitan sustratos enguendo aminoacido mas abundante después del glutamato
géticos para el normal funcionamiento del cerebro. El acoen el sistema nervioso central (SNC) (5-7). La deficiencia
ple de la actividad neuronal con el metabolismo energéticde la enzima aspartatoacilasa Il ocasiona la acumulacion
cerebral perinatal, implica al lactato como el principal pro-de NAA en el cerebro, lo cual provoca una degeneracion
ducto final del metabolismo de la glucosa, que es liberadde la materia blanca, conocida como enfermedad de
por los astrocitos como un sustrato energético para laSanavan (8,9). El supuesto de que el aspartato puede tener
neuronas, como consecuencia de la estimulacidon de lan papel importante en el periodo perinatal se soporta con
absorcion de la glucosa evocada por el glutamato. Edbservaciones experimentales que confirman que durante
lactato es tomado por las neuronas, siendo el sustra®l desarrollo cerebral hay una mayor actividad de las
carbonado preferido para mantener la funcién sinaptic&nzimas involucradas en la sintesis y degradacion del N-
(1). En trabajos previos del grupo, utilizando glucosa,acetil-L-aspartato (NAA) y del N-acetil-L-aspartil-L-
lactato, 3-hidroxibutirato y acetato en concentracioneglutamato (NAAG) sumado a una mayor expresion de
perinatales, se ha demostrado que tanto las neuronas coiii@nsportadores de monocarboxilatos y a la expresion de
los astrocitos utilizan preferencialmente el lactato comdransportadores especificos para aspartato y NAA en los
sustrato energético y lipogénico (2, 3). Sin embargo, a peastrocitos (3).
sar que se reconoce el importante papel de los astrocitos
en el trafico metabdlico con las neuronas, aun falta consiEn €l cerebro adulto la glucosa es el principal precursor
derar mas mecanismos que regulan la seleccion de sustra@® piruvato mitocondrial. Sin embargo, bajo ciertas con-
para la sintesis y liberacion de precursores por estas céldiciones como en prolongados periodos de inanicion del
las gliales. Por otro lado, hemos propuesto que un increcerebro adulto o durante el desarrollo temprano del cere-
mento en la disponibilidad del acetato y aspartato, podri§ro, cuando la glucosa es incapaz de mantener la
ayudar a optimizar los recursos energéticos necesarios paf@meostasis cerebral, otros sustratos tales como lactato, 3-

mantener el metabolismo relacionado con la neurotrandlidroxibutirato, acetoacetato y glutamina (10-13) pueden
misién y contribuir a la lipogénesis, principalmente deser utilizados como precursores metabolicos. Adicional-

mielina, requeridos por el cerebro. El metabolismo delmente, el 3-hidroxibutirato, el acetoacetato y el acetato
aspartato depende de las concentraciones de NADH dispban demostrado ser sustratos de apoyo metabolico para la
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sintesis de acetil-CoA en células cerebrales (14-17). Se Haa presencia de [1,2,3C]-glutamato y [1,2,3°C]-
demostrado que el cerebro puede utilizar aminoacidos nglutamina en el cultivo de astrocitos demuestran el meta-
esenciales como sustratos energéticos y lipogénicos en leblismo de este sustrato en el TCA (26).
periodo perinatal (2, 18).

Fuentes y transporte de aspartato en el
Metabolismo del aspartato cerebro

Las neuronas y los astrocitos son capaces de tomarAdemas de la mencionada lanzadera aspartato/malato en
metabolizar el aspartato. Experimentos conjU}- el cerebro existen otras fuentes de aspartato productos de
aspartato han demostrado que se marcan el lactato y kel degradacion de dos compuestos: el N-acetil-L-aspartato
glutamato en ambos tipos de células. En los astrocitos tanfNAA) y el N-acetil-L-aspartil-L-glutamato (NAAG). El
bién se encontré glutamina marcada e intermediarios déMAA esta en concentraciones altas en el cerebro de los
ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA). La inhibicion de mamiferos (6-10 mmol/g de tejido) siendo el segundo
la glucolisis con iodoacetato (0,5 mM) claramente afecteaminodcido libre mas abundante al lado del glutamato
la absorcion y él metabolismo del aspartato en ambos cu(27, 28). Estudios regionales en cerebro de ratén han de-
tivos (19). mostrado la presencia de NAA en todas las areas del cere-
bro con concentraciones mas altas en materia gris cerebral
El transporte de aspartato y glutamato es mediado por €29). La concentracion de NAA en cerebro humano au-
mismo transportador expresado principalmente en losnenta 3 veces luego de la mitad de la gestacion mante-
astrocitos (20, 21). La entrada de glutamato en los astrocitagsendo este mismo nivel hasta la madurez (27). Durante la
es un proceso que demanda energia ya que es cotranspmaduracion cerebral, NAA se encuentra en neuronas asi
tado con dos o tres Nbps cuales tienen que ser removidos como en células gliales, pero esta principalmente presente
por la bomba de N&* (22). Se ha demostrado que en neuronas durante el desarrollo del cerebro (6, 30, 31).
astrocitos preincubados con iodoacetato (0,1 o 1 mM)La concentracion intraneuronal de NAA es 10 a 15 mM,
causa una disminucion de la absorcion de glutamato a lawientras que la concentracion extracelular de NAA en el
5 min (23). La liberacién de glutamato al medio de espacio intersticial en el cerebro es de 80 a0d(32,
incubacion ha sido observada tanto en los controles com83). Dentro de las funciones del NAA aparte de ser el pre-
después de la inhibicion de la glucdlisis. Estudios en coreursor del neuromodulador NAAG en neuronas (34), es la
tes de cerebro indican que entre un 10-15% del transportssmoregulacion protegiéndolas contra el estrés osmotico
de glutamato y aspartato puede ser responsable por hom@s3, 35). La enzima responsable para la sintesis de NAA, la
intercambio (glutamato/glutamato) y hetero-intercambiolL-aspartato-N-acetil transferasa, esta presente exclusiva-
(glutamato/aspartato) a través de la membrana celular. Ehente en neuronas, sin embargo, la enzima responsable
glutamato observado en el medio de cultivo puede debedel rompimiento del NAA, la aspartatoacilasa Il (ASPA),
se a este intercambio (24). esta presente predominantemente en células gliales (36,
37). Asi, NAA se sintetiza en neuronas pero es hidrolizado
Por otro lado, se ha demostrado en experimenté¥de  a aspartato y acetato en células gliales.
NMR utilizando como precursores [BC]-glutamato y [1-
13C]-glucosa, que los astrocitos son capaces de formeEl metabolismo glial de NAA ha mostrado ser importante
lactato via piruvato derivado de intermediarios del TCApara la sintesis de la mielina porque este compuesto es una
(25, 26). Adicionalmente, se ha comprobado que se obtiede las principales fuentes de grupos del acetilo para la
ne [U-+*C]-lactato en el medio de incubacion de astrocitossintesis de lipidos durante desarrollo del cerebro (38). Los
usando como precursor al [éE]-aspartato (19). Después productos de la hidroélisis del NAA pueden ser tomados
de la inhibicién de la glucélisis no solamente no salepor las neuronas y por los astrocitos, aunque también se ha
lactato marcado, sino que también el lactato derivado dekportado que puede ser aprovechado por los oligoden-
aspartato es significativamente reducido. Estos resultadatrocitos (30). La existencia de los astrocitos tipo Il se ha
indican una reduccién de la sintesis de piruvato desdpuesto de manifiestm vivo por la presencia de células
oxalacetato y/o malato. De las reacciones comprometidgsositivas al GFAP y al antigeno A2B5 en suspensiones
en este proceso, una descarboxila el oxalacetato eelulares preparadas a partir de nervio 6ptico y cerebro de
fosfoenolpiruvato y otra reduce el oxalacetato a malatoratas de una semana de vida postnatal (39, 40). La propor-
requiriendo GTP o NADH respectivamente. cion de este tipo de astrocitos es muy baja en cerebro adul-
to, por lo que se discute su funcidn, e incluso, su existencia
El aspartato puede entrar al TCA después de su conversi¢al). Se ha demostrado que los astrocitos tipo Il (O-2A)
a oxalacetato para ser usado para la produccion de energégecidosin vitro, sintetizan también NAA en concentra-
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ciones dos veces mayores que las neuronas. La concenttaos quiescentes de astrocitos se destinaron a los experi-
cion de NAA durante la maduracién en el cerebro de rataentos metabdlicos y a realizar el contaje celular.
incrementa rapidamente entre los 9 y 20 dias después del
nacimiento, un periodo activo de mielinizacién. El hecholncubaciones
que el NAA este en los O-2A sugiere que este compuesto es
un donador de grupos acetilo para la sintesis de lipido&on el fin de conocer la capacidad del aspartato como
Igualmente revela que existe una similitud entre lossustrato oxidativo y lipogénico y poder medir las veloci-
astrocitos tipo Il y las neuronas, ya se ha reportado quéades respectivamente, se empled inicialmente medio de
expresan también algunas proteinas similares (31). incubacion Elliott (pH 7,38) (47) con aspartato (0,5 mM)
como sustrato frio y [U4C]- aspartato (2 pCi) como
El transporte de todos los sustratos a las células nervios&gdiotrazador. A la monocapa de células se les adiciono
exige la existencia de sistemas de transporte especificdsd ml del medio de incubacion oxigenado con el sustrato
que se desarrollen con independencia a la formacién de faéo. Luego, se sello herméticamente el frasco y se dejo
barrera hematoencefalica (BHE). El sistema de transporté@cubando 1 hora a 37°C. Paralelamente a estas incubacio-
de monocarboxilatos que incluyen lactato, acetatones se realizaron otras adicionales para poder mirar si hay
piruvato y butirato (42), cuerpos ceténicos (43) y a-un efecto en la utilizacion del aspartato en presencia de
cetoacidos (44) es mucho mas activo en el cerebro en degztros sustratos. Se establecieron como concentraciones
rrollo, mientras que para la glucosa su actividad es muchperinatales de glucosa (2 mM), lactato (10,5 mM) y N-
menor. Se ha demostrado la presencia de transportadorasetil-DL-aspartato (NAA) (20 mM) y las concentraciones
saturables para lactato y piruvato a través de la BHE (42jle adulto de glucosa (5 mM), L-lactato (5 mM) y N-
acetilaspartato (10 mM). Cada una de las soluciones fue
Por otro lado el transporte de aminoacidos no sufre canpreparada en medio de incubacion Elliot al que se le adi-
bios marcados durante el desarrollo. Se ha reportado wiono 2 pCi de L-[U¥C]-aspartato. Los resultados de res-
transportador con alta afinidad para el NAA, el NaDC3 (6,piracidn y lipogénesis se compararon con respecto al
45), un transportador para L-aspartato (46) y un antiport@spartato (0.5 mM).
glutamato/aspartato dependiente de MBLAST) (24),
ambos se encuentran en la membrana plasmatica de I@uantificacion de CO,
astrocitos. Otros estudios muestran la existencia de un trans-
portador para NAA en astrocitos de rata (45-46). Este transLa captura y el conteo de gGe realizé siguiendo el
portador es saturable (constante de transporte, Kpm30 ~ método descrito por Sykes, con algunas modificaciones
Na'y CI dependiente, y no interacttia reciprocamente co48,49), Para capturar el g@e utiliz6 un eppendorf con
cualquier aminoacido. Se ha demostrado que transport®00 Ul de hidroxido de hiamina que se encuentra en un
dores de dicarboxilatos de alta afinidad acopladosta Nanatraz erlenmeyer. En el pozo principal se adicionaron
(NaDC3) son capaces de transportar NAA. El proceso dd00 pl de KOH (10 M) seguidamente se sell6 hermética-
transporte es Nalependiente y electrogénico y exhibe mente con un tapon de goma. Sin destapar el frasco de
un Kt de 100 a 25QM para NAA. Las caracteristicas del cultivo, se extrajo con una jeringa el medio de incubacién
transporte de NAA via NaDC3 es exactamente el mismo ¥ S€ inyecto en el correspondiente matraz erlenmeyer pre-

aquellos transportes de NAA descritos en células glialesviamente preparado. Se lavé la monocapa de celulas con
PBS que, posteriormente, se recuperd en su respectivo

Materiales y métodos matraz. Se inyectaron 2 ml de KOH (0.3M), colocando el
frasco de manera que el KOH no hiciera contacto con las
Cultivos de astrocitos células y se pudiera capturar el C&manente en el frasco

de cultivo. Una hora después, el KOH fue retirado e inyec-
Cultivos primarios de astrocitos fueron preparados de celado en su respectivo matraz erlenmeyer. Se realizo otro
rebros de neonatos de un dia de vida de ratas albinas Wistivado con PBS y, por Ultimo, una vez reunidos todos los
Las células fueron sembradas en frascos Roux con uriplimenes se adiciono 10de HCIQ, (5M) en el matraz
densidad de 9 x 2@élulas/ml. Las células fueron mante- erlenmeyer, con objeto de acidificar el medio y volatilizar
nidas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), el **CO: que luego es capturado por la hiamina. Este proce-
al cual se le adiciond bicarbonato de sodio anhidro (3.7 ¢go duro 1 hora. Seguidamente, se recogieron todos los tu-
)y fue suplementado con suero fetal bovino (FBS) (10%)Pos eppendorf que junto con el hidroxido de hiamina, se
ampicilina, estreptomicina, anfotericina y penicilina a 37°Ccolocaron en viales. Luego, se les adiciono 5 ml de liquido
en una incubadora con 5% de CDespués de un segui- de centelleo, se agitaron por 30 segundos y se dejaron en
miento morfolégico hasta los 14 dias, los frascos con culfeposo 16 horas para medir las desintegraciones por minu-
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to (dpm) utilizando la técnica de espectroscopia de centaede pH. Se prepard 10 ml de una solucién a concentraciones
lleo liquido. La velocidad de respiracion se calculé comdfisiolégicas perinatales de N-acetil-DL-aspartato (NAA)

nmol CQ/hora/millon de células. (Sigma A-5625) (20 mM) de la cual se tomaron alicuotas
para preparar 10 ml de una solucién de NAA (2 mM) y 10
Cuantificacion de lipidos ml de una solucion a concentraciones fisioldgicas de adul-

to de NAA (10 mM). Adicionalmente se prepararon solu-
Para hacer la determinacion de la incorporacion de logjones de 10 ml a concentraciones fisioldgicas de adulto:
sustratos en lipidos totales, se siguio el método de Folclyucosa (5 mM) (Merck 1.08337) y L-lactato (5 mM) (Merck
con ligeras modificaciones (50,51). Para extraer los lipidosg66.0500) y a concentraciones fisiolégicas perinatales:
la monocapa de células se separo del frasco de cultivo c@jlucosa (2 mM), L-lactato (10,5 mM) y L-aspartato (0,5
ayuda de un raspador en 1 ml de metanol, y se afiadio a wiM) (Sigma A-6683). Antes de llevar a volumen (10 ml) a
tubo que contiene 2 ml de cloroformo bidestilado). El tubocada una de las soluciones de glucosa, aspartato y lactato
se agitd por 30 segundos y se almacend durante 16 horgs les adicioné una alicuota de NAA de manera que la
en el congelador. Posteriormente se centrifugara (18Q0 rpréoncentracion final fuera de 2 mM.
15 min, 4°C) y se lavo con NaCl (0.3%) saturado con clo-
roformo. La centrifugacion se realiz6 en las condiciones\jezcla de reaccion
anteriores, retirandose la fase acuosa y tomandose Unica-
mente la fase clorofdrmica. Esta Ultima fase se evaporo y &ara la mezcla de reaccion se prepararon las siguientes
residuo lipidico se disolvié en liquido de centelleo, elsoluciones en tampon de Tris-HCI (0,1 M), pH 8 : 25 ml de
cual se agité mecanicamente por 30 segundos y despuéscetoglutarato (30 mM) (Sigma K-1128); 1 ml de malato
de 24 horas, se midi¢ la radiactividad incorporada en lipidodeshidrogenasa (MDS) (Calbiochem 44261@}NADH
utilizando la técnica de espectroscopia de centelleo liquitSigma N-8129).La mezcla de reaccion se prepard a partir de
do. La velocidad de lipogénesis se calcul6 como nmol d& ml dea-cetoglutarato, 1 ml d&NADH (1,5 mM)y 10 ul

lipidos/hora /millon de células. de la enzima malato deshidrogenasa (MDS). La mezcla
se llevé a un volumen final de 6,5 ml con buffer de Tris-
Determinacion de proteinas HCI (0,1 M), pH 8 y se homogenizé mecanicamente du-

rante 1 minuto.
La determinacidn de la concentracion de proteinas se rea-

lizo teniendo en cuenta el método de Bradford (52). Mezcla del homogenizado

Actividad enzimética Se tomaron 200 pl de cada homogenado y se mezclaron
con 200 pl de cada una de las soluciones previamente
Homogeneizado. Se utilizo el método de Bhakoo (7) apreparadas para el ensayo enzimatico. Adicionalmente, para
cual se le realizaron algunas modificaciones. Se utilizarog| blanco se tomaron 200 ul del homogenado y se mezcla-
celulas procedentes de astrocitos credidegro en cajas  ron con 200 ul de buffer de Tris-HCI (0,1 M), pH 8. Esto
de Petri de 9 cm de diametro. A los 14 dias se retir6 &hismo se realizo para el medio de cultivo, a partir del cual
medio de cultivo de cada una de las cajas de Petri en tubgg tomaron 200 pl y se mezclaron con 200 pl de buffer de
de SO mly las células se lavaron con 6 ml de PBS. Una vegris-HCI (0,1 M).Todas las soluciones fueron incubadas a
realizado esto, se extrajo el PBS por succion y se le adici@7°C por 2 horas. Posteriormente se pard la reaccion calen-
no 1 ml de CaGla cada una de las placas de la siguient@ando a 100 °C durante 10 minutos para desnaturalizar
forma: primero se rasparon y se recogieron las células cqsroteinas. Luego, cada mezcla fue centrifugada a 1800
500 pl'y luego a cada caja se le adiciono 500 pl Ja@€%  rpm por 2 minutos para remover el precipitado proteico.
para recoger las células remanentes. Las dos fracciones se
recogieron en un tubo eppendorf. Posteriormente de ungectura de Datos
solucién de 100 ml de Triton X-100, a cada eppendorf se
les adicion6 10 ul de esta solucién para una concentracioi partir del homogenado se tomaron 300 pl del sobrena-
final 0.04%, la suspensién fue homogenizada antes de qukante y se mezclaron con 1.2 ml. de la mezcla de reaccion
las muestras fueran sonicadas 2 veces por 10 segundosen tubos de vidrio. Luego, cada uno de los tubos se incubo
a 37°C por cinco minutos y transcurrido este tiempo de
Soluciones de incubacién enzimatica incubacién, se les midié la absorbancia inicial a 340 nm
con un espectrofotometro (Genesis20).Antes de realizar
Las soluciones de incubacion se realizaron en un tampdas lecturas de absorbancia a 340 nm se empleo un blanco
de Tris-HCI (0.1 M) pH 8.0 para evitar cambios drasticosde 1.5 ml de solucién buffer para ajustar el 0 de absorbancia.
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Una vez realizada la lectura inicial, se le adicion6 a cada/1® células) como para la lipogénesis (0,017 + 0,003
una de las muestras 5 pl de la enzima aspartato aminotramsmol lipidos/h/16células) a partir de la utilizacién del L-
ferasa (ATT) (Calbiochem 351800) y las soluciones se defU-“C]-aspartato en condiciones perinatales en los culti-
jaron incubando a 37 °C por 2 horas para medir lavos quiescentes de astrocitos. No obstante, estos resultados

absorbancia final a 340nm en estas condiciones. sugieren que el aspartato es utilizado 87 veces mas para la
respiracion que para la lipogénesis. Adicionalmente, con-
Tratamiento estadistico firman la existencia de transportadores especificos para

este sustrato. La liberacién de sustratos energéticos de la
Los experimentos se realizaron de acuerdo con un disefangre al cerebro requiere de un sistema de transporte entre
completamente aleatorizado con 3 replicas con quintuplitas células endoteliales involucradas en la barrera
cado por experimento para astrocitos (n=15). Los resultahematoencefalica y las membranas celulares de los
dos obtenidos del efecto sobre la utilizacion del aspartatgstrocitos (53, 54). En los astrocitos, en la membrana
con diferentes concentraciones de sustrato se analizargilasmatica, ha sido reportado previamente un transporta-
estadisticamente por medio del programa de Microsoftior GLAST, de alta afinidad para L-glutamato, L-aspartato
Excel. A los cuales se les realiz6 un analisis de varianzg D-aspartato. Este transportador depende de las concen-
(ANOVA). Se hicieron comparaciones mdltiples a los re-traciones de sodio y es independiente de cloro y su expre-

sultados de actividad especifica (DUNCAN). sién se ve aumentada principalmente en el dia 1 postnatal
(55). La existencia del transportador GLAST a nivel de

Resultados y discusidon membrana plasmatica en los astrocitos asegura la entrada
del aspartato exdégeno que puede ser utilizado por diferen-

Utilizacién del aspartato tes vias. Por otra parte, se ha encontrado que el L-aspartato

es rapidamente transportado en los cultivos de astrocitos,
Los resultados de respiracion y lipogénesis obtenidos een experimentos llevados a cabo con L-aspartato (1-1000
este trabajo Tabla 1), evidencian la utilizacién del pm), la absorcion de este aminoacido a una concentracion
aspartato tanto para la respiracion (1,48 + 0,28 nmgl COde 500 umol tiene una duracion de 15 segundos (56). Esto

Tabla 1. Efecto sobre la utilizacién del aspartato como sustrato oxidativo y lipogénico causado
por diferentes sustratos.

ASTROCITOS
Sustratos Respiracion Lipogénesis

nmol CO,/h/1C°de celulas nmol lipidos/h/1@e células
Asp (0,5 mM) 1,480 £ 0,280 0,0170 + 0,0030
Condiciones Perinatales
Asp (0,5 mM) + Glc (5 mM) 0,376 + 0,062* 0,0100 + 0,0030*
Asp (0,5 mM) + Lac (10,5 mM) 0,129 + 0,025* 0,0850 = 0,0150*
Asp (0,5 mM) + NAA (20 mM) 0,023 £ 0,004* 0,0013 + 0,0003*
Condiciones adulto
Asp (0,5 mM) + Glc (2 mM) 1,580 £ 0,350 0,0360 + 0,0100
Asp (0,5 mM) + Lac (5 mM) 0,160 * 0,040* 0,0800 + 0,0100*
Asp (0,5 mM) + NAA (10 mM) 0,186 + 0,043* 0,0014 + 0,0002*

*Presentan diferencias significativas (p<0,05) comparandolo con el aspartato. Cultivos quiescentes de astrocitos decidbdian ae

37 °C durante 1 hora en medio Elliot que contenia 2 uCi de't)hspartato (4400-9400 dpm/nmol). Se comparan estadisticamente
(ANOVA) los resultados con respecto a la respiracion y lipogénesis del Aspartato (0,5 mM) en condiciones fisiologicassperinatal
Glucosa (GIc) (5 mM); Lactato (Lac) (10,5 mM) y NAA (20 mM), y condiciones fisioldgicas de adulto: Glucosa (Glc) (2 mMy Lactat
(Lac) (5 mM) y NAA (10 mM). Las velocidades de respiracion se expresan como nanomoles de carbonos incorpoypdob@r&wor

millén de células (nmol Cgh/1C¢de células) y para lipogénesis como nanomoles de carbonos incorporados a lipidos por millon de células
(nmol lipidos/h/18de células) y son medias + SEM (n=15).
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sugiere que los astrocitos poseen un sistema de transpotés concentraciones citosdlicas de piruvato estaria modu-
muy a fin a este aminoéacido, lo cual permite que sea raplando la actividad de la enzima mélica citosélica (c(ME) y
damente metabolizado y utilizado en estas células. qgue el incremento de las concentraciones de OAA
mitocondrial estaria modulando la actividad de la lanza-
Adicionalmente, en la membrana mitocondrial, tambiéndera del aspartato/malato.
han sido reportados otros dos tipos de transportadores, que
son antiportes de glutamato/aspartato denominadoAdicionalmente estos resultados también estan reflejando
SLC25A12 (Aralarl) y SLC25A13 (Citrin) y dependen de el estado metabdlico de los astrocitos, demostrando asi
las concentraciones de €aEstos sistemas de transporte que en presencia de glucosa (5 mM), se incrementan las
facilitan la entrada del aspartato al mitosol de los astrocitogasas de oxidacion en estos y por tanto la respiracion desde
para que pueda ser metabolizado por estas células. la utilizacién de aspartato no es muy relevante en presen-
cia de estas concentraciones de glucosa. Paralelamente esto
Con base en los resultados obtenidos se evidencia quesd puede corroborar a partir de estudios que se han realiza-
L-[U-4C]-aspartato no es un buen precursor lipogénico o con cultivos primarios de astrocitos, en donde se han
gue si se hubiese utilizado por la via de cME se esperarigilizado concentraciones de glucosa en el orden de 6 a 7
un aumento mas acentuado en la lipogénesis, no obstantaM, y las tasas de respiracién celular se ven incrementa-
si se tiene en cuenta que una disminucion del aspartatins (58).
citosélico causa un incremento en la oxidacion del citrato,
se veria disminuido el aporte de este sustrato como precuror otro lado, la disminucién significativa (p<0,05) en la
sor lipogénico (57). Sin embargo, el fiG]-oxalacetato  utilizacion del L-[U%C]-aspartato como sustrato lipogé-
citosélico puede tomar la via de la fosfoenolpiruvatonico en presencia de glucosa (5 mM), corroboran los resul-
carboxiquinasa (PEPK), producir f¢]-fosfoenolpiruvato  tados de respiracion indicando que efectivamente la via
que seria precursor delfiQ]-glicerol-3-fosfato utilizado  del citrato no es una ruta lipogénica a partir del aspartato,
para la sintesis de fosfolipidos y que explicaria la pequefisin embargo, la disminucién de los lipidos marcados via
contribucion del aspartato en la lipogénesis. glicerol-3-fosfato se ve influenciada por la contribucion al
reservorio de este sustrato por via glucolitica.
Efecto de otros sustratos sobre la utilizacion

de aspartato como sustrato metabélico Efecto del lactato

Los resultados obtenidos con aspartato al compararse CMS resultados obtenidos a partir de concentraciones fisio-
los obtenidos a partir de la variacién en las concentracid9gicas perinatales de lactato (10.5 mM), presentaron una
nes de g|ucosa, NAA y |actat'dsdb|a 1) evidencian que la disminucion Significativa (p<0,05) en la utilizacion del L-
utilizacién de aspartato puede variar de acuerdo a las coftJ-'“C]-aspartato como sustrato oxidativo, y corroboran
centraciones perinatales y de adulto utilizadas durante 14§ resultados obtenidos con glucosa (5 mM) en el sentido
incubaciones con estos sustratos, encontrandose diferefiue, al verse favorecido un incremento de piruvato se ven
cias significativas (p<0,05) en la utilizacién de aspartatdeguladas las vias de la cME y la lanzadera aspartato/mala-
con g|ucosa, NAA y lactato en condiciones perina’[a|es >I0. AdiCionaImente, el lactato que es répidamente absorbi-
diferencias significativas (p<0,05) con lactato y NAA en do por los astrocitos en estas condiciones puede ser utilizado
condiciones de adulto para respiracion y lipogénesis. Mas rapidamente para la sintesis del OAA via piruvato

carboxilasa (PC) que el piruvato procedente de la glucosa.
Comparacion en condiciones perinatales. L

Aun cuando su utilizacion disminuye notablemente, esta
Efecto de la glucosa no alcanza a ser nula y se evidencia que algo de aspartato

podria ser utilizado endégenamente. Estos resultados de-
Se evidencio que la glucosa en concentraciones fisiolégimuestran que las tasas de oxidacion en los astrocitos duran-
cas perinatales (5 mM) influye sobre la utilizacion del L-[U- te esta etapa de prelactancia no solo se ven inducidas e
14Cl-aspartato significativamente (p<0,05), disminuyendoincrementadas principalmente por el lactato presente en el
asi la utilizaciéon de este como fuente de carbonos en @hedio, sino que también este es utilizado mayormente como
TCA. La explicacién de este evento es que estan entrandm sustrato directo de energia y proveedor de esqueletos de
mas carbonos frios procedentes del piruvato obtenido pararbonos para la sintesis de intermediarios del TCA.
via glucolitica, que producirian mas acetil-CoA fria y
oxalacetato (OAA) frio que el que podria aportar elPor otro lado, el incremento significativo (p<0,05) en la
aspartato. Estos resultados indican que el incremento ddilizacion del L-[U¥“Cl-aspartato como precursor lipoge-
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nico en presencia de lactato (10,5 mM), sefala el incredel apoyo del lactato para el mantenimiento del
mento de las necesidades de glicerol-3-fosfato procedemeservorio de OAA.

tes del aspartato para la sintesis de fosfolipidos, ya que el

lactato estaria siendo utilizado preferentemente para la sifor otro lado, el incremento significativo (p<0,05) en la
tesis de acidos grasos, necesarios para la formacion dilizacion del L-[U¥‘C]-aspartato como sustrato lipogeé-
membranas que en este periodo esta incrementado. En Ioigo en presencia de glucosa (2 mM), refleja un incremen-
astrocitos, se ha demostrado que el lactato es uno de ltgde la actividad de la aspartato aminotransferasa citosélica
principales precursores de lipidos durante el periodo neajue incrementaria el reservorio de’fd}-oxalacetato que,

natal temprano (11,51). como ya se ha sostenido, seria un precursor déC]u-
glicerol-3-fosfato, sin embargo, los astrocitos en condicio-
Efecto del N-acetilaspartato (NAA) nes de adulto no tienen incrementada su necesidad de

sintesis de fosfolipidos, este resultado puede estar indi-
Los resultados obtenidos a partir de concentracionesando que en estas condiciones se activa la cME que favo-
fisiologicas perinatales de N-acetilaspartato (NAA) (20receria la sintesis de acidos grasos.
mM), presentaron una disminucion significativa
(p<0,05) en la utilizacién del L-[¥C]-aspartato como  Efecto del lactato
sustrato oxidativo. Estos resultados estan reflejando una
alta actividad de la aspartoacilasa Il (ASPA) que hidrolizalos resultados obtenidos para respiracion reflejan que el
el NAA citosélico a aspartato y acetato, incrementanddactato (5 mM) influyé significativamente (p<0,05) cau-
asi los reservorios de aspartato y acetato frio en el citosggando una disminucion en cuanto la utilizacion del L-[U-
Este incremento de aspartato refleja que el NAA inducé‘Cl-aspartato como sustrato oxidativo. Este resultado
la activacion de esta enzima, adicionalmente, elkefiala la importancia del lactato no sélo a en condicio-
aspartato producido a partir de NAA (20 mM) es muchones fisiolégicas de adulto, sino también, en condiciones
mayor al aspartato marcado utilizado en las incubaciofisiolégicas perinatales como un sustrato clave para man-
nes (0,5 mM). El aspartato frio proveniente de latener los reservorios de OAA para el TCA. Lo que de-
hidrélisis de NAA es transaminado por la aspartato amimuestra es que a estas concentraciones de adulto, el
notransferasa citosélica (ATT) formando asi OAA frio lactato sigue siendo un buen precursor de piruvato y como
gue daria mas malato frio que entraria al TCA produ<onsecuencia la sintesis de OAA no se ve disminuida
ciendo CQsin marcar. como para utilizar otros sustratos como el aspartato para
la formacion de este.
Por otra parte, la disminucion significativa (p<0,05) en la
utilizacion del L-[U+C]-aspartato como sustrato lipogé- Igualmente, los resultados indican que la presencia de
nico en presencia de NAA (20 mM), refleja los mismo quelactato influyé significativamente (p<0,05) causando un
los resultados de respiracién, actividad de la aspartoacincremento en cuanto la utilizacion del L-fiG]-aspartato
lasa Il (ASPA) gue causa un incremento del reservorio deomo sustrato lipogénico indicando que en estas condi-
OAA frio y una disminucion de la disponibilidad de [U- ciones, se activa la cME, que favoreceria la sintesis [U-
14C]-glicerol-3-fosfato para la sintesis de fosfolipidos. C]-acetil-CoA como precursor de &cidos grasos y se ve
limitada la actividad de la lanzadera aspartato/malato.
Comparacion en condiciones adulto
Efecto del N-acetilaspartato (NAA)

Efecto de la glucosa
ElI NAA en concentraciones de (10 mM) influy6 significa-

Los resultados obtenidos para respiracion reflejan no hagivamente (p<0,05) causando una disminucién en cuanto
ningun efecto en cuanto la utilizacion del L-ftG]- la utilizacion del L-[U%“C]-aspartato como sustrato
aspartato como sustrato oxidativicapla 1). Esto sugie-  oxidativo. Sin embargo, los resultados evidencian que a
re gue en estas condiciones, la sintesis de piruvato no estas concentraciones se activa la lanzadera aspartato/mala-
suficiente para mantener el reservorio de OAA por medido permitiendo que entre mas L-[¢&]-malato para suplir

de la piruvato carboxilasa (PC), demostrandose que efetas necesidades de OAA mitocondrial.

tivamente la actividad de esta enzima esta condicionada

por el suplemento de piruvato. Por lo tanto, se activa l&n cuanto al efecto del NAA en concentraciones de (10
lanzadera aspartato/malato que contribuye a suplememM) influyé significativamente (p<0,05) causando una
tar el reservorio de OAA en la mitocondria que se vedisminucion en la utilizacién del L-[&fC]-aspartato como
favorecida en el adulto. Igualmente, refleja la necesidadustrato lipogénico. Estos resultados reflejan la actividad
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de la aspartoacilasa Il (ASPA) que causa un incremento déflodificaciones al protocolo de referencid?).
reservorio de OAA frio y por lo tanto de malato frio.
En los resultados obtenidos a partir del ensayo enzimatico

Actividad enzimatica de la aspartoacilasa se tomo como valor de referencia el NAA (2 mM), princi-

(ASPA) en cultivos primarios de astrocitos palmente porque esta concentracion fge reportadz_i ante-

en presencia de sustratos metabélicos en riormente por Bhakoo (7) quienes determinaron la actividad
P O . de la aspartoacilasa Il (ASPA) en cultivos de astrocitos

condiciones perinatales y de adulto. tipo | y astrocitos tipo II, adicionalmente, también se re-

porta la diferencia en la actividad enzimatica en astrocitos

Los resultados obtenidodbla 2) demuestran la presen- tipo | durante un periodo de 14 dias de incubaicidtro.

cia de esta enzima en los astrocitos. La comparacion ent . . .
or otro lado, Bhakoo realizo los cultivos de astrocitos

los diferentes sustratos utilizados en las condicioneapo 'y tipo Il respectivamente a partir de astrocitos

perinatales y de adulto, sugiere una mayor actividad en_ . . . .
. corticales de ratas adultas, mientras que los cultivos reali-
presencia de NAA, aspartato y glucosa. No obstante, la

o - ]zados de astrocitos en este estudio, provienen de neonatos
variacion de la concentracién de NAA comparada con e

i 7~ ~de ratas de 1 dia de vida posnatal. Adicionalmente, los
referente (2 mM) no generd un aumento o disminucion - S .

P g . resultados sobre la actividad enzimética estan reportados
significativo en la actividad de la enzima (p<0,05). Por

- : a partir de cultivos de astrocitos tipo | (0,643 £ 0,172,
otra parte la glucosay el lactato en condiciones perinatales

. . ) . imol de aspartato/min/mg proteina) y astrocitos tipo |l
al Valores con la misma letra no presentan diferencias si b gp )Y P

e . . g('2,832 + 0,785, nmol de aspartato/min/mg proteina) los
nificativas (p<0,05) igual que el lactato en Cond'C'OneScuales, en suma dan un actividad de 3,475 de nmol de

adL_JIt_as sl t|en_en,u_n efecto significativo (p<0,05) sobre Iaaspartato/min/mg proteina. En este estudio se trabajo un
actividad enzimatica.

cocultivo de astrocitos (mezcla de astrocitos tipo 1 y 1I) el

Tabla 2. Actividad enzimatica de la aspartoacilasa Il (ASPA)

Inicio Final Actividad especifica

0 min. 120 min. (nmoles de Asp/min/mg proteina)
Solucién Patrén (NADH 1,5 mM) 2,405 + 0,003
Control (homogenado) 0,165 £ 0,015 0,121 + 0,014 0,135+ 0,021 B
Medio de cultivo 0,118 + 0,023 0,105 + 0,023 0,165+ 0,017 B
NAA (2 mM)(7) 1,822 + 0,126 0,524 + 0,132 3,111+ 0,151 A
Sustratos
Condiciones Perinatales
NAA (20 mM) 1,310 £ 0,456 0,469 + 0,110 2,720 £ 0,582 A
Asp (0,5 mM) + NAA (2 mM) 1,993 £ 0,474 0,538 + 0,111 2,964 £+ 0,688 A
Glc (5 mM) + NAA (2 mM) 0,115 + 0,016 0,077 + 0,005 0,056 + 0,003 C
Lac (10,5 mM) + NAA (2 mM) 0,116 + 0,016 0,103 = 0,020 0,021 £ 0,001 D
Condiciones Adulto
NAA (10 mM) 1,402 £ 0,407 0,411 + 0,275 2,673+0,362 A
Glc (2 mM) + NAA (2 mM) 1,802 + 0,257 0,682 + 0,179 2,688 £ 0,469 A
Lac (5 mM) + NAA (2 mM) 0,108 + 0,002 0,079 + 0,0012 0,058 £ 0,011 C

Se utilizo un cocultivo astrocitos quiescentes (tipo | y tipo 1) de 14 dias, fueron cosechados e incubados a 37°C gomp2dsmasia

de NADH (1,5 mM)a-cetoglutarato (30 mM), malato deshidrogenasa NADH dependiente (MDHI) fL8spartato aminotransferasa

(ATT) (5 pl) preparados en una solucion buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,0. Se determino el efecto sobre la actividad de la aspartoacilasa Il
(ASPA) (nmol/min/mg proteina) segun el método de Bhakoo (7) midiendo la variacion inicial y final de la oxidacion del NADFha 34

con diferentes sustratos en concentraciones fisiol6gicas perinatales y de adulto y son medias + SEM (n=15). (DUNCAN).
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cual da una actividad especifica de 3,111 + 0,151 de nma@ldulto de glucosa (2 mM) no hay un efecto significativo
de aspartato/min/mg proteina para NAA 2 mM resultaddp<0,05) sobre la actividad de la enzima. Sin embargo,
que es comparable con la suma de las actividades especifidando las concentraciones de glucosa se ven incrementa-
cas reportadas por Bhakoo y nos indican que se hizo urdas como en el periodo perinatal (5 mM) la actividad de la
buena adaptacion del protocolo reportado. Adicionalmenenzima si se ve afectada significativamente. Estos resulta-
te, se trabajo el cocultivo a los 14 dias de incubaicién dos indican que la concentracién de glucosa si afecta la
vitro momento en el que se ve la maxima actividad de lactividad de la enzima, y que en concentraciones
enzima en el cultivo de astrocitos tipo | (7). perinatales de glucosa, se ve inhibida la absorcion del NAA
por los astrocitos posiblemente para favorecer la utiliza-
Por otra parte los resultados obtenidos con el control deion del NAA por los oligodendrocitos como sustrato
células indican en el homogenado de los astrocitos halpogénico.
una alta concentracién de oxalacetato (OAA) que consu-
mié el NADH rapidamente cuando se le adiciono la malatc(;omparacién de las variaciones de
deshidrogenasa (MDH), por lo tanto, las reservas de OA4gncentracion de lactato
disponibles en los astrocitos esta incrementada después de
dos horas de incubacion lo que refleja una alta actividag| efecto sobre la actividad enzimatica en presencia de
de la aspartato aminotransferasa (ATT). Cuando se hizo lactato en concentraciones perinatales (10.5 mM) y lactato
incubacion final con ATT los resultados indican que efec-adulto (5 mM) es muy similar a las encontradas con gluco-
tivamente habia una baja concentracion de aspartato librea (5 mM). Las concentraciones de lactato inhiben signifi-
Los resultados iniciales y finales de absorbancia para elativamente (p<0,05) la actividad de la enzima. Estos
medio de cultivo reflejan lo mismo, una alta concentra-resultados indican que si los reservorios de lactato son
cion de oxalacetato en la primera incubacion y una bajgrandes no existe la necesidad por los astrocitos de suple-
concentracion de aspartato en la incubacion final. mentar el reservorio de OAA mitocondrial critico en estos
dos estados del desarrollo.
Comparacion de las variaciones de
concentracion del NAA y Aspartato. Adicionalmente, durante el periodo de prelactancia la de-
manda energética y oxidacién de sustratos en los astrocitos
El NAA aparentemente no tiene una funcién reguladorase evidencia que es mucho mayor, razén por la cual las
sobre la actividad de la aspartoacilasa Il y por lo tanto lzélulas se ven en la necesidad de estar sintetizando inter-
variacién de la concentracidn de este sustrato no influyenediarios que sirvan de precursores de otros sustratos para
sobre su actividad especifica. Comparando las tres combastecer sus requerimientos metabdlicos y el de otras cé-
centraciones empleadas para NAA (2, 10 y 20 mM) se evilulas como las neuronas. Esto mismo puede ser corrobora-
dencio que la actividad especifica de la ASPA no varido por los resultados obtenidos, ya que se evidencio que a
significativamente (p<0,05). Los valores iniciales deestas concentraciones de glucosa se promueve la utiliza-
absorbancia de la incubacion inicial para cada una de esion de aspartato en los astrocitos para lograr mantener la
tas soluciones sugieren una baja concentracién de OAA respiracion que es critica en este momento del desarrollo
la incubacién final demuestra una alta concentracion delel sistema nervioso central.
aspartato tanto en condiciones perinatales (20 mM) como
en adulto (10 mM). Estos resultados evidencian que hag_onclusiones
una diferencia en el tamafio de los reservorios de OAA y
aspartato en los astrocitos. No se puede asumir que uis® demostrd que los astrocitos en condiciones perinatales
alta concentracion de aspartato produzca una alta concepueden utilizar el aspartato como un sustrato metabdlico
tracion de OAA ya que este proceso depende la actividadlternativo. Sin embargo, su utilizaciéon en estas células
de ATT. Adicionalmente, cuando se incluy6 aspartato (0,%esta orientada principalmente para mantener la continui-
mM) tampoco se evidencio una variacion significativa endad del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) y a su vez
la concentracion de aspartato ni en la actividad de la enzia sintesis de intermediarios metabdlicos. Mientras que su
ma. Los resultados indican que no hay efecto sobre la actitilizacién para la sintesis de lipidos no es muy relevante
vidad de la enzima cuando se tienen variaciones de ka su contribucién puede estar relacionada con la sintesis
concentracion de NAA en condiciones perinatales y ertde glicerol-3-fosfato, precursor de glicerofosfolipidos.
adulto. Adicionalmente, la disponibilidad de glucosa, lactato y
NAA pueden modificar en los astrocitos la utilizacién del
Comparacion de las variaciones de concentracion de laaspartato. Llama la atencién que la presencia de lactato
glucosa Los resultados sefialan que a concentraciones davorece la utilizacién del aspartato por via lipogénica.
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Se pudo corroborar la presencia en los astrocitos de la eh-
zima aspartoacilasa Il (ASPA), demostrandose que durante  A. Astroglia contain a specific transport mechanism
el periodo de prelactancia la actividad de esta enzima es
alta y que puede variar en presencia de otros sustratos como
el NAA, glucosa, lactato y aspartato, dependiendo de la
condiciones si son perinatales o de adulto. La mayor acti-
vidad se reporto en presencia de NAA aun cuando este
sustrato es especifico para esta enzima, la variacién de su
concentracién no influye significativamente (p<0,05) so-
bre la actividad de ASPA. Adicionalmente, la actividad de

la enzima no es afectada por concentraciones de aspartato

(0,5 mM). Sin embargo, la actividad de la enzima si esta
siendo regulada por disponibilidad de lactato y por el in-/-
cremento de la disponibilidad de glucosa.
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