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Resumen

Las reacciones anapleréticas son un mecanismo metabdlico esencial para la continuidad postnatal del desarrollo cexgjeaicentri
procesos que requieren sustratos sintetizados a partir de intermediarios del ciclo de Krebs; sin embargo, se descoanat segagiel
durante la prelactancia. Objetivo. Estimar la capacidad anaplerética de neuronas y astrocitos crecidos in vitro. Magéoiddess $en

midi6 el efecto del 3-nitropropionato (3-NPA)(2 mM), un inhibidor de Succinato Deshidrogenasa (SDH) sobre el metabolismo oxidat
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 40 y 73% respectivamente y la lipoyb8ssis e
52% respectivamente. Con el acetato, la oxidacion en neuronas y astrocitos se mantuvo en un 15y 63% respectivameni)a&n tanto
lipogénesis se mantuvo en astrocitos y aumentd en neuronas en un 174% (p<0,05). Todo esto comparado con sus respesios control
inhibidor. Conclusiones. Estos resultados demuestran que a pesar de la deplecién de oxalacetato generada por 3-NPé¢clamoeurona
los astrocitos son capaces de mantener en la prelactancia el metabolismo energético y la sintesis de lipidos empleandtatacjaanias

a la actividad anapleroética. Adicionalmente, los astrocitos demostraron tener mayor capacidad de amortiguar los efdefosalaie3-N

la oxidacion que las neuronas. Las neuronas y los astrocitos demostraron una mayor capacidad de dirigir el acetatsipata lipsios,
activando la via Acetil-CoA Sintetasa citosolica.

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 perinati@sncentr
Anaplerotic reactions are an essential metabolic mechanism for the postnatal continuity of the brain development, donirdngssgs

that require substrates synthesized from Krebs cycle intermediates; however, their role during the presuckling periaatetlie ne
unknown. Objective. To estimate the anaplerotic capacity of neurons and astrocytes grown in vitro under perinatal cosieitialssand
methods. The effect of 3-nitropropionate (3-NPA)(2 mM) an inhibitor of the succinate dehydrogenase (SDH) on the oxidative and
lipogenic metabolism ofC-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 nelur@fs ian
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). ConclusionssTiezsenetale

that in spite the oxalacetate depletion generated by 3-NPA, neurons as well as astrocytes are able to maintain thetabefigetiante

the lipid synthesis using lactate or acetate thanks to the anaplerotic activity in the presuckling period. Additionaltgsagioeed a
capacity of buffering the effects of 3-NPA on the oxidation process greater than the neuron capacity. Neurons and astadegitas re
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 vitroragbeencent
perinatales. As reagdes anaplerdticas sdo um mecanismo metabdlico essencial para a continuidade pos-natal do desersfotaimento ce
contribuindo nos processos que precisam substratos sintetizados a partir de intermediarios do ciclo de Krebs. Emborg&, seu papel
desconhecido no neonato durante a prelactancia. Objetivo. Estimar a capacidade anaplerética de neuronios e astrocitogittoescidos
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'e derivados de acetato e lactato em concentracdes perinatais. Resultados. A pesar da
presenca do 3-NPA, mantiveram-se as velocidades de oxidagao do lactato em neuronas e astrocitos num 40 e 73% respactivamente e
lipogenesis em 53 e 52% respectivamente. Com o acetato, a oxidagdo em neuronas e astrocitos mantive-se num 15 a 638atesspectivam
no em tanto, a lipogénesis mantive-se em astrocitos e 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 deplecéo do oxalacetaglgerada pelo

as neuronas como 0s astrocitos séo capazes de manter na prelactancia o0 metabolismo energético e a sintese de lipidesttopagando
acetato devido a atividade anaplerética. Adicionalmente, os astrocitos demonstraram ter maior capacidade de amorteder3sblefaito

sobre a oxidagdo que as neuronas. As neuronas e 0s astrocitos apresentaram uma maior capacidade de dirigir o acttatodzara a sin
lipideos, ativando a via Acetil-CoA sintetasa citosélica.

Palavras chaveacetato, astrocito, neurona, 3-nitropropionato, lactato.

Introduccién perinatales. Por esta razén, se ha determinado el efecto de
un inhibidor de la succinato deshidrogenasa (SDH), el 3-

La prelactancia constituye un periodo critico para elitropropionato (3-NPA) sobre las velocidades de oxida-
neonato en la transicién de la vida intrauterina a lacion y lipogénesis del lactato y del acetato. El efecto neto
extrauterina ya que debe subsistir a expensas de los sustraf®$ 3-NPA es inhibir el ciclo de Krebs, induciendo una
acumulados durante los ultimos dias de la gestacién, cuafisminucion de la concentracion de oxalacetato (OAA),
do paralelamente los sistemas enzimaticos que se encargi@yoreciendo a que el ciclo sea mantenido por activacion
de la oxidacién de cuerpos cet6nicos y lactato presentan §l§¢ 1as reacciones anapleroticas de las cuales las mas im-
maximo pico de actividad (1), las concentraciones de gluportantes son las catalizadas por la malato deshidrogenasa-
cosa plasmatica disminuyen inmediatamente después dMIADP dependiente citosolica (cME) y la piruvato
nacimiento presentandose una hipoglucemia. Dado quearboxilasa (PC) exclusivas de astrocitos; malato
hay altos requerimientos energéticos en este periodo y geshidrogenasa-NADP dependiente mitocondrial (mME)
no ser suficiente para mantener el metabolismo energétid@euronal y astrocitica (6). Este trabajo ha demostrado que
del cerebro, se hace necesario que este 6érgano empl&to las neuronas como los astrocitos en condiciones
sustratos energéticos alternativos, puesto que la etapa @€rinatales son capaces de mantener el metabolismo ener-
desarrollo postnatal en rata y el humano requiere de ugiético y la sintesis de lipidos a pesar de la deplecion de
continuo suministro de carbonos no sélo para obtener enefAA, generada por la presencia del inhibidor de la SDH
gia sino también para construir estructuras cerebrales. E§Uando se emplean sustratos como lactato o acetato, corro-
tos sustratos alternativos como los cuerpos ceténicos y &orando la hipotesis de una actividad importante de las
lactato incrementan sus concentraciones durante este p@acciones anaplerdticas para el mantenimiento de la
riodo, garantizando la homeostasis energética y por tant@omeostasis cerebral durante la prelactancia.

la continuidad de procesos vitales como el desarrollo de

las sinapsis, crecimiento de axones, dendritas y la

mielinizacion activa de vias neurales basicas. Materiales y métodos

Se ha demostrado que el cerebro en el periodo perinatal €siltivos primarios de neuronas fueron preparados a partir
capaz de utilizar el lactato y el acetato, calculandose lde cerebros de fetos de 17,5 dias y los de astrocitos a partir
capacidad maxima de estos sustratos como precursords cerebros de neonatos de 1 dia de ratas albinas Wistar (3,
oxidativos y lipogénicos (2-5). Estos trabajos han expues?, 8). Las células fueron sembradas en frascos Roux, con
to que debe existir una actividad anaplerética importanteina densidad de 1,35 x®1€elulas/ml para el cultivo de
para el mantenimiento de la homeostasis energética deeuronas y 9 x F&élulas/ml para el cultivo de astrocitos.
neuronas y astrocitos. Por lo tanto, se ha propuesto queas células fueron mantenidas en medio Eagle modificado
una inhibicion del ciclo de Krebs permitiria estimar la con-por Dulbecco (DMEM), al cual se le adicion6 bicarbonato
tribucion de las reacciones anapleréticas en condicionede sodio anhidro (3,7 g/l) y cloruro de potasio (1,86 g/
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(316 mOsm/kg HO) y fue suplementado con suero fetal y se afiadio el medio de incubacion, con los sustratos frios
bovino (FBS) (10%), ampicilina, estreptomicina, anfoteri- y radiactivos deseados. Seguidamente se gasearon los fras-
cina y penicilina a 37°C en incubadora con 5% dg.CO cos con Qdurante 30 segundos, se cerraron hermética-
Una vez las células formaron una capa confluente ynente con un tapén de goma y se incubaron a 37°C. En
quiescente (a 7 dias para las neuronas y 13 dias para loaralelo se llevaron frascos sin células pero con medio de
astrocitos), fueron utilizadas para los experimentos y paracubacién y sustratos frios y radiactivos. Estos frascos
hacer el contaje celular (9, 10). sirvieron de blanco. Para finalizar la incubacién los fras-
cos se enfriaron a 4°C (3, 4).

Composicion del medio Elliott de incubacion o
Cuantificacion de CQ,

Esta solucién tiene una composicion aproximada a la del

fluido cerebro espinal. Tiene mas baja concentracién d&ara capturar étCO, producido durante la incubacion se
calcio que el medio Krebs y Henseleit, pero aproximadaempleo el método descrito por Sykes, con algunas mo-
mente la misma cantidad de calcio ionizado en el plasmdlificaciones (11, 12). Para capturar el G@ utiliz6 un

El calcio tiende a precipitar con el fosfato; para asegurars@atraz erlermeyer con un pocillo central que sostenia un
que no precipita, se adiciona una solucién que tenga comf@Ppendorf con 500 pl de hidroxido de hiamina [cloruro-
méaximo una concentracién de 11 mM en fosfato de sodioR-(diisobutilcreoxietoxietil) dimetilbencil amonio], que
La composicion definitiva fue: NaCl (122 mM), KCI (4,8 Se utiliza para atrapar el Gén los experimentos de res-
mM), KH,PO, (0,4 mM), MgSQ (1,2 mM), CaCJ(1,3 mM), piracion. La hiamina emite quimioluminiscencia de baja
preparado en tampon fosfato sédico 10.8 mM a pH=7. genergia por lo que se hizo curva de apantallamiento para
Extemporaneamente, el pH se ajusté a 7,4, se filtro (0,2pacer las correcciones a los datos finales. En el pocillo
UM poro) y se gase6 con oxigeno durante dos horas (292Mincipal se adicion6 100 pl de KOH (10 M) después de

mOsm/kg HO). lo cual se sell6 herméticamente con un tapén de goma.
L ) Sin destapar el frasco de cultivo, se extrajo con una jerin-

Preparacion de las soluciones para las guilla el medio de incubacion y se inyect6 en el corres-

incubaciones pondiente matraz erlenmeyer previamente preparado. Se

lavé la monocapa de células con PBS que, posteriormen-
Se ha elegido, de modo general, concentraciones saturani@s fye recuperado en su respectivo matraz. Se inyectaron
de cada uno de los sustratos frios segun resultados previosy| de KOH (0,3 M), colocando el frasco de manera que
obtenidos en el laboratorio (3, 4), L-lactato (10,5 mM) ye| KOH no contacte las células pero capture eji€Ma-
acetato sadico (5 mM). Se hicieron determinaciones cuamente en el frasco de cultivo. Una hora después, el KOH
titativas de cada uno de los sustratos frios en el medif e retirado e inyectado en su respectivo matraz
previamente a la incubacion asi como, para calcular lgrenmeyer. Se realiz6 otro lavado con PBS y, por dltimo,
actividad especifica (dpm/nmol). Se tuvo en cuenta lagina vez reunidos todos los volimenes se adiciond 100 pl
concentraciones para ajustar la osmolaridad a valores cege HCIQ, (5 M) en el matraz Erlenmeyer con objeto de
canos a 315 mOsm/kg,@. acidificar el medio y volatilizar el*CO, que luego es

] ] . ) _capturado por la hiamina, este proceso dura 1 hora.
A 1,5 ml de medio de incubacion Elliott, con los respecti-

vos sustratos frios por frasco Roux, se adicionaron, d@ continuacion se recogieron todos los tubos eppendorf
acuerdo al experimento, los trazadores radiactivdsQl-  que contienen el hidroxido de hiamina, se colocaron en
lactato (1 puCi) y [UC]-acetato, [I“C]-acetato y [2“C]-  yjales y se les adicioné 5 ml de liquido de centelleo, se
acetato (1 pCi). De cada solucion se tomaron 100 UL parggitaron por 30 segundos y se dejaron en reposo 16 horas
determinar la radiactividad inicial necesaria para calculalbara medir las desintegraciones por minuto (dpm) utili-
la actividad especifica (dpm/nmol). zando la técnica de espectroscopia de centelleo liquido.
La velocidad de respiracion se reporta como nmol dg CO

Incubacion con cultivos primarios de producidos por hora y por millén de células.

neuronasy astrocitos
Cuantificacion de lipidos
Se emplearon neuronas de 7 dias y astrocitos de 13 dias en
cultivo, crecidos en frascos tipo Roux. Después de retiraPara hacer la determinacién de la incorporacion de los
el medio de cultivo se lavaron los frascos 2 veces con PBSustratos en lipidos totales, se siguié el método reco-
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mendado para el aislamiento y purificacion de lipidosResyltados y discusién
con ligeras modificaciones (3). Para extraer los lipidos,

la monocapa de células se separé del frasco de cultivpiferencias metabdlicas en la utilizacion del
con ayuda de un raspador en 1 ml de metanol, y SEyctato y del acetato
afiadié a un tubo que contiene 2 ml de cloroformo

(bidestilado). El tubo se agité por 30 segundos y s g ytilizacion de estos dos monocarboxilatos obedece a
almaceno durante 16 horas en el congelador. Postey disponibilidad en el medio (concentracion); a su afini-
riormente se centrifug6 (1500 x g, 15 min, 4°C) y sedad por transportadores; al acople con enzimas cuya acti-
lavé con NaCl (0,3%) saturado con cloroformo. Se reayjgad o expresion depende del estado de desarrollo celular;
lizo una centrifugacion en las condiciones anterioresg| compartimento (citosol o mitocondria) donde estan ex-
se retir6 la fase acuosay se recogi6 la fase cloroférmicgyresadas las enzimas, ademas de diversas vias reguladoras
Esta ultima fase se evaporé y el residuo lipidico sg;o moduladoras. Adicionalmente, también puede depen-
disolvié en liquido de centelleo, se agitd mecanica-der de la cantidad y madurez mitocondrial.
mente por 30 segundos y después de 24 horas, se midio
la radiactividad incorporada en lipidos utilizando la En |os astrocitos, el piruvato uniformemente marcado ([U-
técnica de espectroscopia de centelleo liquido. La vexC]-piruvato) proveniente del lactato uniformemente mar-
locidad de lipogénesis se reporta como nmol de carbocado ([UC]-lactato) via lactato deshidrogenasa (LDH) entra
nos incorporados a lipidos por hora por millon deg| ciclo de Krebs en la primera vuelta via complejo piruvato
células. deshidrogenasa (CPDH) generandtse, y [U-“Cl-acetil-
CoA, o via PC originando [1,213c]-OAA,; el citrato puede
ser sintetizado desde [C]-acetil-CoAy OAAfrioo [1,2,3-
Célculo de la velocidad de utilizacion de 1CJ-OAA, asi, existe la posibilidad de que se produzcan dos
sustratos isotopémeros del isocitrato, pero soélo a través de la oxida-
cién del [2,3,4,54C]-isocitrato y [2,3%*C]-isocitrato se puede
La velocidad de utilizacién de los sustratos se calcula digenerar14C02 desde el primer turno via Isocitrato
vidiendo la radiactividad incorporada en C®lipidos,  deshidrogenasa. La oxidacion detetoglutarato d-KG)
por la radiactividad especifica de los sustratos en el medigo produce®CO,; mas adelante, la hidrélisis del enlace
de incubacion (dpm/nmol), por el tiempo de incubacion (ltioéster de la succinil-CoA por la succinato tioquinasa pro-
h) y por el nimero de células (x°L(3, 4). A las dpm de  duce succinato, una molécula simétrica.
oxidacion se les resta el valor del blanco. De acuerdo con
este calculo, los resultados se expresan como nmol deonsecuentemente, el reservorio mitocondrial de malato
sustrato radiactivo transformados en,@n lipidos, por  presenta todos los carbonos marcados; asi, en la reaccion
hora y por 10células. de la cME y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK)
(mas activa en neuronas que astrocitos en la prelactancia)
. o se generaria nuevamef€O,. Ya en la segunda vuelta a
Tratamiento estadistico través del ciclo de Krebs se produce [1,2¢3-OAA, que

i i L junto con [U¥C]-acetil-CoA y acetil-CoA frio, generan
Los ensayos se condujeron seguin un disefio complet@

(rjnente glea’gc,)rlza?o, c,c|>.n _trlgllc;adol, cquo r_n!glrgo, de C?d s se puede produciiCO, via isocitrato deshidrogena-
eterminacion. El analisis de la significatividad entre lasg, y posteriormente a través de los sustratos originados

réplicas de un mismo experimento se ha efectuado utiliyogqe ebi-cetoglutaratod-KG) uniformemente marcado
zando el test “t” de Student. Los resultados obtenido%_[U_MC]_KG) y 0-[1,2,324C]-KG via complejo

fueron evaluados estadisticamente usando el progran}ﬁcetoglutarato deshidrogenasaQ@KGDH), nuevamente el

para I\/Ja_c lntosh.,.STAT.VIEV\{._S.e h|C|er_on comparacio- raganyorio de malato presenta todos los carbonos marcados.
nes multiples utilizando el analisis de varianza (ANOVA),

para determinar los efectos de los diferentes factores coigp, neuronas, el [W'C]-piruvato proveniente del [UC]-
siderados, este analisis incluye el test F de significatividaqactatol entra al ciclo de Krebs en la primera vuelta via
Las comparaciones que presentaron diferencias significppp y mME, a través de la cual se genera [LB-
cativas entre tratamientos se expresaron con letras dif‘?ﬁalatoy posteriormente [1,2'45]-OAA, de igual manera
rentes. Las letras mayusculas se utilizaron para lagg produce [2,3,4,5C]-isocitrato y [2,3%C]-isocitrato
neuronas y las letras minUsculas para astrocitos. Los re&umo en astrocitos, sin embargo, no en la misma propor-

sultados se expresan como promedios * la desviaCiogign, puesto que la actividad anaplerética de la PC no
estandar de la media (SEM). existe en estas células.

-YCJ-isocitrato y [1,2,3%C]-isocitrato, desde los cua-

Tovar-Franco et al
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Las velocidades de oxidacion y lipogénesis medidas emetabolizar lactato y acetato, confirmando inicialmente
condiciones de control (Tablas 1y 2), indican iquétro, que estos sustratos utilizaron mecanismos de transporte al
tanto las neuronas como los astrocitos son capaces d#erior celular.

Tabla 1. Efecto del 3-nitropropionato (3-NPA) sobre las velocidades de respiracion (oxidacion) del L-lactato o del acetato
en neuronas Yy astrocitos en cultivo primakias velocidades de respiracion se expresan como nmol de sustrato transfor-
mado en CQpor hora por millén de células y son medias + SEM.

Neuronas Astrocitos

Sustrato Respiracion Respiracion
CO,/h/1(° células CQh/1C células
sin inhibidor 532 £ 0,09 A 12,89 + 1,73 a
[U-1“C]-lactato +3-NPA 2,14+ 0,40 B 943 +1,90b
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 252+031A 4,26 + 0,52 a
[1-1“C]-acetato 3-NPA 0,73+ 0,15 B 151+0,33b
sin inhibidor 2,79+047 A 3,27 £ 0,59 a
[2-1C]-acetato 13-NPA 0,63 + 0,04 B 1,19+0,21 b

Las diferencias significativas (p<0,05) se expresan en letras mayulsculas 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).

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 primakias velocidades lipogénesis se expresan como nmol de sustrato transforma-
do en lipidos por hora por millon de células y son medias + SEM.

Neuronas Astrocitos
Lipogénesis Lipogénesis
Sustrato lipidos/h/1C células lipidos/h/10 células
sin inhibidor 0,93 +0,03 A 259+042a
[U-1C]-lactato +3-NPA 0,49 + 0,09 B 1,34+0,29b
sin inhibidor 0,47 + 0,06 B 0,17 £ 0,04 a
[U-1“C]-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
[1-1C]-acetato 13-NPA 0,85+ 0,11 A 0,67 + 0,12 a
sin inhibidor 0,85+ 0,09 A 1,77 £+ 0,16 a
[2-1C]-acetato 13-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 puedidacién y en menor proporcién para sintesis de lipidos
decir que ambos tipos de células metabolizan en mayaromo el 4cido oleico o aminoacidos como glutamina.
proporcion el lactato como sustrato oxidativo y lipogénico,
lo cual en parte se puede deber a la menor concentracidon cuanto al metabolismo del acetato, este es un
del acetato (5 mM), y en segundo lugar el acetato fue prenonocarboxilato que entra en ambos tipos de células via
feriblemente metabolizado por las neuronas, en tanto quilCT-2; sin embargo, en trabajos previos empleando el &-
el lactato por los astrocitos, probablemente por las siguienteganocinnamato, un inhibidor de transportador de
razones: monocarboxilatos (3), se ha encontrado que el metabolis-

mo oxidativo y lipogénico de neuronas no se altera, en
El lactato extracelular es captado via transportador déanto que el de los astrocitos disminuye (4), esto ha lleva-
monocarboxilatos (MCT); las neuronas expresan lado a sugerir la participacién de un mecanismo de transpor-
isoforma MCT-2 en tanto que los astrocitos las isoformage adicional posiblemente mas activo en neuronas que
MCT-1y MCT2, lo cual podria favorecer una mayor velo- podria ser el sistema intercambiador de aniéméd=2) ya
cidad de transporte (13). Adicionalmente, en cuanto a laeportado, por lo tanto, la expresion de dos formas alterna-
enzima relacionada con el metabolismo del lactato, dadtivas de transporte durante la prelactancia en neuronas fa-
que en este periodo es el sustrato energético y lipogéniamreceria la mayor velocidad de entrada de este sustrato.
mas importante, es posible que la isoforma predominante
sea la lactato deshidrogenasa tipo 1 (LDH-1) tanto erPor otro lado, el metabolismo preferencial del acetato por
neuronas como astrocitos, favoreciendo su oxidacion yaeuronas se puede explicar por el nivel de actividad de las
gue durante el periodo perinatal los requerimientos eneenzimas relacionadas con su metabolismo. En trabajos pre-
géticos son elevados. vios se ha demostrado que el acetato en condiciones

perinatales, puede ser utilizado por neuronas y astrocitos
Es posible que la actividad de la enzima LDH-1 sea mayopor accion de la acetil-CoA sintetasa (AceCS) sugiriendo
en astrocitos y de esta manera favorece una mayor disponié actividad de dos isoformas una mitocondrial (AceCS2)
bilidad de piruvato para ser oxidado o incorporado ery otra citosdlica (AceCS1) en ambos tipos de células (3-5,
lipidos; sin embargo, se requiere conocer con mayor precit6). El mayor metabolismo oxidativo y lipogénico neuronal
sion las diferencias en el nivel de actividad y patronpueden estar indicando que la acetil-CoA sintetasa tipo 2
isoenzimatico de la LDH expresado por neuronas fetales yAceCS2) parece ser mucho mas activa en este tipo de cé-
astrocitos de neonatos crecidosvitro, dado que a dife- lulas que en astrocitos favoreciendo la disponibilidad de
rencia de la prelactancia, en la adultez se conoce bien géeetil-CoA mitocondrial para la sintesis de citrato. El he-
las neuronas expresan LDH-1 y los astrocitos principal€eho que las neuronas sinteticen altas cantidades de NAA 'y
mente LDH-5 que favorece la produccion de lactato que eBIAAG (18) puede indicar la presencia de un reservorio de
exportado (14). Por otra parte la actividad de la PC increAcetil-CoA mitocondrial mas alto que en astrocitos y por
menta por el aumento de las concentraciones de piruvatanto indica la mayor actividad de la AceCS2 neuronal. El
(15), por lo tanto, los astrocitos pueden incorporar piruvatmivel de actividad de la AceCS1 puede también estar con-
generado desde lactato en el ciclo de Krebs en una maytibuyendo a la lipogénesis neuronal donde su actividad
proporcién que las neuronas, dado que la capacidaguede ser mayor que en astrocitos.
anaplerética de éstas se encuentra restringida a la mME
cuya actividad es menor (16).

Capacidad anaplerética en la utilizacion del
Por otro lado, se ha observado que et{l}-lactato o [U-  [actato y del acetato
1C]-lactato se incorpora mas en aminoacidos en neuronas
que astrocitos, los cuales pueden ser el glutamato, aspartaRara determinar la contribucién y la importancia de las
alanina, N-acetil-L-aspartato (NAA) y el neuromodulador reacciones anapleréticas en el mantenimiento de la
N-acetil-L-aspartil-L-glutamato (NAAG) (14, 15) estos dos homeostasis energética durante el periodo perinatal se uti-
ultimos se sintetizan en altas proporciones durante el ddizé un inhibidor de la succinato deshidrogenasa, el 3-
sarrollo, constituyendo rutas importantes de escapes deitropropionato, a través de la evaluacién de su efecto
marcaje que no se incorporaria'#0, 0 lipidos, y por lo  sobre el metabolismo del lactato y del acetato en neuronas
tanto, no cuantificables por la metodologia empleada eg astrocitos crecidos vitro en condiciones perinatales.
el presente trabajo, lo cual podria explicar en parte el meZon este fin, se utilizé una concentracion 2 mM de 3-NPA
nor metabolismo oxidativo del lactato en neuronas a favotde manera que no se indujera un blogueo total del ciclo de
de la sintesis de neurotransmisores, mientras que en léGebs en los dos tipos de células y se viera un efecto que
astrocitos el lactato seria utilizado principalmente para laeflejara su capacidad anaplerética. Esta concentracion no
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afecta la viabilidad celular dado que concentraciones de 8mpleada, con relacién a las neuronas, probablemente por
mM y 10 mM bloquean completamente el ciclo de Krebsel efecto anaplerético de la PC, también relacionado con
en cultivos de neuronas y astrocitos respectivamente (19 baja actividad ciclo de Krebs (5-10% menor que en las
neuronas) y la inhabilidad del 3-NPA de causar un incre-
Los resultados obtenidos (Tabla 1) muestran que se preaento de calcio (23). Esta resistencia también se corrobora
sento una disminucion significativa en las velocidades de nivel del metabolismo energético, como se demuestra
oxidacion del lactato en presencia del 3-NPA. Los resultapor los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde
dos con este sustrato demuestran que las neuronas fuerias velocidades de oxidacion fueron mayores en astrocitos
mucho mas sensibles al inhibidor que los astrocitos egue en neuronas en presencia del inhibidor, lo cual no ha
cuanto a que se disminuyé la produccion de, &@in sido reportado.
59%, mientras que en los astrocitos se disminuy6 en un
26%. Lo anterior evidencia que un bloqueo parcial delLa lipogénesis a partir del lactato disminuyd en neuronas
ciclo de Krebs en ambos tipos de células que puede altergrastrocitos en un 47 y 48% respectivamente, lo cual se
la homeostasis energética en la prelactancia. Sin embargexplica porque decrece la generacién de citrato mitocon-
el hecho que las neuronas hayan sido capaces de mantederl a partir del [U¥C]-piruvato como consecuencia de la
la respiraciéon desde lactato en un 41% vy los astrocitos edisminucion de oxalacetato y el incremento dramético de
un 74%, es un reflejo de la actividad anaplerética de estdes niveles de succinil-CoA que disminuyen la actividad
células, y se evidencia que es mayor en astrocitos como yie la citrato sintetasa. Por estas dos razones, se esperaba
se ha reportado (20). que la lipogénesis se viera afectada.

Se ha discutido que la actividad anaplerética de lado obstante, la lipogénesis se mantiene a pesar de los efec-
neuronas via mME es muy importante para la sintesis d®s del inhibidor en ambos tipos de células, puede ser de-
glutamato y su actividad carboxilante o descarboxilantebida a la activacion de la ruta citosdlica desde lactato,
depende de los requerimientos celulares de ATP oeportado en trabajos previos empleando un inhibidor del
neurotransmisores, lo cual se debe reflejar en los nivelgsansporte de citrato mitocondrial, el 1,2,3-bencenotricar-
de malato o piruvato; es asi como una carboxilacion nethoxilato, donde se encontré que las neuronas incrementa-
del piruvato a malato puede ocurrir durante la activaciérban su lipogénesis (p<0,05), mientras que en los astrocitos
neuronal, cuando se requiere ATP extra para restaurar lo® se observo variacion en la velocidad de incorporacion
potenciales de membrana y cuand€G es necesario para del sustrato a lipidos (2); esto permitié postular que debia
restituir el reservorio de glutamato (21). Sin embargo, aumxistir una ruta alternativa para la sintesis de lipidos, que
no hay consenso en cuanto a lo anterior, pues también siebia ser muy activa en el periodo perinatal.
ha sugerido (15) que las neuronas no tienen una actividad
anaplerotica cuantitativamente importante como para markstos resultados son coherentes con las conclusiones ob-
tener los niveles de los intermediarios del ciclo de Krebstenidas a partir de trabajos en neuronas y astrocitos para
noétese que en este articulo (15) se trabajé en concentracievaluar el metabolismo del lactato (10,5 mM), empleando
nes de lactato de cerebro adulto (1 mM) y a una concentraminooxiacetato (AOA) (5 mM), un inhibidor de la
cion de 3-NPA (3 mM) que inhibe completamente el cicloaspartato aminotransferasa que incrementa las concentra-
de Krebs en neuronas. Teniendo en cuenta lo anterior, sgones de OAA intramitocondrial, que a diferencia de lo
puede decir que la concentracion de 3-NPA y de lactatogbservado con el 3-NPA, la oxidacion y lipogénesis se
influyen en la actividad de la mME en la carboxilacién delincremento significativamente en neuronas y en astrocitos,
piruvato en las neuronas permitiendo la continuidad detoncluyendo que la lanzadera del citrato seria la principal
ciclo de Krebs, lo cual no seria posible cuando la sintesitiente de acetil-CoA en el citosol para la sintesis de lipidos
de OAA esta bloqueada. Adicionalmente, en experimena través de la ATP-citrato liasa (4).
tos de fijacion de NaMCO, en cultivos primarios de
neuronas se ha reportado que hay incorporaciétCden  En cuanto al metabolismo oxidativo del acetato, el 3-NPA
glutamato, aspartato y prolina, adicionalmente, la incor€auso una disminucion de 85% en las neuronas y de un
poracion deC desde NaMCO, en aspartato, glutamato, 36% en los astrocitos debido al descenso en la velocidad
GABAy glutamina (22), lo que demuestra que las neuronageél ciclo de Krebs en ambos tipos de células. Sin embargo,
tienen activa la ruta de la mME. a diferencia del lactato, el acetato no es precursor de OAA,
por lo tanto, al disminuir las concentraciones de este inter-
Los resultados del presente trabajo corift]-lactato su-  mediario ambos tipos de células deben recurrir a sustratos
gieren que los astrocitos presentan una mejor capacidaghddégenos. En este sentido, dado que los astrocitos tienen
de amortiguar los efectos del 3-NPA, en la concentraciéha capacidad de almacenar lactato y glucégeno y una ma-
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yor capacidad anaplerética, les permite mantener la oxidagenasad-CKGDH), indicando que puede permanecer mas
cion a partir de acetato en un 64%. El mantenimiento de liempo en el ciclo de Krebs, con mayor probabilidad de
oxidacién en neuronas tan solo un 15% sugiere que lascorporarse en metabolitos sintetizados a partir de inter-
concentraciones de OAA son mas limitantes en ellas y cormediarios como citrato a-KG. Lo anterior implica que
secuentemente la utilizacién de acetil-CoA en mitocondrigpodrian obtenerse velocidades de oxidacion menores que
disminuye en la via de sintesis de citrato, beneficiando ltas observadas con [iC]-acetato.
ruta de sintesis de NAA y NAAG que constituyen una ruta
de escape de carbonos que pudieron ser utilizados en br otro lado, el [U4C]-acetato se incorpora menos en
ciclo de Krebs o para la sintesis de lipidos. “CO,, que los anteriores sustratos ya que proporcional-
mente se pueden escapar mas carbonos para la sintesis de
En cuanto a la lipogénesis (Tabla 2), se puede decir quaminoacidos (glutamato, glutamina y aspartato) o lipidos
fue activa en ambos tipos de células a pesar de la dismindurante la primera vuelta a través del ciclo de Krebs (3, 4).
cion de la utilizacién de acetato en la mitocondria para la
sintesis de citrato. Sin embargo, el hecho de que no del [1-**C]-acetato, fue un 40% mas oxidativo en astrocitos
afecte en astrocitos y por el contrario ocurriera un aumentque en neuronas, lo que probablemente est4 reflejando el
de la lipogénesis en neuronas, esta sugiriendo que kfecto de lacME, PCy PEPCK, mas activas en este tipo de
AceCS1 en éstas es mas activa cuando los niveles de citratélulas, asi aportando una mayor proporciéon de descar-
citosélico no son suficientes corroborando los resultadogoxilaciones. La menor velocidad de oxidacion del [2-
obtenidos empleandn-ciano-4-cinnamatoo¢CN) en tra-  C]-acetato en astrocitos refleja la fuga de carbonos en el
bajos previos (3-5). ciclo de Krebs principalmente para la sintesis de citrato
que serviria para sintesis de lipidos o glutamina en el
Otras investigaciones con aminoxiacetato (OAA) ycitosol, constituyendo rutas de escape del marcaje, lo que
butilmalonato (BM), han demostrado que la lipogénesis yno se observa en neuronas, donde las velocidades de oxi-
oxidacion en ambos tipos de células aumenta, dado que éhcidon de ambos sustratos {{C]-acetato y [24C]-acetato)
efecto de estos inhibidores es el incremento de las concepermanecen iguales, indicando que el acetato en neuronas
traciones de OAA mitocondrial. Al comparar estos resulta-permanece por mas tiempo en el ciclo de Krebs porque es
dos con los obtenidos con 3-NPA, el cual presenta efectan sustrato mas oxidativo que en los astrocitos, coinci-
contrario, se comprueba que la variacion en las concentraliendo con la mayor velocidad de oxidacion delMC|
ciones de este intermediario regula el ciclo de Krebs emacetato en neuronas (3-5).
ambos tipos de células (3-5). Una disminucién mayor en la
velocidad de oxidacién en neuronas en presencia detn el presente estudio, los astrocitos y neuronas en cultivo
inhibidor puede obedecer al escape de acetato para la s@n condiciones perinatales y en presencia del 3-NPA dis-
tesis de glutamato, aspartato, alanina, y especialmente NAAjinuyeron significativamente las velocidades de oxida-
NAAG, que se generan en altas concentraciones durante @bn de los sustratos [t€]-acetato y [24C]-acetato como
periodo perinatal. consecuencia de la disminucion de la velocidad del ciclo
de Krebs; nuevamente las neuronas resultaron significati-
Nuevamente los resultados con acetato y 3-NPA sugierevamente mas afectadas (Tabla 1).
que los astrocitos presentan una mayor capacidad de tole-
rar los efectos del inhibidor ya sea porque presenta maydzn los controles, la incorporacion del*fC]-acetato en
capacidad anaplerética o porque almacenan sustratos piépidos es similar en ambos tipos de células, mientras que

cursores de OAA. el [2-C]-acetato es incorporado significativamente en
lipidos por astrocitos que en neuronas, dado que en éstas
Metabolismo diferencial del acetato Gltimas, la lipogénesis permanece igual que coH(l-

acetato. Lo anterior indica que los astrocitos desvian mas
El carbono 1 (24C) de los tres sustratos empleados [U-citrato para sintesis de lipidos que las neuronas, por lo que
“CJ-acetato, [1“C]-acetato y el [2¢C]-acetato puede trans- el [2-“C]-acetato puede marcar mas citrato quégl-
formarse en CQrapidamente en la primera vuelta del ciclo acetato. De cualquier manera la sintesis de lipidos aporta-
de Krebs a través de la cME en astrocitos 0 mME en neurona® por la AceCSL1 es relevante cuando los niveles de citrato
y através del CPDH al inicio de la segunda vuelta del ciclgitosolico no son apropiados (Tabla 2).
de Krebs. Comparativamente, el carbono 2%)-se
descarboxila en la segunda vuelta a través del ciclo da pesar de la presencia del 3-NPA, la lipogénesis en
Krebs por las mismas vias y por efecto de la isocitratmeuronas se mantiene con‘fCi-acetato y [24C]-acetato,
deshidrogenasa y el complejecetoglutarato deshidro- indicando que el descenso en los niveles de OAA, que
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afectan la sintesis de citrato no influyen en la sintesis dmayor actividad en neuronas que astrocitos. El uso del
lipidos neuronal que puede estar sustentada por la AceCSibhibidor demostré que la concentracién de oxalacetato
mientras que en astrocitos se mantiene cdf(Jtacetato, es limitante en el metabolismo intermediario de las neuronas
pero la disminucion observada con'{2]-acetato puede y los astrocitos, sin embargo, la capacidad anaplerética
significar la dependencia de formacién de citrato mito-astrocitica, debido a la actividad de la piruvato carboxilasa
condrial para la sintesis de lipidos que de igual maneréC) contribuye a mantener los niveles de este intermedia-
puede estar dada por la AceCSL1. Estos resultados confirio. Los astrocitos demostraron tener mayor capacidad de
man una mejor actividad de la AceCS1 en las neuronaamortiguar los efectos del 3-NPA sobre la respiracién que
gue en los astrocitos. Adicionalmente, sefialan una maydas neuronas, pudiendo ser atribuido a un conjunto de fac-
dependencia, en los astrocitos de actividad anaplerétic@res como compartimiento de expresion especifica de la
para el mantenimiento del citrato mitocondrial, cuya dis-piruvato carboxilasa y malato deshidrogenasa-NADP de-
minucién afectara la sintesis de lipidos, en especial el acpendiente citosolica (cME) y por otro lado a las diferentes
do oleico o la exportacion de citrato, indicando que durantéasas de recambio del ciclo de Krebs neuronal y astrocitico.
el periodo perinatal una alteracién de estos dos mecanita disminucion de la respiracion neuronal inducida por el
mos tendria un efecto negativo en el metabolismo y modu3-NPA en presencia de lactato y acetato, puede tener efec-
lacion de la sefializacion neuronal. tos negativos en el periodo perinatal, pues afecta signifi-
cativamente la produccién de lipidos y de ATP, debido la
Los resultados en su conjunto indican que en condicionedisminucion de su capacidad anaplerética.
de ayuno (prelactancia), las neuronas requieren y emplean
todos los recursos energéticos posibles para mantener su
metabolismo, incrementado por Igs requerimientos qe AT'%gradecimientos
para la sintesis de neurotransmisores y el mantenimiento
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para la sintesis de intermediarios que son exportados hacia
las neuronas.
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