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RESUMEN

El mecanismo de intercambio de sustratos entre neuronas y astrocitos, no es claro y menos claro es, si los efectos
metabélicos en las células receptoras, son resultado de sefializacién por calcio. Se plantea la posibilidad de que
existan sefiales entre neuronas y astrocitos que relacionen su funcionamiento metabdlico a través de las concen-
traciones de calcio. La concentracién de calcio se midié por absorcidn atémica en el medio intra y extracelular de
cultivos primarios de neuronas y astrocitos y posteriormente en el medio intra y extracelular después de una hora
de incubacién con lactato, glutamato, glutamina y acetato a concentraciones fisiolégicas. Las comparaciones
estadisticas se efectuaron con ANOVA y Duncan (p < 0.05). Se hicieron 3 replicaciones de cada experimento con
5 repeticiones. Los resultados permiten afirmar que al hacer incubaciones in vitro con los sustratos, se producen
variaciones en las concentraciones de calcio extra ¢ intracelular. El estrés metabélico puede estar influyendo en
estas variaciones. Adicionalmente, se demuestra que los astrocitos son menos dependientes del calcio extracelular
que las neuronas. Las variaciones del calcio intracelular pueden incrementar el metabolismo de estas células y
acelerar el metabolismo mitocondrial. Se postula que cambios en la concentracién de calcio afectan el metabolis-
mo de células excitables en incubaciones in vitro usando diferentes sustratos.

Palabras clave: Acetato, astrocito, calcio, glutamato, glutamina, lactato, neurona.
ABSTRACT

The substrate exchange mechanism between neurons and astrocytes is far from clear; even we do not acknowledge
if the metabolic effects on host cells, are the result of calcium signaling. We expected that the neurons and
astrocytes link up through calcium concentrations, affect their metabolic functions. Calcium concentration was
measure through atomic absorption in the intra and extracellular media of primary cultures of astrocytes and
neurones, and after one hour incubation with different substrates such as lactate, glutamate, glutamine and acetate,
at physiological concentrations. ANOVA and Duncan methods (p < 0.05) were used for the statistical analysis,
using three replications with five repetitions. Results show that in vitro incubations with the different substrates
cause variations in calcium concentration, of both media (intra and extra). Certainly, metabolic stress also may
influence such variations. In addition, astrocytes are less dependent on extracellular calcium than neurons.
Differences in intracellular calcium concentrations, can increase cell metabolism, and raise up mitochondrial
metabolism. It has been proposed that changes in calcium concentration affect cell metabolism in experiments in
vitro, using different substrates.

Key words: Acetate, astrocyte, calcium, gluta:néte, glutamine, lactate, neuron.

INTRODUCCION : ma de comunicacion e interconexidn entre di-

: ferentes células, como neuronas y astrocitos.
El sistema nervioso regula el funcionamiento ~ Esta comunicacién se realiza mediante dos
del organismo con base en un complejo siste-  procesos conocidos como sefializacion y
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compartimentacién en los cuales se ha des-
crito la participacién activa del calcio. El pro-
ceso de sefializacion puede ser eléctrica y
quimica. La sefializacién quimica se realiza a
través de la transmisién de mensajes que
involucran moléculas y receptores. El proce-
so de compartimentaci6n se define como un
mecanismo de colaboracién metabdlica que
puede ser intercelular, entre diferentes tipos
de células (como neuronas y astrocitos) o
intracelular entre los diferentes compar-
timentos que se encuentran en el interior de la
célula.

Universalmente se venia asumiendo el papel
casi tinico de las neuronas en las dos funcio-
nes més importantes del sistema nervioso, co-
dificacion y procesamiento de la informacién,
y generacién de comportamientos especificos
via sefializacién. Sin embargo, en la actuali-
dad se ha descrito el papel de los astrocitos
como neuromoduladores que participan muy
activamente en el proceso de informacién
neuronal a través de la compartimentacién.
Este concepto de compartimentacién viene
apoyado por los estudios funcionales en los
que se ha llevado a cabo la estimulacién
neuronal in vivo (Sanchez-Abarca, 1998;
Tovar, 1995; Smith, 1994; Bradford, 1988).

La cinética del transporte de glutamato y
glutamina entre neuronas y astrocitos estd a
favor de la hipétesis de que los astrocitos es-
tablecen una cooperacién metabdlica con
las neuronas ayudando a controlar la sin-
tesis y, por tanto, la concentracién de
neurotransmisores (Palaiologos, et al., 1989).
El que el y-aminobutirato (GABA) sea pro-
_ducido solamente por neuronas y la glutamina
s6lo en los astrocitos demuestra una
compartimentacion intracelular diferente. Por
otro lado, la liberacién de glutamato o GABA
desde las neuronas esta intimamente relacio-
nado con el flujo de glutamina en el sentido
contrario desde los astrocitos, lo que demues-
tra una compartimentacidn intercelular. La
produccién y liberacién de glutamina por los
astrocitos, estd a favor de la hipétesis de

compartimentacién del ciclo de la glutamina
(Pascual, et al., 1998; Sonnewald, et al., 1993;
Waniewski, 1992; Ramaharobandro, ef al.,
1982).

El calcio en una gran variedad de células ani-
males actiia a modo de mensajero iénico casi
universal, transmitiendo los mensajes recibi-
dos en la superficie celular hasta la maquina-
ria bioquimica intracelular El desempefio del
calcio como mensajero intracelular requiere
s6lo pequefios flujos de iones a través de la
membrana celular, y lo realiza a concentra-
ciones muy bajas y estrechamente controla-
das. Las altas concentraciones van en
detrimento del normal funcionamiento de las
células y un aumento prolongado puede oca-
sionar la muerte celular.

En general, la concentracién de calcio en el
medio que rodea a las células suele ser, del
orden de 1-2 mM. En estado de reposo la con-
centracidn intracelular de calcio es del orden
de 0.1uM (100 nM), pero cuando las c€lulas
son activadas los niveles de calcio en el citosol
aumentan hasta aproximadamente 500-1000
nM. En la matriz mitocondrial se puede acu-
mular calcio a un nivel de 0.5 pM; mientras
que en el reticulo endopldsmico la concentra-
cion de calcio es de aproximadamente 100 uM
(Berridge et al., 2000; Clapham, 1995;
Carafoli y Penniston, 1986).

Existen muchos sustratos cuya funcién aun es
desconocida en las neuronas y los astrocitos
y suintegracién al metabolismo con otro tipo
de células cerebrales como oligodendrocitos
y la microglia estdn adn por dilucidar. Se ha
comprobado que los astrocitos son excitables
por algunos sustratos, aumentado la concen-
tracién de calcio intracelular e induciendo
ondas de calcio que pueden alterar el metabo-
lismo de las células adyacentes. El mecanis-
mo por el cual algunos sustratos son
compartimentados por las neuronas y los
astrocitos no es claro y menos claro es, si es-
tos sustratos inducen sefiales mediadas por
calcio y sus efectos metabdlicos en las célu-
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las receptoras. Debido a esto se ha planteado
la posibilidad de que existan sefiales entre
neuronas y astrocitos que relacionen més es-
trechamente el funcionamiento metabdlico de
ambos tipos de células, permitiendo construir
un esquema coordinado de interacciones en-
tre ellas.

En este estudio se propuso determinar si el
lactato, el glutamato, la glutamina y el acetato,
sustratos que son compartimentados por las
neuronas y los astrocitos durante el desarro-
llo del cerebro, inducen sefiales mediadas por
calcio en experimentos metabdlicos en culti-
vos primarios de estas células. Para ello, ini-
cialmente se estandarizaron los protocolos de
cultivos primarios de neuronas y astrocitos y
se determinaron las variaciones de calcio infra
y extracelular en condiciones normales duran-
te el crecimiento de los cultivos. Posteriormen-
te se evalud el efecto de los diferentes sustratos
sobre las concentraciones de calcio intra y
extracelular en cultivos primarios de neuronas
cerebelosas y astrocitos.

MATERIALES Y METODOS

Para el cultivo de neuronas y astrocitos se
emplearon ratas Wistar de 5 a 7 dfas de naci-
das para la preparacién de cultivos de neuronas
cerebelosas. Para cultivar neuronas de origen
cerebral se utilizaron fetos de 17.5 dfas de
gestacidn, para cultivar astrocitos de origen
cerebral se utilizaron recién nacidos de 1 dia
(Pascuas y Patifio, 1999; Roa y Méndez, 1999;
Cohen y Wilkin, 1995; Tovar, 1995; Freshney,
1994; Saneto y De Villes, 1987).

Los cultivos se hicieron con medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM). A esta so-
lucién se le adiciond bicarbonato de sodio
anhidro (3.7 g/l) que tiene incorporado el in-
dicador rojo de fenol (316 mOsmv/kg H,O £
5%). Para el cultivo de neuronas ademds se le
adicioné cloruro de potasio (1.86 g/l) (316
mOsm/kg H,0). Al (DMEM) se le adicion
suero fetal de bovino (FBS) a una concentra-
cién del 10%. Este medio con suero fue em-

pleado para los cultivos de neuronas y
astrocitos (Tabernero, 1993a; Saneto, 1987a;
Kimelberg, 1983; Hertz, 1982; Rose, 1969).

Durante los cultivos, se evalué la prolifera-
cién celular, mediante conteo de células y de-
terminando la cantidad de protefna (mg/ml) y
el contenido de DNA (pg/ml) por
espectofotometria ultravioleta. Se determiné
la concentracién de calcio en el medio (mM)
y en las células de neuronas y astrocitos (UM)
mediante la técnica de absorcidn atdmica.

Para las incubaciones se utilizé medio de
incubacién Elliott con una composicién -
aproximada a la del fluido cerebro espinal.
(Elliott, 1969). El pH se ajustd a 7.38, y se
gased con oxigeno durante dos horas (292.4
mOsm/kg H,0). Se utilizaron concentracio-
nes saturantes de cada uno de los sustratos
segtn resultados previos (Tabernero, 1993;
Vicario, 1991), L-lactato (10.5 mM); L-
glutamina (2.5 mM); acetato (5 mM) y
glutamato (2.5 mM) y se verific6 el pH a 7.32.
Neuronas de 7 dias y astrocitos de 14 dias de
incubacién in vitro (DIV), se lavaron 2 veces
con PBS y se afiadid el medio de incubacién,
con los sustratos sefialados. Seguidamente se
incubaron a 37°C con 5% de CO, por una hora.
Al finalizar la incubacidn, se recolectaron los
medios y las células para la determinacién
analftica de calcio. En paralelo se llevaron
blancos del medio de incubacidn sin y con los
sustratos por separado. Adicionalmente se
determiné el aporte de calcio del suero.

Se utilizé un disefio completamente
aleatorizado con triplicado como minimo para
cada determinacidn. En las curvas de creci-
miento se hizo un andlisis de regresién sim-
ple tomando la cantidad de protefna (mg) y el
contenido de DNA (ptg) como variables de-
pendientes y el tiempo de crecimiento (dfas)

"como variable independiente. Se determina-

ron los coeficientes de correlacién simple en-
tre las diferentes variables de respuesta y se
utilizé la prueba de t-Student para determinar
la posible relacién entre ellas.
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Se realizaron comparaciones miiltiples utili-
zando el andlisis de varianza (ANOVA), para
determinar los efectos de los factores consi-
derados, este anélisis incluy6 el test F de
significancia. Las comparaciones entre los
diferentes tratamientos se realiz6 aplicando la
prueba de Duncan para los experimentos cuyo
F fue significativo. (Daniel, 1995; Steel y
Torrie, 1998).

RESULTADOS
Evolucién de cultivos primarios

En la tabla 1 se muestran las variaciones en el
niimero de células, cantidad de proteina, con-
tenido de DNA y calcio en el medio y en las
células durante la evolucién de cultivos prima-
rios de astrocitos. Los tres primeros pardmetros
revelaron un perfil similar que indica claramen-
te un crecimiento entre los 4-10 dias de
incubacién (DIV), como se ilustra en la figura
1. En cuanto al niimero de células, se encontré
que durante los 7 DIV su aumento no fue sig-
nificativo (p < 0.01), mientras que alos 10 DIV
se produce un aumento altamente significativo
que contintia hasta el final del cultivo. Sin em-
bargo, a partir del dia 10, el contenido en DNA
y la cantidad de proteina no sufren modifica-
ciones significativas, lo que indica que, a par-
tir de ese momento, el cultivo estd alcanzando
la quiescencia. Con respecto al DNA y ala pro-
tefna, los anélisis revelaron que durante los 7
DIV hubo un aumento significativo (p < 0.05)
alcanzando una estabilizacidn hacia el final del
cultivo. Estos resultados corroboran trabajos
hechos en este tipo de cultivos (Roa y
Méndez,1999; Tovar, 1995).

Laevolucién de la proliferacién celular de cul-
tivos primarios de neuronas cerebrales y
cerebelosas en cuanto a niimero de células, can-
tidad de proteina y contenido de DNA y calcio
en el medio y en las células, se presentan en la
tabla 2. Como puede apreciarse en la figura 2
hay un crecimiento significativo (p < 0.01) en-
tre los 3 y 5DIV en los dos tipos de células. En
cuanto al nimero de células y la cantidad de

proteina se encontré que entre el 3 y 5 DIV
hasta el final del cultivo el aumento no fue sig-
nificativo (p < 0.01) en los dos tipos de célu-
las. Los resultados del contenido en DNA
muestran un aumento significativo (p < 0.01)
durante el desarrollo de los dos cultivos. Los
resultados en su conjunto indican que hay una
mayor proliferacién de neuronas en los prime-
ros dias de cultivo que tiende a estabilizarse a
los 7 DIV. Estos resultados corroboran traba-
jos hechos en neuronas cerebrales y cerebelosas
(Pascuas y Patifio, 1999; Tovar, 1995) y evi-
dencian que las neuronas cerebelosas tienden
a madurar més répido que las cerebrales y por
lo tanto a estabilizarse més prontamente.

Determinacion de calcio en el medio y en
astrocitos y neuronas

En las tablas 1 y 2 aparecen los resultados de
las determinaciones de calcio (ppm; mM) en
el medio (extracelular). En las figuras 3 y 4, se
sefialan las lineas de tendencia de la concen-
tracién de calcio durante el crecimiento de los
astrocitos y las neuronas. Los resultados de las
determinaciones de calcio muestran una dis-
minucién en todas las curvas durante el creci-

. miento de las células, encontrandose que en los

astrocitos varid de 1.65 a 1.26 mM (véase fi-
gura 3B), en las neuronas cerebrales de 2.03 a
1.83 mM y en las neuronas cerebelosas de 2.44
a 2.29 mM (véase figura 4B). El andlisis de
varianza reveld diferencias significativas (p<
0.05) entre los valores de calcio en el medio.

Los resultados de las determinaciones de calcio
(ppm; UM) en astrocitos y neuronas (intracelular)
aparecen en las tablas 1 y 2. Enlas figuras 3y 4
se sefiala ]a tendencia del comportamiento del
calcio intracelular durante los dias de crecimiento
de los astrocitos y las neuronas. Como se obser-
va hubo un aumento significativo (p < 0.05) en
todas las curvas durante el crecimiento de las
células, encontrdndose que en los astrocitos va-
ri6 de 1.33 a 1.46 pM (véase figura 3A), en las.
neuronas cerebrales de 210 a 290 uM y en las
neuronas cerebelosas de 1.66 a 1.78 WM (véase
figura 4A).
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Tasra 1. Comparacién entre el mimero de células, cantidad de proteina, contenido de DNA y calcio durante la evolucién
del cultivo de astrocitos. A distintos dias de incubacién in vitro se determina el mimero de células 106, la cantidad de proteinas

(mg/ml), el contenido de DNA (mgml) y la cantidad de calcio en el medio (ppm, mM) y en las células (ppm, mM). Los resultados son

medias s n-1 procedentes de tres replicaciones.

DIV 4 7 10 14

Astrocitos Xts™ cv Xtgm cv Xtsg™ cv X£gm cv
Nﬁiﬁero de células*10° 200+045 22,50 2.83+0.86 30,38 434+1.04 23,96 7.13+1.18 16,54
Proteina (mg/ml) 398+ 151 37,90 576 +£202 35,06 682+133 19,50 766 £201 26,24
DNA (mg/ml) 30.65+5.58 18,00 43.86 1676 38,20 5743+ 11.87 20,66 64.86+12.79 19,71
Calcio medio + FBS (ppm) 66.14 +£5.60 8.47 58.49 +'4.40 7,52 51.49+9.00 1745 50.33£6.6 13,11
Calcio medio + FBS (mM) 1.65+0.14 8,48 145£010 6,89 1.28+£022 17,19 1.26£0.16 ’1.2,70
Calcio células (ppm) 5.3510.65 | 12,13 6.31%.48 7,60 578+0.38 6,57 586+050 853
Calcio células (mM) 133.49+1622 12,15 157441197 7,60 144.22+£9.48 6,57 14621 +1247 853

DIV = Dias de incubacién in vitro.

CV = coeficiente de variacién.

£00¢ ap omn{-o491
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Tasra 2. Comparacion entre el niimero de células, cantidad de proteina, contenido de DNA y calcio durante la
evolucion del cultivo de neuronas cerebrales y cerebelosas. A distintos dias de incubacion in vitro se determina el
nimero de células #106, la cantidad de proteinas (mg/ml), el contenido de DNA (mg/ml) y la cantidad de calcio en el
medio (ppm, mM) y en las células (ppm, mM). Los resultados son medias = s n-1 procedentes de tres replicaciones.

Neuronas cerebrales

DIV 5 7
X+tc™ cv Xto™ Ccv X+og™ - CV
Nimero de células*10° 1.48+£0.22 14,94 2.16 £0.37 16,99 2.40+£0.24 9,88
Proteina (mg/ml) 388.6+64.8 16,70 520.1+47.8 9,20 562.5 +48.8 8,70
DNA (ug/ml) 31.7 £ 4.00 12,70 52.4+11.8 22,50 66.5+74 11,20
Calcio medio + FBS (ppm) 81.59+15.55 19,06 81.52£14.18 17,39 73.48 £8.52 11,59
Calcio medio + FBS (mM) 2.04 £0.39 19,12 2.03+0.35 17,24 1.83 £0.21 11,47
Calcio células (ppm) 845+1.53 18,12 11.54 £1.10 9,56 11.66 £ 1.08 9,25
Calcio células (UM) 210.84 £ 38.18 18,11 287.94 £27.45 9,53 290.93 +26.95 9,26
DIV = Dias de incubacién in vitro.
CYV = Coeficiente de variacién
Neuronas cerebelosas
DIV 7
X+to™ Ccv Xtog™ Ccv X+o™ Ccv
Niimero de células*10° 1.21£0.19 15,92 1.63+£0.15 0,15 1.70 £ 0.21 12,41
Proteina (mg/ml) 276.2+£22.1 8,00 445.8 £23.3 5,20 453.4+£29.2 6,40
DNA (mg/ml) 304£29 9,50 404%1.6 4,00 453420 4,50
Calcio medio + FBS (ppm) 97.62 +£9.96 10,20 91.75 £ 14.50 15,79 91.42+19.22 21,03
Calcio medio + FBS (mM) 244 £0.25 10,25 2.29+£0.36 15,73 2.28 £0.50 21,92
Calcio células (ppm) 6.68 £ 1.09 16,32 7.61+£1.72 22,65 7.15+£2.17 30,34
Calcio células (WM) 166.67 £27.20 16,32 189.88 1 42.92 22,60 178.40 £ 54.14 30,35

DIV = Dias de incubacion in vitro.
CV = Coeficiente de variacion.

€215 *T oN ‘8 1OA WILIDIUBIOS SDHSIDALU)
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Ficura 1. Evoluciéon de parametros de
proliferacién celular durante el culti-
vo de astrocitos. A distintos dias de
incubacidn in vitro (DIV) se reporta el
nimero de células * 10¢, 1a cantidad de
proteinas (mg/ml) y el contenido de DNA
(iLg/ml). Los resultados son medias de
+ ¢ ™! procedentes de tres replicaciones
(n=15).
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Ficura 2. Evoluciéon de parametros de
proliferacién celular durante el cultivo de
neuronas cerebrales y cerebelosas. A dis-
tintos dfas de incubacién in vitro (DIV) se

reporta el nimero de células * 106, 1a canti-"

dad de proteinas (mg/ml) y el contenido
de DNA (pg/mi). Los resultados son me-
dias de 6™ procedentes de tres replicaciones
(n = 15).
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Ficura 3. Variacién de la concentracién de
calcio durante el crecimiento de astrocitos. El
gréfico sefiala las Ifneas de tendencia durante los
dias de crecimiento. A. Se reportan los valores
de la concentracién de calcio (mM) en el medio
de cultivo de astrocitos a los cuatro, siete, diez y
catorce dias de incubacién in vitro (DIV). B. Re-
porta los valores de la concentracion de calcio
(UM) en las células de astrositos en los mismos
dfas del cuitivo. Los resultados son medias de 6-
10 datos de 3 cultivos.
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Figura 4. Variacién de la concentracion de
calcio durante el crecimiento de neuronas
cerebrales y cerebelosas. El grafico sefiala
las lineas de tendencia durante los dias de cre-
cimiento. A. Se reportan los valores de la con-
centracién de calcio (mM) en el medio de
cultivo de neuronas cereberales y cerebelosas
a los tres, cinco y siete dias de incubacidn in
vitro (DIV). B. Reporta los valores de la con-
centracion de calcio (UM) en las células de
neuronas cereberales y cerebelosas en los mis-
mos dias del cultivo. Los resultados son me-

"“dias de 4-6 datos de 3 cultivos.
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Concentracion de calcio en los medios y en
el suero

Los resultados de la cantidad de calcio en el
medio de cultivo 71.79 :+ 8.35 (ppm) es muy
similar al cdlculo del valor tedrico de acuerdo
a la composicién reportada para este medio
de 72.50 (ppm) dando una desviacién del
11.63 %, como se muestra en la tabla 3. En
cuanto al medio Elliot la cantidad de calcio
en el medio de incubacién da 51.91 + 9.26
(ppm), el célculo tedrico para este medio da
53.70 (ppm) dando una desviacién del
17.84%. Estas diferencias en desviacion pue-
den deberse principalmente a que uno de los
medios es comercial (cultivo) y el otro ha sido
preparado en el laboratorio (incubacidn).

Con respecto al suero empleado se encontré
que la cantidad de calcio fue del 35.62 +6.28
(ppm) dando una desviacién del 17.62 %. Esta
variaci6n en la composicién de calcio del sue-
ro puede deberse a que se trabajé con varios
lotes de la misma casa comercial.

Por otro lado, también se muestra que la adi-
ci6én de suero al medio de cultivo no afecta

las concentraciones de calcio 68.88 + 8.45
(ppm), aunque si se observa una ligera dismi-
nucién de la cantidad de calcio posiblemente
por efecto de dilucién.

Efecto de la incubacién con diferentes
sustratos sobre los niveles de calcio extrae
intracelular

En las tablas 4 y 5 se muestran las concen-
traciones de calcio en el medio Elliott antes
de la incubacién con los diferentes sustratos
que para astrocitos fue en promedio de 0.97
mM y para neuronas cerebelosas fue 0.51
mM y se compararon con las concentracio-
nes de calcio en los medios después de la
incubacién. La comparacion se ilustra en las
figuras 5 y 6 y muestra una disminucién en
la concentracién de calcio después de las
incubaciones en los dos tipos de células, sien-
do mds pronunciada con glutamina (0.64 mM )
y acetato {0.69 mM) en las incubaciones con
astrocitos. Un efecto similar se aprecié en
las incubaciones con lactato (0.26 mM) y
glutamato (0.27 mM) en el cultivo de
neuronas.

TazsLA 3. Contenido de calcio en el medio Eagle modificado por Dulbecco, medio de
incubacién Elliott y suero fetal bovino (FBS). Se reporta el valor teérico y experimental
de la concentracién promedio (X *sn-1) de calcio (ppm y mM) de los medios de cultivo

y de incubacion sin sustrato, el valor experimental del suero fetal bovino (FBS) y del
medio con suero (9:1).

X+sml Ccv Vizo

Medio de cultivo ppm ' 71.79£8.35 11,63 72,50

Dulbecco mM 1.79+0.21 11,73 1,81
Suero fetal bovino ppm 35.62 +6.28 17,62
‘ mM 0.89%0.16 17,98
Medio de cultivo + FBS ppm 68.88 £8.45 12,26
9:1) mM 1.72+0.21 12,20

Medio de incubaci6én ppm 51.91+£9.26 17,84 53,70

Elliot sin sustrato mM 1.29+0.23 17,82 1,34
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TaBLA 4. Resultados de la comparacién de las variaciones de calcio utilizando diferentes sustratos en cultivos de astrocitos.

Se reportan las concentraciones de calcio (ppm, mM) en los medios de incubacién con lactato (10.5 mM), glutamato (2.5 mM),
glutamina (2.5 mM) y acetato (5 mM) antes y después de la incubacién y la concentracién de calcio (ppm y mM) en las células

de astrocitos después de la incubacién a los 14 dias de cultivo.

Astrocitos incubados 1 h.

Lactato Glutamato Glutamina Acetato
Xtsm cv Xt cv X 50! cv Xtsm cv
Medio de incubacién ~ ppm  42.97+587 13,67 39.97+7.56 1892  37.20£9.61 2584 3553+£7.85 22,10
Elliot antes mM  107£0.5 13,67 100£0.19 - 18,92 093024 2584 089£020 22,10
Medio de incubacién ~ ppm 3241819 2526 2890+673 2329 2580597 23,14 2766£6.68 24,15
Elliot después mM  081£020 2526 0.72+0.17 23,29 0.64+0.15 23,14 0.69+0.17 24,15
Células ppm 503154 30,67 473116 24,52 2254065 2891 210£0.67 31,87
mM 125593852 30,67 1179642892 2452 562511626 2891 52.40+16.70 31,87

CV=Coeficiente de variacién.

€007 7p omnl-o1ouzy
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TasLa 5. Resultados de Ia comparacion de las variaciones de calcio utilizando diferentes sustratos en cultivos de neuronas. Se reportan
las concentraciones de calcio (ppm, mM) en los medios de incubacién con lactato (10.5 mM), glutamato (2.5 mM), glutamina (2.5 mM)
y acetato (5 mM) antes y después de la incubacién y la concentracién de calcio (ppm y mM) en las células de neuronas después de la

. incubacion, a los 7 dias de cultivo.

ST

Neuronas cereberales Lactato Glutamato Glutamina , Acetato

incubados 1 h. A X ke o GV X +gmlio. LCV '€ cv C¥Egwliie OV

Medlo fie incubacién ppm 20.1;6 * 568 28,16 17.‘9‘9/ i‘ 568 2?,()'3 18.84 + 892 28,72 2498i 560 21,52
Elhot antes mM 050 i 0 14 28,’16‘ 045 + 013 28,03 047 + 0 13 28,72 062 i 0. 14 22,43
Medto de mcubac16n ppm 1061 e 3.24 30,54 105.78 i’ 309 28,64 1403i 3 10 22,09 1191 i 289 24,725;
Elhot después mM 026 i 008 30,’5‘4 0.27 i O .08 28,64 035 i 008 22,09 030 i 007 23,37
Células o ppm 2.57 + 050 1\9,?:;4 3.23 + O.}6(‘)‘ 18',411‘1 261i 0.42 16,}6 39 :i: O_'ZS 7,13

mM ‘ 6404;*- 1'2>.38 19,34 | 8>1.‘89H£ 15.08 18,41 | 65.23 +10.54 ’ 16,16 » | 9’}.‘36 + 6.94"" | 7-;13

CV = Coeficiente de variacién.

€116 *T oN ‘8 "10A WIIDYUPIOS SDHSIZATU[)
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Por otro lado, se escogié la concentracién de
calcio en las células al final de cultivo que
para astrocitos fue de 0.146 mM y para
neuronas cerebelosas fue 0.178 mM, como
aparece en las tablas 1 y 2 y se compararon
con las concentraciones de calcio en las célu-
las después de la incubacion. En las figuras 5
y 6 la comparacién muestra una disminucién
después de las incubaciones.en los dos tipos
de células, siendo mds pronunciada con
glutamina (0.056. mM ) y acetato (0.052 mM)
en las incubaciones con astrocitos. Un efecto

similar se aprecié en las incubaciones con’

lactato (0.064 mM) y glutamina (0.065mM)
en el cultivo de neuronas. '

Niactato
1.00 gi‘ut;é;:o
Ey glatamica:
g 080 ; dcetatn”
=
E Q-
g 060
2
&
8}

f =3
Y
=3

=
[
=3

\\/ama4

Astrocitos

0.00 +—>

Ficura 5. Comparacién del efecto de dife-
rentes sustratos sobre los niveles de calcio
en el medio y en los astrocitos. Astrocitos
de 14 dfas de incubaron a.37 °C durante una
hora, en tamp6n fosfato a pH 7.4 que contie-
ne lactato (10.5 mM), glutamato (2.5 mM),
glutamina (2.5 mM) y acetato (5 mM). Poste-
riormente, se determind la cantidad de calcio
en las células y el medio de incubacién por
absorcidn atémica. Los resultados se expre-
san como mM de calcio. Las letras mayiiscu-

las representan diferencias significativas en

el medio y las letras mindsculas representan
las diferencias significativas en las células.
Diferencias significativas ( p < 0.05) entre
los valores obtenidos con diferentes letras
(n = 6-18 procedentes de 3 cultivos).

0.60
a Riactato
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o uiotanio
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Figura 6. Comparacion del efecto de dife-
rentes sustratos sobre I0s niveles de calcio
en el medio y en las neuronas. Neuronas
cerebelosas de 7 dfas se incubaron a 37 °C du-
rante una hora, en tampén fosfato apH 7.4 que
contiene lactato (10.5 mM), glutamato (2.5
mM), glutamina (2.5 mM) y acetato (5 mM).
Posteriormente, se determind la cantidad de
calcio en las células y el medio de incubacién
por absorcién atémica. Los resultados se ex-
presan como, mM de calcio. Las letras ma-
yisculas representan diferencias significativas
en el medio y las letras miniisculas represen-
tan las diferencias significativas enlas células.
Diferencias significativas ( p < 0.05) entre los
valores obtenidos con diferentes letras (n = 4-
12 procedentes de 3 cultivos). -

Se hicieron comparaciones miltiples entre los
resultados obtenidos solamente en los experi-
mentos de incubacién en el medio'y en las
células. En las tablas 4 y 5 se presentan los
resultados obtenidos después de la incubacién
por 1 hora con diferentes sustratos sobre las
concentraciones de calcio extra e intracelular
en astrocitos y en neuronas cerebelosas y en
los medios de incubacién Elliott con el sustrato
correspondiente. El anilisis de varianza reve-
la diferencias significativas (p < 0.05) entre
los valores de calcio en el medio y en las cé-
lulas de los dos cultivos al ser incubados con
los diferentes sustratos.

Los resultados que se ilustran en la figura 5
revelan que en astrocitos si hay un efecto, prin-
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cipalmente en las incubaciones con glutamina
y acetato; sobre los niveles de calcio
intracelular. Mientras que en las neuronas como
se muestra en la figura 6, las incubaciones con
lactato y el acetato, fueron las que presentaron
una mayor variacién en el calcio extracelular,
Con respecto al calcio exu'acelular (medios) se
detectd un efecto SIgmﬁcatlvo (p < 0.05) del
lactato en los astrocitos y un efecto de la
glutamma en nemtonas :

Estos resultados €0'SU conjunto apoyan nues-
tra hipétesis de que pueden tener un efecto
sobre los mveles de’ calcio mtracelular los
sustratos que son comparhmentados por Ias
neuronas y los astroc1tos

DISCUSION

En cuanto a los resultados de las concentra-
ciones de calcio (mM) alos4,7,10y 14 DIV
en el medio de astrocitos, se puede apreciar

una disminucién significativa (p < 0.05) en’

las Cconcentraciones de calcio que tiende a
estabilizarse hacia el final del cultivo. En el
caso de las células'de astrocitos el comporta-

miento de la concentracién de calcio (W) es

diferente, presentandose un aumento dirante
la evolicién del cultivo siendo més marcado
a los 7 DIV tendiendo a estabilizarse al final
del cuitivo. El incremento a los 7 DIV coinci-
de con un aumento en la proliferacién de
astrocnos tipo 2 como se demuestra en traba-
jos previos. (Roa y Mendez 1999 Sanchez-
Abarca, 1998). : o

Estos resultados en su conJunto muestran que
durante el crecumento de los astrocnos au-
mentan los requenmlentos de calcm por las
células, p051blemente conmbuyendo a acele-

rar el metabohsmo m1tocondr1a1 aumentando,

de esta forma el contemdo de ATP necesario
para mantener los requenmlentos eneraetlcos
1ncrementados durante. la prohferacu)n
(Swanson et al., 1997; Budd y NIChOHS, 1996).
Igualmente, se demuestra que se pueden ha-
cer incubaciones con este tipo de células a los
14 DIV porque todos los pardmetros medidos

(proteina, DNA, nimero de células y calmo)
tienden ‘a establhzarse

En cuant(') a los resultados de las concentra-
ciones.de calcio (mM) en ‘el medio-de culti-
vos.{extracelular) las:neuronas cerebrales y
cerebelosas a‘los 3, 5.y 7 DIV, se puede apre-
ciar una-disminucién en las concentraciones
de calcio en los dos.cultivos. Sin embargo, en
el-cultivo ‘de neuronas cerebelosas tiende a
estabilizarse mds rapido hacia el final del cul-
tivo. En el caso de las concentraciones de cal-
cio . (UM) en'las células (intracelular) el
comportamiento-de la concentracién de cal-
cio fue similar, presentando un aumento mar-
cado entre los 3 y 5 DIV. No obstante, los
pardmetros de proliferacién mostraron una
tendencia a estabilizarse més rdpidamente en
el cultivo de neuronas cerebelosas y por esta
razén se tomaron estos cultivos como modelo
para hacer los experimentos de incubacién.

Los resultados en su conjunto muestran una
tendencia similar a los encontrados en
astrocitos. Sin embargo, hay que resaltar que
al comparar los tres tipos de cultivos las
neuronas cerebelosas presentaron mayor can-
tidad de calcioen el medio, lo que puede es-
tar reflej ando una menor actividad metabélica
enel cujtwq de este tipo de células. En cuan-
to a su actividad metabdlica se puede decir
que las neuronas cerebrales tienen‘mayor de-
manda de calcio {entre 210.84-290.93.uM),
que-las neuronas-cerebrales (entre 166.67-
178.4. uM) y que los .astrocitos’ (entre.
133.49-146.21pM), resaltdndose que las con-
centraciones de calcio.en las neuronas presen-
taron valores mds altos que en los astrocitos y.
que la exigencia de calcio fue superior en las
neuronas cerebrales que ‘en las neuronas
cerebelosas. i

Efecto de diferentes sustratos sobre las
concentraciones de calcio extracelular

Se ha encontrado que astromtos y ‘neuronas
dlfleren en la utilizacién partlcular de
sustratos, en sus productos metabélicos y en
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la presencia de enzimas caracterfsticas lo que
les da una identidad diférente. Los dos.tipos
de células compiten por la glucosa como prin-
cipal sustrato, pero pueden utilizar lactato, 3-
hidroxibutirato, acetato, glutamato;-glutamina,
GABA Yy posiblemente otros sustratos como
alternativas para mantener su oxidacién en el
ciclo del dcido tricarboxilico (Pascual et al.,
1998; Tovar, 1995).1.a actividad de varias vias
metabdlicas en las cuales se encuentra
involucrada la homeostasis-de -iones como
sodio, potasio y: calcio pueden influenciar su
capacidad de producir ATP.como una respues-
ta a'la disminucién energética de-estos tlpOS
de células (Sllver etal., 1997)

Los hallazgos encOntrados en este‘estudio
muestran que la concentracién de calcio tiene
un comportamiento diferente en dos tipos-de
células, astrocitos y neuronas cerebelosas. La
concentracién de calcio en el.medio después
de las incubaciones en astrocitos'y neuronas
presenta una disminucién con los cuatro
sustratos utilizados con respecto a.la concen-
tracién de calcio en’el medio. de incubacién
Elliott inicial.

EI comportamlento del calc1o extracclular
variando el sustrato.no.es el mismo en
astrocitos y neuronas. Al compararla concen-
tracién de calcio en el medio Elliot antes de la
incubacién en los astrocitos (valor promedio
0.97 £ 0.08 mM) con las concentraciones de
calcio después de las incubaciones con.los 4
sustratos se encontré que conlactato (0.81 +
0.20 mM) y con glutamato (0.72 +0.17 mM)
no hubo variaciones grandes con respecto. al
valor inicial. No pasé asi con‘a glutamina-y
el acetato, donde si:se encontraron: dismini-
ciones en'las concentraciones: de: calcio
extracelular. Al hacer las comparaciones es-
tadisticas de los resultados de:calcio después
de las. incubaciones solamente .con:los;4
sustratos, se evidenciaron claramente las dis:
minuciones de calcio: en el medio.. El calcio
extracelular en los medios de astrocitos se vio
afectado principalmente por la glutamina y el
acetato que presentaron diferencias significati-

vas (p.< 0.05) con respecto al lactato en un
-23.7 y -12.5%, respectivamente.. Se utiliza-
ron los resultados de las incubaciones con
lactato como referencia, debido a que delos
sustratos. utilizados, es €l m4s importante du-
rante el perfodo perinatal (Tovar, 1995).:..

Por otro lado, al: comparar la concentracién

de calcio en el medio Elliot-antes.de la
incubacién con las neuronas cerebelosas (va-
lor promedio 0.51°+ 0.08 mM) con las con-
centraciones de calcio después de las
incubaciones con los 4 sustratos se encontré
que con glutamina (0.35 £ 0.08 mM) y con
acetato (0:30 + 0.07'mM) no hubo variacio-
nes grandes'con respecto al valor inicial: No
paso asi con el lactato y el glutamato, donde
st se encontraron disminuciones en las con-
centraciones de calcio extracelular. Al hacer
las comparaciones estadisticas de los resulta-
do's de c:‘alcio después de las inéubacionés s0-
claramente las’ dlsmmucwnes de calcio en el
medio. El calcio extracelular en los medios
de’ neuronas“se vio ‘afectado pnnc1palmente
por el lactato y el glutamato que presentaron
diferencias significativas (p < 0.05) con res-
pecto a la glutamina en un -25.7 y -22.8%,
respectivamente. Aparentemente la entrada de
glutamma noes calcio dependlente ya que tie-
ne su proplo transportador que €std reportado
€n nelronas cerebelosas (GInT) (Varoqul, et
al., 2000). . :

Estos resultados en su conjunto muestran que
los' astrocitos son menos- dependlentes del
calcio extracelular. que las neuronas y que se
aprecian diferencias significativas en las con-
centraciones de calcio al variar los sustratos.

Igualmente revelan una d1ferenc1a en los ni-
veles de calcio requendos Cuando se mcu-
banlos astracitos con glutamma y acetato'y,
las neuronas con lactato'y gllita;mato los te-
querimientos dé calcio son menores. Este he—
cho puede exphcarse porque las células al 1o
contar con 10s mecanismos normalés'de trans-
porte’ hacia el mtenor de estos sustratos, se
ven obligadas a utilizarlos 'y esto puede tener
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un efecto favoreciendo la absorcién de calcio
del medio, estimulando el aumento de calcio
en las mitocondrias y acelerando el metabo-
lismo general de las células, pero no a niveles
suficientes que permitan mantener la
homeostasis metabélica.

Efecto de los diferentes sustratos sobre las
concentraciones de calcio intracelular

Los resultados de este estudio muestran que
la concentraci6n de calcio tiene un comporta-
miento diferente en los dos tipos de células.
Al comparar la concentracion de calcio en los
astrocitos al final del cultivo (14 DIV)(146.21
+ 12.47 M) con las concentraciones de cal-
cio después de las incubaciones con los 4
sustratos se encontrd que con lactato (125.59
+38.52 pM) y con glutamato (117.96 £28.92
1M) no hubo variaciones grandes con respecto
al valor inicial. No pas6 asf con la glutamina
y el acetato, donde si se encontraron disminu-~
ciones en las concentraciones. de calcio
intracelular. Al hacer Ias comparacmnes esta-
disticas de los resultados de calcio después
de las incubaciones solamente con los cuatro
sustratos, se ev1denc1aron claramente las dis-
minuciones de calcio en las células. El calcio
intracelular de los astrocitos se vio afectado
principalmente por la glutamina y el acetato
que presentaron diferencias significativas
(p<0.05) con respecto al lactato en un -61.6
y - -64.16%, respectlvamente

Por otro lado, al comparar la concentracion
de calcio en las neuronas cerebelosas al final
del cultivo (7 DIV)(178.40 + 54,14 pM) con
las concentraciones de calcm despues de las
mcubacmnes con los cuatro sustratos se en-
contré que dlsmmuyeron pnnc:palmente con
lactato (64.04 & 12.38 uM) y con glutamma
(65. 23 +10.54 uM) Al hacer las compara-
ciones estadlstwas de los resultados de calcio
después de las incubaciones solamente con los
cuaftro sustratos, se ev1den<:1aron claramente
las dlsmmucmnes de calcio en las células. El
calcio intracelular en las neuronas cerebelosas
se vio afectado principalmente por el lactato

y la glutamina que presentaron diferencias sig-
nificativas (p < 0.05) con respecto al acetato
en un -34.2 y ~33.0%, respectivamente. .

Estos resultados revelan que las células ex-
presaron una respuesta al estrés metabdlico al
que fueron sometidas. El aumento de calcio
intracelular en los astrocitos puede deberse al
mantenimiento del metabolismo celular esti-
mulado por el lactato y el glutamato. El
glutamato en los astrocitos actiia en varios
receptores metabotropicos, modulando Ia ac-
tividad de la glia mediante la estimulacién de
oscilaciones de calcio (Haak, et al., 1997,
Pellegrini-Gianpetro, et al., 1991) que pue-
den inducir seiiales de calcio al interior de la
célula para movilizar calcio de sus depésitos
y aumentar su concentracion intracelular. En
astrocitos de rata, la iniciacién de la propaga-
cién de ondas de calcio involucra una secuen-
cia de pasos intra e intercelulares en los cuales
1a fosfolipasa C, el inositol trifosfato, las re-
servas internas de calcio y las uniones co-
municantes juegan un papel critico. La
identificacién de estos diferentes eventos per-
mite determinar blancos en los cuales el nivel
de sefializacién de los astrocitos, puede estar
controlada (Venance, er al., 1997). Este
efecto no se ve con glutamina y acetato ya
que:estos sustratos no son facilmente
metabolizados por los astrocitos, porque ellos
son productores de los mismos.

Las diferencias en los resultados del efecto
de cada sustrato en las neuronas puede deber-
se a que las neuronas pueden metabolizar fa-
cilmente lactato y: glutamato y que éstos
podrian equilibrarse con el calcio extracelular.
Sin embargo, con la glutamina se encontrd que
su presencia no favorece la entrada de calcio,
porque como ya se ‘discutid, las concen-
traciones.: en.' el ~medio 'no variaron
significativamente. Una explicacién para que
no se haya detectado una variacién grande en
las neuronas, es que.estas c€lulas podrian es-
tar recurriendo a sus dep6sitos de calcio, lo
que permitirfa modular el equilibrio con las
concentraciones extracelulares como eviden-
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cian los resultados. La diferencia con el acetato
posiblemente se deba a que puede existir un
transportador especifico para el acetato que
seria dependiente de iones, lo que favoreceria
el transporte de acetato al interior de la célula
y su metabolismo, al acelerarse las funiciones
mitocondriales con el aUmento de calcioenel
citosol (Zhu, 1999; Van der He1den, et al.,
1997; Zanotti y Charles, 1997).-

CONCLUSIONES

Todos los resultados mostraron ‘que la con-
centracion de calcio tiene un comportamien-
to d1ferente en las células de astroc1tos y
neuronas Durante el’ crec1mJento ‘de los
astrocitos neuronas. cerebrales ¥y neuronas
cerebelosas, aumentaron los rcquenmlentos de
‘calcio por las células. Las neuronas presenta-
ron concentraciones mds altas de calcio
intracelular que los astrocitos y-la exigencia
de calcio fue superior en las neuronas cere-
brales que en las cerebelosas Las neuronas
cerebelosas presentaron mayor cantidad de
calcio en el medio, lo.que puede estar refle-
jando una menor actividad metablica en el
cultivo de estc t1po de células.~ :

Se ev1denc1o que dura.nte la mcubacién delos
astrocitos y neuronas con lactato, glutamato,
glutamina y acetato, la concentracién de cal-
cio en el medio y en las células tiene un com-
portamiento diferente en los dos tipos de
células. En general, se presentd una disminu-
cién con los cuatro sustratos teniendo en cuen-
ta la concentraci6n de calcio en el fmedio de
mcubamon 1mc1al EL calcio extracelular en
los mcd1os de astroc1tos, dcspues de la
incubacién i no dlsmmuyo prmmpalmente por
la glutamma y el acetato, en tanto que en las
neuronas’ dlsmmuyo pnnc1palmentc por el
lactato y el glutamato.

Los resultados muestran que los astroc1tos sonA

menos- depend1entes del ca1c10 extracelular
que las neuronas y que se aprecian diferen-
cias significativas en las concentraciones de
calcio al variar los sustratos. Los niveles de

calcio requeridos cuando se utiliza glutamato
y acetato son mds altos en neuronas: que en
astrocitos, mientas que los requerimientos de

calcio cuando se unhza glutamma son 51m11a~
res en ambas células. - :

La concentracmn de calc10 en las células des-
pues delas mcubacmnes en astroc1tos fue su-
perior’ prmmpalmente por el lactato y el

'glutamato en tanto que en las néuronas fue

superior principalmente | por el acetato Estos
resultados pueden estar indicando un aumen-
to en el metabolismo celular inducido por el
aumento del calmo dependmndo del tipo de
SuStrato., ;e oui o
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