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RESUMEN

Durante el periodo perinatal el cerebro utiliza sustratos alternativos a la glucosa para mantener su desarro-
llo, pues en este momento sus niveles estan disminuidos. El acetato es metabolizado por las neuronas y los
astrocitos durante la prelactancia. La utilizacién del acetato por estas células puede verse mejorada por las
reacciones fijadoras de CO,, algunas de las cuales participan en el mantenimiento de los intermediarios del
TCA, que son reducidos por la produccién y liberacion de aminodcidos, suministrando los recursos para
la produccion de energia y sustratos que son compartimentados intercelularmente.

Se estudi6 el efecto de la fijacién de CO, en procesos metabdlicos intercelulares donde estd involucrado
el acetato. En incubaciones con neuronas y astrocitos de 7 y 14 dias de cultivo, utilizando acetato (5 mM)
y ["“C]-bicarbonato de sodio (10 pCi) (500-1000 dpm/nmol), se determiné la incorporacién en metabolitos
marcados en células y en sustratos estables liberados al medio. Adicionalmente, se realizaron experimen-
tos similares utilizando inhibidores como el aminooxiacetato (AOA), dicloroacetato (DCA), o-ciano-4-
hidroxicinnamato (o-CN), butilmalonato (BM) y bencenotricarboxilato (BT), cuantificando por
cromatografia de capa delgada la concentracién en el medio de incubacién de alanina, aspartato, glutamato
y glutamina.

Los resultados indican que las neuronas tienen una menor capacidad para fijar carbonos en estructuras
celulares, durante la prelactancia, pero utilizan mejor el acetato via acetil-CoA mitocondrial (AceCS2)
para la produccion de energia y aminodcidos. En los astrocitos, estas reacciones favorecen la utilizacion
del acetato via citrato liasa y Acetil-CoA citosélica (AceCS1) para la produccién de estructuras y sustratos
utilizados por las neuronas, que para la produccién de aminoacidos.

Palabras clave: AceCS1, AceCS2, aminodcidos, astrocito, fijacién de C02, neurona, prelactancia.

ABSTRACT

The brain uses alternative substrates to glucose to maintain its development during the perinatal period, at
which stage levels of glucose are diminished. Acetate is metabolized in neurons and astrocytes during the
presuckling period. Acetate use by these cells can be the of improved by the of CO, fixation support. Some
of these cells participate in mainaining adequate levels of the TCA intermediates, which are being reduced
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by the production and liberation of aminoacids The CO, fixation help supply the necessary resources for
energy production, and substrates for intercellular distribution

The effect of CO, fixation upon intercellular metabolic processes which involved acetate was studied
Seven and fourteen-day astrocytes culures were incubated with acetate (5 mM) and ["“C]-sodium bicarbonate
(10 pCi)(500-1000 dpm/nmol). Assimilation of labeled metabolites into cell structures and substrates
released into the media was determined. Similar experiments were carried out stable using enzyme inhibitors
such as aminooxyacetate (AOA), dichloroacetate (DCA); and transport inhibitors such o-cyano-4-
hydroxicinnamate (a-CN), butylmalonate (BM) and 1,2,3-benzenetricarboxylate (BT). The amounts of
alanine, aspartate, glutamate and glutamine present in the media were quantified by thin layer
chromatography.

The results demonstrate that neurons during before the presuckling period have a lower capacity to fix
carbon via into their structures than the astrocytes. However, they make better use of acetate via (by
mean of) the mitochondrial enzyme acetyl CoA sythetase for the production of energy and aminoacids.
In the astrocytes, these reactions favor acetate use by citrate lyase and cytosolic acetyCoA synthase for the
production of structures and substates used by, the neurons, rather than for amino acid production.

Key words: AceCS1, AceCS2, aminoacids, astrocyte, CO2 fixation, neuron, presuckling.

INTRODUCCION

Un gran nimero de datos experimentales
obtenidos, tanto in vivo como in vitro, su-
gieren que existe cierta especializacién en
el uso de sustratos entre las neuronas y la
glia y que la compartimentacion de sustratos
metabdlicos no sélo se da a nivel subcelular,
sino también, entre los diferentes tipos de
células que conforman el cerebro, como una
forma de colaboracién metabdlica para sos-
tener los gastos energéticos de células tan
importantes como las neuronas, las cuales
estdn involucradas en la liberacién de
neurotransmisores estimulando el cons-
tante intercambio de sustratos con los
astrocitos. Entre los sustratos que son li-
berados por los astrocitos y que pueden
ser recaptados por las neuronas se encuen-
tran principalmente el lactato, glutamina,
alanina, glutamato, aspartato entre otros
(Zwingmann y Leibfritz, 2003). Ademds de
la actividad del ciclo glutamina/glutamato
entre neuronas y astrocitos se ha reportado
la actividad de otros ciclos; como el del
lactato/alanina, leucina/ci-cetoisocaproato
(Bixel y Hamprecht, 2000; Hutson et al.,
2001; Yudkoff et al., 1996; McKenna et al.,
1998; Gamberino et al., 1997) y glutation
(Dringen et al., 2000), los cuales involucran

la pérdida de intermediarios del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA). Una conse-
cuencia importante de formacién répida y
amplia de aminodcidos en el cerebro es la
necesidad de rellenar los depdsitos de in-
termediarios del TCA, que han resultado
disminuidos. El mantenimiento de los nive-
les de intermediarios del TCA en el cerebro
se debe en gran medida a las elevadas pro-
porciones de fijacion de CO,. Dado que la
fijacion de CO, en el cerebro se lleva a cabo
por varias enzimas, pero fundamentalmen-
te, por la piruvato carboxilasa (Gamberino
et al., 1997; Hassel, 2001) y la malato
deshidrogenasa-NADP dependiente
(Hassel, 2000; Hassel, 2001), la fijacion de
CO, radiactivo puede ser utilizado como
medida de la actividad de estas enzimas
(Tovar, 1995). Durante el desarrollo, el ce-
rebro humano puede utilizar sustratos dife-
rentes a la glucosa para mantener la
homeostasis energética en condiciones de
deficiencia de ésta, ya que en este periodo
las estructuras cerebrales estin madurando
y la divisién celular es muy intensa. Se ha
demostrado que en el periodo perinatal, las
neuronas y los astrocitos son capaces de
utilizar el acetato como precursor oxidativo
y lipogénico debido a la actividad de dos
isoformas de la acetil-CoA sintetasa (mito-
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condrial y citosdlica) (Tovar, 2005; Barrios,
2003; Salazar, 2003; Albarracin, 2002).

De estas observaciones se puede asegurar
que el acetato puede llegar a ser importan-
te para ayudar a soportar la homeostasis
energética, la lipogénesis y la sintesis de
neurotransmisores en el caso de deficien-
cia de alguno de los sustratos principales.
La utilizacién del acetato puede verse
mejorada por el apoyo de las reacciones
fijadoras de CO, presentes en neuronas y
astrocitos, colaborando de esta manera a
optimizar los recursos necesarios para la
produccién de energia y lipidos, sintesis
de neurotransmisores y sustratos que son
compartimentados intercelularmente, nece-
sarios para mantener el desarrollo del cere-
bro en la prelactancia.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el
apoyo de las reacciones fijadoras de CO,
para la utilizacion del acetato en neuronas
y astrocitos en condiciones perinatales y
su influencia en la sintesis de neurotrans-
misores y sustratos compartimentados
intercelularmente. Para investigar como es
esta compartimentacion se utilizaron inhibido-
res metabdlicos como el dicloroacetato (DCA)
y aminooxiacetato (AOA) e inhibidores del
transporte de carbonos como el o-ciano-4-
hidroxicinnamato (a-CN), butilmalonato (BM)
y 1,2,3-bencenotricarboxilato (BT) y observar
el efecto de éstos, sobre la capacidad de fija-
cién del H“COr, en estructuras estables en
las células y en la exportacion extracelular
de sustratos marcados como es el caso de
aminodcidos tales como la alanina, gluta-
mato, glutamina y aspartato los cuales a su
vez fueron cuantificados, en cultivos pri-
marios de neuronas y astrocitos.

Los resultados indican que las neuronas,
en condiciones de prelactancia, tienen una
menor capacidad de fijar carbonos a sus
estructuras que los astrocitos, pero tienen
una mayor posibilidad de fijar carbonos en
sustratos estables liberados al medio, prin-

cipalmente aminodcidos neurotransmiso-
res. Las reaccionas fijadoras contribuyeron
en las neuronas a utilizar el acetato directa-
mente para la produccion de energia y
aminodcidos mds que a la sintesis de
lipidos. No obstante, si se presenta una de-
ficiencia de citrato, las neuronas tienen la
capacidad de activar otra ruta lipogénica a
través de la acetil-CoA sintetasa. En los
astrocitos, esta orientada mas hacia la
lipogénesis, soportada por dos rutas y la
produccién de aminodcidos necesarios para
las neuronas.

MATERIALES Y METODOS

Animales. Para los experimentos se utili-
zaron ratas albinas Wistar. El peso prome-
dio de las hembras fue de 230 g y su edad
gestacional se controld limitandose a una
noche el tiempo de cohabitacién de ratas
virgenes con machos, apartindoseles en la
maflana del dia siguiente. El periodo
gestacional tiene una duracién de 22-23
dias desde la copulacién hasta el momento
del parto, es usual un alargamiento abdo-
minal que se evidencia hacia los trece dias
de embarazo.

Cultivos celulares. Los cultivos primarios
de neuronas y de astrocitos, se obtuvieron
a partir de cerebros de fetos de rata de 17.5
dias de gestacion y de neonatos de rata de
1 dia respectivamente. Los cerebros se co-
locaron en una placa de Petri que contenia
una solucién de disgregacion. El tejido se
fraccion6 utilizando un bisturi y luego se
centrifugd durante 2 minutos a 1.800 rpm.
Luego el tejido fraccionado se incubd en
una solucién de tripsinizacion. Posterior-
mente, esta suspension se trasvas a un tubo
que contenia DMEM con FBS (10%) y
gentamicina (40 mg/ml) para detener la
tripsinizacion. Luego el tejido se centrifugd
a 1.800 rpm durante 5 minutos y se colocd
en solucién de disgregacion nuevamente,
esto se repitié por tres veces. Las células

23



Universitas Scientiarum Vol 10, 21-38

obtenidas se resuspendieron en 20 ml de
DMEM, suplementado con FBS (10%) y
antibiéticos. Una pequefia alicuota de esta
suspension celular se utilizé para la determi-
nacion de la viabilidad celular y el nimero de
células (Tabernero, 1993). A continuacion
se sembraron las células en frascos Roux
de 25 cm? recubiertos con poli-L-lisina y se
colocaron en incubadora a 37°C con un 5%
de CO, (McCarthy y De Vellis, 1980). Los
cultivos primarios de neuronas dan prin-
cipalmente neuronas del tipo glutama-
térgicas y los cultivos primarios de
astrocitos dan un cocultivo de dos tipos
de astrocitos, los astrocitos protoplasma-
ticos o tipo I y los astrocitos fibrosos o
tipo II. Estos cultivos han sido caracteri-
zados inmunocitoquimicamente contra
neurofilamento en el caso de las neuronas
y contra proteina dcida fibrilar de la glia
(GFAP) en el caso de los astrocitos
(Tovar, 1995).

Experimentos de fijacién de CO,. Para los
experimentos de incubacidn se requirieron
neuronas quiescentes de 7 dias y astrocitos
quiescentes de 14 dias de incubacioén in
vitro (DIV). En las incubaciones se usaron
concentraciones saturantes de sustrato frio
acetato (5 mM) segiin resultados previos
obtenidos en el laboratorio (Albarracin,
2002; Barrios, 2003; Salazar, 2003), NaHCO,
(5 mM) y NaH"CO, (10 pCi)(500-1000 dpm/
nmol) (Tabernero, 1993a; Tovar, 1995). Se hi-
cieron determinaciones cuantitativas para
calcular la actividad especifica (dpm/nmol).
Igualmente, se prepararon soluciones con
diferentes inhibidores, siguiendo el mismo
procedimiento. Los inhibidores empleados
fueron: o-ciano-4-cinnamato ¢ -CN), acido
dicloroacético (DCA) (CHCI,COOH), aci-
do aminooxiacético (AOA) (H,NCOCOOH),
acido butilmalénico (BM) [CH,(CH,),
CH(COOH),] y dcido 1,2,3 bencenotricar-
boxilico monohidratado (BT) (C,H.O,.H,0).
Se tuvieron en cuenta las concentraciones
de estos inhibidores para ajustar la osmolari-
dad a valores cercanos a 315 mOsm/kg H,O.

La fijacién de CO, en neuronas y astrocitos
en cultivo primario se realizé segtin el mé-
todo descrito por Kaufman y Driscoll (1992),
con algunas modificaciones (Tabernero,
1993; Tovar, 1995). Al finalizar la incuba-
cidn, se separa el medio de las células. Las
células se lavan dos veces con PBS, luego
se acidifican estas dos fracciones con 100
UL de acido perclérico (70%), con objeto
de volatilizar el '“CO, sobrante. En cada ex-
perimento, fueron incluidos blancos de re-
accion. Se determind la radiactividad
incorporada en productos estables en me-
dio acido, tanto en las células como en el
medio de incubacién. Los resultados se
expresan como nmoles de bicarbonato in-
corporado por hora por millén de células,
utilizando para ello la radiactividad especi-
fica calculada con la concentracién de bi-
carbonato en el medio y la radiactividad en
100 pL del medio sin acidificar.

Experimentos de separacién de aminoacidos.
El medio de incubacién remanente (1.4 ml)
se utilizé para las separaciones cromatogra-
ficas. De cada medio de incubacién se tomd
una alicuota de 4 ul para sembrar y se mez-
cl6 en la siembra con 4 pL de una solucién
control. La solucién control de los aminoa-
cidos de interés (alanina, glutamato,
glutamina y aspartato) se adiciond para ayu-
dar en la deteccién visual de los aminoécidos
marcados liberados al medio. Esta solucién
consistié en una mezcla de 7,4 mg de cada
uno de los aminodcidos en 25 ml de una
solucién con una composicion igual al me-
dio de incubacién (método de adicidén
estandar). Para cada uno de los aminoacidos
patrén se determiné el Rf como una medida
de la velocidad de desplazamiento y se
comparé con los Rfs de la solucién control.
Se sembraron 4 pl de la solucién control y
de mezcla en placas de cristal (20x20 cm)
recubiertas con silica-gel (G-60) mezclada
con almidén al 3% previamente activadas
a 60-90°C (Dominguez, 1975). La placas se
corrieron de una forma ascendente escalo-
nada en cuyo caso se recorre el cromatogra-
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ma con varios eluyentes en la misma di-
reccién. La cdmara se saturé con una mez-
cla de 20 ml de cada fase modvil. La mezcla
de eluyentes que se utiliz6 para saturar la ca-
mara y como fase mévil fueron (n-butanol:-
dcido acético: agua)-(80:20:20) vy
(etanol:agua)(7:3). Primero se separan las
sustancias menos polares de la mezcla con
el eluyente mds fuerte (n-butanol:dcido
acético:agua) y las mds polares se separan
con el eluyente menos fuerte (etanol:agua)
previo secado de la primera corrida. Des-
pués de hacer las separaciones
cromatogréficas, las placas se secaron al
medio ambiente y en estufa a 110°C (el
calor mejora la sensitividad, estabilidad y
la diferencia de color). Los aminoacidos
se revelaron con una solucién con
ninhidrina (25 ml de 1-butanol, 25 ml de
acetona y 3.7 g de ninhidrina) (Fowler, et
al., 1978). Se determinaron los Rf de cada
mancha y posteriormente se raspd cada una
de las manchas del cromatograma corres-
pondientes a cada aminodcido y se reco-
gieron en viales a los que se les adiciond
5 ml de liquido de centelleo, se agitaron
por 1 minuto y se mantuvieron en reposo
12 horas para determinar las respectivas
desintegraciones por minuto (dpm) en un
contador de centelleo liquido. Los resul-
tados se expresan en picomoles por hora
por millén de células de la fraccién enri-
quecida del aminodacido respectivo.

RESULTADOS

Comparacion de la capacidad de fijacion de
CO, por las neuronas y astrocitos utilizan-
do lactato y del acetato

En la tabla 1 y en las figuras 1A y 1B, se
muestran los resultados de la comparacién
de la capacidad de fijaciéon de CO, por las
neuronas y astrocitos utilizando lactato y
acetato. En las neuronas, la exportacion de
sustratos marcados al medio utilizando
acetato no disminuy¢ significativamente

7%, mientras que la fijacién en las células
utilizando este sustrato si presenté un des-
censo significativo 76% con respecto al
lactato. En los astrocitos, la capacidad de
fijacién de CO, tanto en sustratos que son
exportados como en los que quedan dentro
de la célula utilizando acetato disminuy6
significativamente 75 y 60% respectivamen-
te con respecto a los resultados obtenidos
con lactato.

Tabla 1.

Comparacion de la utilizacion del lactato y
el acetato en la fijacion de CO, y en la ex-
portacion de carbonos en cultivos prima-
rios de neuronas y astrocitos. Cultivos
quiescentes de neuronas de 7 dias y
astrocitos de 14 dias, se incubaron a 37°C
durante 30 minutos en tampon fosfato a pH
7.4 que contenia ['*C]-bicarbonato sédico
(NaH"CO,) (500-1000 dpm/nmol); bicarbo-
nato sédico (5 mM) acetato (5 mM) o L-
lactato (10.5 mM). El medio y las células se
acidificaron por separado y la radiactividad
remanente en las células y en los respecti-
vos medios se midié después de 24 h. Las
velocidades se expresan como nanomoles
de carbonos incorporados a sustratos esta-
bles en el medio o en las células (neuronas
0 astrocitos) por hora por millén de células
(nmol/h/10° cel.) y son medias = SEM.

NEURONAS

Sustrato Medio Células
L-lactato 2.67 +0.01 0.98 +0.03
(10.5 mM)

Acetato 248 +0.23 0.23 £0.01*
(5 mM)

ASTROCITOS

Sustrato Medio Células
L-lactato 2.78 +0.05 1.49 + 0.06
(10.5 mM)

Acetato 0.69 +£0.08* 0.60 = 0.08*
(5 mM)

Diferencias significativas (p<0,05) entre los
dos sustratos
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Figura 1.

Comparaciones de la utilizacion del lactato y el
acetato en la fijacién de CO, a sustratos esta-
bles en las células y los liberados al medio en
cultivos primarios de neuronas y astrocitos. 1A.
En neuronas. 1B. En astrocitos. *Diferencias
significativas (p<0.05) entre los dos sustratos.

Efecto de inhibidores metabdélicos y del
transporte en la capacidad de fijacién de CO,
en neuronas y astrocitos utilizando acetato

El estudio de los posibles isotopémeros que
pueden quedar marcados con NaH"CO, a par-
tir de la carboxilacién del piruvato en el TCA
indica que via malato deshidrogenasa NADP-
dependiente (mME) en las neuronas y via
piruvato carboxilasa en los astrocitos se pro-
duce [4-"“C]-malato y [4-'“C]-oxalacetato res-
pectivamente. Los carbonos marcados de estos
sustratos al continuar el ciclo pueden permitir
el marcaje de amino4cidos como el glutamato,
glutamina y aspartato. El reciclaje del
piruvato a partir de intermediarios del ciclo

de los dcidos carboxilicos como el malato y
el oxalacetato ha sido demostrado en culti-
vos de neuronas y astrocitos ya que en estas
condiciones las células tienen el equipamiento
enzimatico para desarrollar esta actividad, prin-
cipalmente en situaciones donde la glucosa es
escasa (Cruz et al, 1998). Por lo tanto al produ-
cirse la descarboxilacion del oxalacetato via
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa en las
neuronas y malato deshidrogenasa NADP-de-
pendiente (cME) en el citosol de los astrocitos
se puede obtener [1-'*C]-piruvato el cual es
transaminado a [1-'*C]-alanina via alanina
aminotransferasa (ALAT).

Efecto del dicloroacetato (DCA). EI1 DCA es
un inhibidor de la piruvato deshidrogenasa
quinasa, la cual cataliza la fosforilacion de la
piruvato deshidrogenasa (E1) del CPDH, lo
que provoca un incremento de los requeri-
mientos de piruvato y un aumento en los ni-
veles de acetil-CoA. En las neuronas, el DCA
provocd un descenso significativo del 39 y
45% tanto en la incorporacion de carbonos
en productos dentro de la células como en
los productos que son liberados al medio res-
pectivamente (véanse tabla 2 y figura 1A),
ademds provocé una disminucién significa-
tiva en la concentracion de alanina del 52%,
glutamato del 55% y aspartato del 60% (véa-
se tabla 3 y figura 3A). En los astrocitos, por
el contrario, este inhibidor provocé un au-
mento del 67 y 71% en la incorporacion de
carbonos en productos dentro de las células
como en los productos marcados liberados
al medio respectivamente (véanse tabla 2 y
figura 2B), igualmente causé un aumento en
la concentracion de alanina 18%, glutamina/
glutamato del 36% y aspartato 28% (véanse
tabla 3 y figura 3B). Al comparar la sumatoria
de las picomoles de aminodcidos obtenidos
por las separaciones cromatograficas con la
cantidad de nanomoles de sustratos estables
liberados al medio de incubacién con DCA
se calcul6 que aproximadamente se fij6 el 7%
en aminodcidos liberados por las neuronas
y el 15% en aminodacidos liberados por los
astrocitos.
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Tabla 2.

Resultados de la influencia del acetato en la fijacion de carbonos en neuronas y astrocitos.
Cultivos quiescentes de neuronas de 7 dias y astrocitos de 13 dias, se incubaron a 37°C durante
una hora en tampén fosfato a pH 7.4 que contenia acetato (5 mM). Se adiciona [*C]-bicarbonato
sédico (NaH"CO,) (500-1000 dpm/nmol); bicarbonato sédico (5 mM) en ausencia o presencia de
o-ciano-4-hidroxicinnamato (0-CN) (2 mM), aminooxiacetato (AOA) (5 mM), butilmalonato (BM)(5
mM), 1,2,3-bencenotricarboxilato (BT)(5 mM) o dicloroacetato (DCA)(1 mM). El medio y las
células se acidificaron por separado y la radiactividad remanente en las células y en los respecti-
vos medios se midi6 después de 24 h. Las velocidades se expresan como nanomoles de carbonos
incorporados a sustratos estables en el medio o en las células (neuronas o astrocitos) por hora por
mill6n de células (nmol/h/10° cel.) y son medias = SEM.

NaH!CO, Sin inhibidor  +DCA +AOA +0-CN +BM +BT

(1mM) (5mM) 2mM) (5mM) (5mM)
NEURONAS 0.23 +0.01 0.14 £0.01*  0.13 £0.01* 0.13+0.01%  0.19+0.02%  0.29 +0.01*
MEDIO 248 £0.23 1.36 = 0.20%  1.34 = 0.14% 1.06 £ 0.09% 153 +0.12%  2.46+0.26
NaH!CO, Sin inhibidor  +DCA +AOA +0-CN +BM +BT

(1mM) (5mM) @mM) (5mM) (5mM)
ASTROCITOS  0.60 +0.08 1.00 £ 0.09%  0.71£0.10 1.82+022%  054+0.09%  3.100.51%
MEDIO 0.69 + 0.08 118 = 0.08%  0.19 = 0.03* 197 +0.19%  0.18 £0.02%  1.11% 0.13*

Diferencias significativas (p<0.05) entre los valores con respecto al tratamiento sin inhibidor.

Figura 2A. Figura 2B.
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Figura 2.

Fijacion de CO, en c€lulas y en sustratos que son liberados al medio. 2A. Comparacioén de
las variaciones en el metabolismo del acetato con diferentes inhibidores en neuronas. 2B.
Comparacién de las variaciones en el metabolismo del acetato con diferentes inhibidores en
astrocitos. SI (sin inhibidor); DCA (dicloroacetato); AOA (aminooxiacetato); oi-CN (o-ciano-
4-hidroxicinnamato); BM (butilmalonato); BT (1,2,3 bencenotricarboxilato). *Diferencias
significativas (p<0.05) con respecto al tratamiento sin inhibidor.
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Efecto del aminooxiacetato (AOA). E1 AOA
es un inhibidor de todas las transaminasas
(o aminotransaminasas) que catalizan la
transferencia del grupo d-amino (NH,) de
un aminodcido a un a-cetodcido. En las
neuronas este inhibidor provocé un des-
censo del 43 y 46% en la radioactividad in-
corporada en las células y en los productos
marcados liberados al medio (véanse tabla
2 y figura 2A), lo que se confirma con el
descenso en las concentraciones de alanina
32%, glutamato 33% y aspartato del 41%
(véanse tabla 3 y figura 3A).

Sin embargo en los astrocitos, la utilizacion
de AOA, provocé un aumento tanto en la

radioactividad incorporada en las células
18% pero igual que en las neuronas produjo
un descenso del 72% en la radioactividad
de productos liberados al medio tabla 2 y
figura 2B, lo que también se confirma con el
descenso en las concentraciones de alanina
80%, glutamina/glutamato 76% y aspartato
79% (véanse tabla 3 y figura 3B). Al hacer la
comparacion de la sumatoria de los picomo-
les de aminoédcidos con la cantidad de
nanomoles de sustratos estables liberados al
medio de incubacién con AOA se encontrd
que aproximadamente se fijo el 10% en
aminodcidos liberados por las neuronas y el
16% en aminodcidos liberados por los
astrocitos.

Tabla 3.
Resultados de la influencia del acetato en la exportacion extracelular de carbonos en
neuronas y astrocitos.

Cultivos quiescentes de neuronas de 7 dias y astrocitos de 13 dias, se incubaron a 37°C
durante una hora en tampon fosfato a pH 7.4 que contenfa acetato (5 mM). Se adiciona [“C]-
bicarbonato sédico (NaH“‘CO3) (500-1000 dpm/nmol); bicarbonato sédico (5 mM) en ausen-
cia o presencia de a-ciano-4-hidroxicinnamato (a-CN) (2 mM), aminooxiacetato (AOA) (5
mM), butilmalonato (BT)(5 mM), 1,2,3-bencenotricarboxilato (BT)(5 mM) o dicloroacetato
(DCA)(1 mM). El medio y las células se acidificaron por separado y la radiactividad rema-
nente en las células y en los respectivos medios se midi6 después de 24 h. Las velocidades
se expresan como picomoles de carbonos incorporados a sustratos estables en el medio o
en las células (neuronas o astrocitos) por hora por millén de células (pmol/h/10° cel.) y son
medias + SEM.

NEURONAS

Fraccion Rf Sin inhibidor +DCA +AOA +0-CN +BM + BT
A 043+0,01 64.68+6,37 3093+ 1.78% 43.87 £ 1.05% 28.59 + 1,77* 44.20 + 3,55% 67.76 + 3,12
B 0.35+0.004 66.50+435 29.64+224% 4431 +3.87* 2942 + 1.51% 44.54 + 3.02* 65.63 + 6.53
C 025+0.002 71.56+4.06 2880+ 2.56% 42,13 +4.63* 30,16 + 2.36% 43.16 = 3.37* 69.79 + 5.02

ASTROCITOS

Fraccion Rf Sin inhibidor + DCA +AOA +0-CN +BM + BT
A 043 +0,01 48770 £3.22 5730770 9.64 + 1.37% 56.16 £ 5.94% 9.44 + 0.45% 42.11 + 2.49*
D 0.36 +£0.004 4493 +436 60.94 = 5.64* 10.50 £ 0.90* 56.33 +5.15% 9.21 + 0.59* 40.71 = 2.35
C 0.25 +0.002 45.63 +£291 58.60 +=4.77* 9.52 + 1.05% 53.81 + 5.46* 9.84 + 1.02* 43.04 + 3.7

Diferencias significativas (p<0.05) entre los valores con respecto al tratamiento sin inhibidor.
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Figura 3.

Variacién en la exportacion extracelular de aminodcidos. 3A. Fijacion en aminodcidos que
son liberados al medio en neuronas. 3B. Fijacién en aminodcidos que son liberados al medio
en astrocitos. SI (sin inhibidor); DCA (dicloroacetato); AOA (aminooxiacetato); o-CN (o~
ciano-4-hidroxicinnamato); BM (butilmalonato); BT (1,2,3-bencenotricarboxilato). *Diferen-
cias significativas (p<0.05) con respecto al tratamiento sin inhibidor.

Efecto del o-ciano-4-hidroxicinnamato
¢ -CN). El 0-CN ha sido reportado como
un inhibidor especifico del transporte de
monocarboxilatos como el piruvato y el

acetato. En las neuronas el o-CN produjo
un descenso en la incorporacién de radio-
actividad en las células del 43% al igual
que un descenso en la radioactividad de
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los productos liberados al medio del 57%
(véanse tabla 2 y figura 2A), igualmente se
produjo un descenso en las concentracio-
nes de las fracciones de alanina 56%,
glutamato 56%, aspartato 57% (véanse ta-
bla 3 y figura 3A). En los astrocitos, la in-
corporacion de radioactividad en estructuras
celulares incrementé un 203% y en produc-
tos marcados liberados al medio en un
185% (véanse tabla 2 y figura 2B) lo que
concuerda con el aumento en las concen-
traciones de las fracciones de alanina 18%,
glutamina/glutamato 25% y aspartato 18%
(véanse tabla 3 y figura 3B). Finalmente la
comparacién de los picomoles de
aminoécidos obtenidos con los nanomoles
de sustratos estables liberados al medio
muestran que en las neuronas se fij6 el 8%
en aminodcidos liberados y el 8% en
aminodcidos liberados por los astrocitos.

Efecto del butilmalonato (BM). El BM es un
inhibidor de los transportadores de los
dicarboxilatos malato, 0-KG, y NAA, ade-
mads inhibe el transporte de citrato aunque
no especificamente. En las neuronas, el
inhibidor provocé un descenso en la incor-
poracién de radioactividad en las células de
un 17% y causé un descenso en la cantidad
de productos marcados liberados al medio
en un 38% (véanse tabla 2 y figura 2A).
Igualmente se produjo un descenso en las
concentraciones de las fracciones de alanina
en un 31%, glutamato 33% y aspartato 40%
(véanse tabla 3 y figura 3A). En los astroci-
tos, se presentaron descensos del 10% en
la incorporacién de radioactividad en las cé-
lulas y del 74% en la cantidad de productos
marcados liberados al medio (véanse tabla
2 y figura 2A), al igual que un descenso en
las concentraciones de las fracciones de
alanina 81% glutamina/glutamato 80% y
aspartato 78% (véanse tabla 3 y figura 3B).
La sumatoria de las picomoles de aminoécidos
obtenidos por las separaciones cromatograficas
comparada con la cantidad de nanomoles de
sustratos estables liberados al medio de
incubacién con BM muestra que aproximada-

mente se fij6 el 7% en aminodcidos liberados
por las neuronas y el 16% en aminodcidos libe-
rados por los astrocitos.

Efecto del 1,2,3-bencenotricarboxilato (BT).
El BT es un inhibidor del transporte de
tricarboxilatos. Inhibe el transporte de
citrato e isocitrato mitocondrial. En las
neuronas, el BT provocé un aumento en la
incorporacién de radioactividad en las cé-
lulas del 26%, mientras que la cantidad de
productos marcados liberados al medio ape-
nas disminuy6 en un 0,8% (véanse tabla 2 y
figura 2A). Este inhibidor provocé un au-
mento en la concentracion de la fraccion de
alanina del 4%, y un descenso en las frac-
ciones de glutamato 1% y aspartato 2% ta-
bla 3 y figura 3B los cuales no fueron
significativos demostrando que la concen-
tracién de éstos se mantuvo (véanse tabla 3
y figura 3A). El BT caus6 un aumento sig-
nificativo (p<0,05), tanto en la incorpora-
cién de radioactividad en los astrocitos
como en los productos marcados libera-
dos al medio del 417 y 61%, respectiva-
mente (véanse tabla 2 y figura 2B). De
igual manera se produjo un descenso en la
fraccién de alanina 14%, glutamina/
glutamato de un 9% y aspartato un 6% en
éstos ultimos la disminucién no fue signi-
ficativa comparada con los resultados sin
inhibidor (véanse tabla 3 y figura 3B). La
comparacion de la sumatoria de las
picomoles de aminodcidos obtenidos por
las separaciones cromatograficas y la can-
tidad de nanomoles de sustratos estables
liberados al medio de incubacién con BT,
se calculé que aproximadamente se fijo
el 8% en aminodacidos liberados por las
neuronas y el 11% en aminodcidos libe-
rados por los astrocitos.

DISCUSION

El metabolismo energético del cerebro de-
pende, casi exclusivamente, de la utilizacién
de glucosa. Sin embargo, durante el desarro-
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llo posnatal otros metabolitos, entre los que
se destaca el lactato y los cuerpos ceténicos,
pueden comportarse como sustitutos alter-
nativos de la glucosa. Se ha postulado que
el acetato puede tener un papel mds rele-
vante durante el desarrollo del cerebro
(McMillan y Mortensen, 1963; Cerdan,
1990; Tovar et al, 2001). Durante la prelac-
tancia el acetato intracerebral puede ser
obtenido por varias vias pero principalmen-
te a partir del metabolismo del NAA y NAAG
los cuales son el segundo aminodcido y el
péptido mds abundantes en el cerebro, cu-
yas concentraciones en este periodo se en-
cuentran bastante elevadas y que via
aspartatoacilasa II (N-acil-L-aspartato
amidohidrolasa; EC 3.5.1.15) (Huang, 2000;
Bhakoo, 2001) y NAAG peptidasa (gluta-
mato carboxipeptidasa II; EC 3.4.17.21)(Bas-
low, 2000; Neale, 2000) permiten la sintesis
de este sustrato el cual puede actuar como
un sensor metabdlico, con efecto alostérico
que modificaria el comportamiento de una o
varias rutas metabdlicas. En el cerebro se
han reportado tres tipos de transportado-
res de monocarboxilatos (MCTs). MCT1 y
MCT?2 son transportadores que se encuen-
tran en la membrana plasmdtica de los
astrocitos (Broer, 1997; Hanu, 2000); MCT2
y MCTS8 se encuentran en la membrana
plasmadtica de las neuronas (Broer, 1997;
Pierre, 2000) MCT1 es un tipico transporta-
dor que exporta lactato y MCT2 es un trans-
portador que importa lactato y piruvato (Lin
et al., 1998). Estos transportadores se ex-
presan mds en el periodo perinatal que en
cerebro adulto (Pellerin, 1998b; Baud,
2003). MCTI transporta acetato con una
razonable afinidad mientras MCT?2 tienen
una afinidad mads baja.

En cultivos primarios de neuronas, se ha
reportado la incorporacién de “C del
NaH"CO, en glutamato y aspartato (Hassel,
2000a) y prolina (Kaufman y Driscoll,
1993) y la incorporacién de *C en aspartato,
glutamato, GABA y glutamina. También las

neuronas liberan aminodcidos de cadena
ramificada (L-leucina, L-isoleucina y L-
valina)(branced-chain amino acids, BCAA)
(Hutson, 2001). La probabilidad de tener
glutamato y aspartato marcados incremen-
tan la posibilidad de tener NAA y NAAG
en el medio. Por otro lado, se ha reportado la
incorporacién de '“C del NaH"CO, en culti-
vos primarios de astroci-tos en gluta-mina,
glutamato, aspartato, o-cetoglu-tarato, malato
y citrato (Kaufman, 1992; Hassel, 2000a; Lieth,
2001; Deitmer, 2003) y la incorporacién de
BC en alanina, a-cetoglu-tarato, aspartato,
glutamato, GABA, glutamina. En experimen-
tos con [2-"C]-glicina se ha encontrado libera-
cién de creatina, serina y glutation (Dringen,
1998) y en trabajos con [4,5-*H]-leucina, se ha
encontrado liberacion de acetoacetato, 3-
hidroxibutirato y o-cetoisocaproato (Bixel,
1995). También se ha reportado que los
astrocitos en cultivo primario liberan acido
oleico (Tabernero, 2001) y o-cetodcidos de
cadena ramificada (2-cetoisocaproato, 2-ceto-
3-metilvalerato y 2-cetoisovalerato) (branced-
chain o-keto acids, BCKA) (Hutson, 2001).

Comparacion de la capacidad intracelular
de las reacciones fijadoras de CO, en
neuronas y astrocitos utilizando acetato o
lactato en condiciones perinatales

Para verificar los resultados obtenidos con
acetato se utilizé lactato como control te-
niendo en cuenta que este es el principal
sustrato oxidativo y lipogénico de las
neuronas y los astrocitos durante la prelac-
tancia y porque ya se han realizado traba-
jos sobre fijacion de CO, utilizando este
sustrato como precursor, permitiendo asi
comparar tanto la capacidad de fijacién de
CO, en estructuras estables como en la ex-
portacién de carbonos utilizando estos dos
sustratos. Para los experimentos se utiliza-
ron acetato y lactato a concentraciones fi-
sioldégicas durante la prelactancia. La
fijacién en sustratos estables liberados al
medio por las neuronas se favorecié con la
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utilizacién de lactato y acetato, lo que de
igual manera favorece posiblemente la sa-
lida de sustratos como aspartato, glutamato,
alanina, leucina, NAA y NAAG (véase ta-
bla 1). Sin embargo, en los astrocitos la fija-
cién de CO, en sustratos estables liberados
al medio sdlo se vio significativamente favo-
recida con la utilizacién del lactato mas que
con el acetato (véase tabla 1). En cuanto a la
fijacion de CO, en estructuras estables en
las neuronas fue mds alta con la utilizacién
del lactato que con el acetato, lo que indica
que posiblemente los carbonos marcados
derivados del lactato fueron mds utilizados
para ser incorporados en lipidos de mem-
brana proteinas y probablemente en ami-
nodcidos que quedaron empaquetados en
vesiculas y que no fueron liberados. En los
astrocitos la fijacion do CO, fue mds alta
cuando se utiliz6 lactato que con acetato lo
que de igual manera favorece la incorpora-
cion de sus carbonos en lipidos de membra-
na, proteinas, aminodcidos que quedaron
empaquetados en vesiculas ya que se ha
reportado que una manera de liberar gluta-
mato por los astrocitos es a través de vesi-
culas similar a las neuronas (Bezzi et al.,
2004), ademds también se ha reportado que
los astrocitos sintetizan y empaquetan
colesterol en lipoproteinas (Pfrieger, 2002),
lo que incrementa la cantidad de sustratos
que quedaron marcados en estas células
cuando se utilizé acetato (véanse tabla 1y
figura 1B). Estos resultados estdn indican-
do que en las neuronas las reacciones de
fijacion estdn dirigidas hacia la sintesis de
sustratos que son liberados al medio y al
mantenimiento de los niveles energéticos,
que para la sintesis de estructuras ya que la
liberacién de neurotransmisores implica al-
tos requerimientos de ATP. Los astrocitos
por el contrario pueden dirigir sus activida-
des fijadoras tanto para la incorporacién de
carbonos en estructuras celulares como en
la liberacién de sustratos al medio, los cua-
les se pueden ver mds favorecidos si los
niveles de piruvato estdn disponibles tal

como ocurre cuando se utiliza lactato. Es-
tos resultados confirman la actividad en las
neuronas y en los astrocitos de la AceCS la
cual cataliza la sintesis de acetil-CoA a par-
tir de acetato ya que el acetato fue utilizado
COMO precursor para marcar sustratos que
quedan en las células como los que son li-
berados, ademas se reafirma al lactato como
el sustrato que utilizan preferentemente las
neuronas y los astrocitos durante la
prelactancia.

Efecto sobre la capacidad intracelular de
las reacciones fijadoras de CO, en
neuronas y astrocitos utilizando acetato
en condiciones perinatales sin y con di-
ferentes inhibidores enzimaticos y del
transporte

Al determinar la capacidad de fijacién de
CO, en neuronas y astrocitos utilizando
acetato y al comparar los resultados sin
inhibidor entre los dos tipos de células se
encontré que la fijacion de CO, en estructu-
ras celulares fue mds alta en los astrocitos
que en las neuronas (véanse tabla 2 y figu-
ras 2A y 3A), lo que provocé una mayor
incorporacién de carbonos posiblemente en
lipidos, proteinas, sustratos que quedaron
empaquetados dentro de vesiculas y lipo-
proteinas como glutamato y colesterol res-
pectivamente. Sin embargo, las neuronas
fijan mds carbonos en sustratos que son li-
berados al medio favoreciéndose la salida
de sustratos como aminodcidos NAA y
NAAG. Como lo muestran los resultados de
las separaciones de aminodcidos los cuales
reflejan que las fracciones de alanina (ala),
glutamato (glu) y aspartato (asp) en las
neuronas son significativamente mds altas
que las fracciones de glutamina/glutamato
(gln/glu), alanina (ala) y aspar-tato (asp) en
los astrocitos (véase tabla 3 y figuras 2B y
3B). Sin embargo, teniendo en cuenta la
cantidad de sustratos estables liberados al
medio por las neuronas y la sumatoria de
aminodcidos detectados (glu, asp, ala) co-
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rresponden al 7% de la cantidad de estos
sustratos, lo que indica que ademds de la
salida de estos aminoacidos se vio mds fa-
vorecida la salida de otros sustratos posi-
blemente NAA y NAAG. No obstante, de la
cantidad de sustratos liberados por los
astrocitos la sumatoria de aminodcidos de-
tectados (gln/glu, asp, ala) corresponde al
20% de estos sustratos, lo que indica que
en los astrocitos el acetato es més utilizado
para la sintesis de aminodcidos que en las
neuronas, lo que resultaria logico si se tiene
en cuenta que los principales sustratos
compartimentados por los astrocitos hacia las
neuronas son los aminodcidos como la
glutamina y la alanina las cuales son fuen-
tes de nitrégeno para la sintesis de
glutamato. No obstante en las neuronas el
acetato esta siendo utilizado para mante-
ner los niveles energéticos asi como para la
sintesis y liberacién de sustratos en mayor
cantidad que los aminodcidos.

El dicloroacetato (DCA) es un inhibidor de
la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDHQ)
(Kuroda, 1984; Miller et al., 1989; Tovar,
1995; Albarracin, 2002; Barrios, 2003; Salazar,
2003), lo que provoca un incremento en la
actividad del complejo piruvato deshi-
drogenasa (CPDH), cuyo efecto neto es un
incremento en los niveles de acetil-CoA. Los
resultados de fijacion de CO, en estructu-
ras estables muestran que en las neuronas
ésta cay¢ significativamente con respecto
a los resultados sin inhibidor, mientras que
en los astrocitos aumenté significativamente
con respecto a los resultados sin inhibidor
(véanse tabla 2 y figuras 2A y 3A). El des-
censo tanto en la fijacién de CO, en estruc-
turas celulares como en los sustratos
estables liberados al medio en las neuronas
indican que los requerimientos de piruvato
provocan la descarboxilacion del malato via
enzima malica mitocondrial (mME), pro-
vocando un descenso en los niveles de
oxalacetato (OAA) causado por el descen-
so en los niveles de malato y por el incre-

mento en los niveles de acetil-CoA, lo que
disminuye la capacidad de fijacién en es-
tas células, disminuyendo la cantidad de
sustratos estables en las células asi como
en los sustratos estables liberados al me-
dio. Mientras que en los astrocitos el incre-
mento en la fijacion en estructuras celulares
como en los sustratos estables liberados al
medio indican que en estas células el incre-
mento en los niveles de acetil-CoA favore-
cen la actividad de la Piruvato carboxilasa
(PC) para asi incrementar los niveles de OAA
marcado, incrementando asimismo los nive-
les de intermediarios del ciclo de los dcidos
tricarboxilicos (TCA) favoreciéndose el mar-
caje de sustratos que quedan en las células
(lipidos, proteinas) al igual que el marcaje
de sustratos que son liberados al medio. Lo
que ademds se corrobora con los resulta-
dos de las cromatografias donde en las
neuronas al afectarse la capacidad de fija-
cion mME se afecta la salida de aminodcidos
(véanse tabla 3 y figuras 3A), reflejo de que
al incrementar la actividad del CPDH
incrementa la respiracion en la célula como
ademds se demuestra en trabajos previos
(Barrios, 2003; Salazar, 2003; Albarracin,
2002), disminuyendo asi la disponibilidad
de carbonos para la sintesis de aminodcidos.
De la cantidad de sustratos liberados por
las neuronas el DCA provocé un descen-
so del 45 y 56% en las sumatoria de
aminodcidos detectados (glu, ala, asp),
mientras que en los astrocitos la cantidad
de sustratos liberados al medio increment6
un 71% y la sumatoria de aminodcidos de-
tectados (gln, ala, asp) aument6 un 27%
con respecto a la sumatoria de aminoécidos
sin inhibidor.

El aminooxiacetato (AOA) es un inhibidor
de todas la aminotransferasas, especialmen-
te la aspartato aminotransferasa (ASAT)
inhibiéndose la sintesis de aspartato y
glutamato, afectando directamente la lan-
zadera malato/aspartato (Flint et al., 1991).
En los resultados de fijacion en estructuras
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estables en las células el AOA provocé un
descenso en las neuronas, pero en los
astrocitos la fijacién aumenté aunque no
significativamente. Sin embargo, la fija-
cién de CO, en sustratos estables liberados
al medio disminuy6 significativamente tan-
to en las neuronas como en los astrocitos
respecto a los resultados sin inhibidor (véa-
se tabla 2).

En las neuronas este descenso se produjo
ya que al aumentarse los niveles de OAA
incrementa su utilizacion a través del TCA,
lo que indica que las descarboxilaciones au-
mentan con respecto a las carboxilaciones,
es decir, que el OAA sin marcar aumenta con
respecto al marcado, afectandose asi la ca-
pacidad de fijacion de CO, tanto en las es-
tructuras celulares como en el medio.
Asimismo ocurre en los astrocitos lo que
disminuye la capacidad de la PC, como lo
refleja el mantenimiento de los sustratos
marcados en las células ya que aunque éste
aumentd, este resultado no fue significati-
vo, pero lo que si afectd significativamente
la fijacion de CO, en sustratos que son libe-
rados al medio y que al igual que en las
neuronas se reflejan en los resultados de
las separaciones de aminodcidos ya que en
las neuronas como en los astrocitos las frac-
ciones de (ala, glu, gln/glu y asp) disminu-
yeron significativamente con respecto a los
resultados sin inhibidor (véase tabla 3).
Teniendo en cuenta la cantidad de sustratos
liberados por las neuronas el AOA provocd
una caida del 46 y 36% en la sumatoria de
aminodcidos detectados, sin embargo, este
inhibidor afecté mds la salida de sustratos
liberados por los astrocitos ya que ésta dis-
minuy6 un 72% que se reflejé atin més en el
descenso de la salida de aminodcidos la cual
cay6 un 78%. Otro inhibidor que tiene un efec-
to similar al AOA en cuanto al incremento de
los niveles de OAA es el butilmalonato (BM),
el cual es un inhibidor del transporte de
dicarboxilatos como malato, o-cetoglutara-
to (a-KG) y el cual tiene un efecto mds pro-

nunciado sobre el antiporte malato/fosfato,
afectando la actividad de la lanzadera mala-
to/aspartato, y por lo tanto, la sintesis de
aspartato y glutamato via ASAT. Al igual
que el AOA el BM provocé una acumula-
cién en los niveles de OAA asi como tam-
bién en los niveles de malato y o-KG y
como lo indican los resultados sobre la fi-
jacién de CO, en estructuras celulares y en
sustratos estables que son liberados al me-
dio en las neuronas y los astrocitos donde
el BM provocé un descenso en las dos acti-
vidades (véase tabla 2), ya que un acimulo
de estos sustratos aumenta la oxidacion de
carbonos sobre la cantidad de sustratos mar-
cados afectando la disponibilidad de carbo-
nos que son incorporados en estructuras
celulares como en sustratos que son libera-
dos al medio, como ademas se observa en los
resultados de las cromatografias donde las frac-
ciones de (glu, ala y asp) disminuyeron
significativamente en las neuronas al igual que
las fracciones de gln/glu, ala y asp) en los
astrocitos (véase tabla 3). De la cantidad de
sustratos estables liberados por las neuronas
el AOA provocé un descenso del 46 y 36%
en la sumatoria de aminodcidos detectados,
sin embargo, el efecto de este inhibidor fue
mas notorio en los astrocitos donde la canti-
dad de sustratos estables liberados al medio
cay6 un 70% y la sumatoria de aminodacidos
cay6 un 80%. Esto es un reflejo de que los
incrementos en los niveles de OAA afectan
la capacidad de fijacién en las células y en
el medio, ademds se confirma que la ASAT
es la principal ruta de sintesis de aminodci-
dos en las neuronas y los astrocitos, no obs-
tante, la actividad de esta enzima es mas
critica en los astrocitos ya que al inhibirse
la sintesis de asp se afecta la sintesis de glu
y por ende de ala, que en las neuronas ya
que ésta tiene la capacidad de sintetizar glu
via glutamato deshidrogenasa (GDH).

El o-ciano-4-hidroxicinnamato (0-CN) es un
inhibidor del transporte de monocarboxilatos
como el lactato, piruvato y acetato (Broer et
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al., 1997; Dringen et al., 1993a; Lin, 1998;
Phillis et al., 2001). Este inhibidor afecta
la entrada del piruvato a la mitocondria dis-
minuyendo los niveles de este sustrato asi
como los niveles de acetil-CoA. Sin em-
bargo, en trabajos previos se ha demostra-
do que la entrada de acetato a la mitocondria
no se ve afectada por este inhibidor. Los
resultados obtenidos sobre la capacidad de
fijacion de CO, en estructuras estables en
las neuronas se vieron disminuida signi-
ficativamente, mientras que en los
astrocitos €sta se vio incrementada. Asimis-
mo la fijacion de CO, en sustratos estables
liberados al medio se vio disminuida con
este inhibidor en las neuronas, mientras que
en los astrocitos ésta se increment6 (véase
tabla 2). Esto indica que en las neuronas au-
menta la descarboxilacion del malato para
sostener los niveles de piruvato ya que la
entrada de éste se ve inhibida afectdndose la
fijacién de carbonos en las células y en los
sustratos que son liberados al medio prin-
cipalmente por un descenso del malato,
mientras que en los astrocitos la utilizacién
de acetil-CoA del acetato se favorecié mas
que la utilizacién del acetil-CoA del CPDH
lo que le permite una mayor disponibili-
dad de piruvato a la PC para incrementar
los niveles de OAA marcado, lo que se re-
fleja en el incremento de la fijacién de CO,
en estructuras celulares como en sustratos
que son liberados al medio. Estos resulta-
dos ademds se corroboran con los de las
separaciones de los aminodcidos ya que las
fracciones de (ala, glu y asp) en las neuronas
disminuyeron, mientras que las fracciones
(de ala, gln/glu y asp) aumentaron con res-
pecto a los resultados sin inhibidor. De la
cantidad de sustratos estables liberados por las
neuronas el o-CN provocé un descenso del 57%
en la sumatoria de aminodcidos detectados.

Mientras que en los astrocitos el o-CN pro-
vocd un aumento del 185% en la salida de
sustratos estables y un 19% en la sumatoria
de aminodcidos detectados, lo que indica

que ademds de favorecerse la sintesis y li-
beracion de aminoacidos se favorecid la
salida de otros sustratos.

Con el BT se observa una actividad impor-
tante de la AceCS1 la cual es capaz de sos-
tener la sintesis de lipidos en el citosol en
las neuronas y en los astrocitos, los cuales
favorecen la fijacién de CO, via acetil-CoA
carboxilasa en sustratos marcados que que-
dan dentro de las células. El incremento de
la sintesis de acidos grasos o esteroles en
los astrocitos, puede favorecer la libera-
cién de oleico y colesterol al medio, lo que
explicarfa el incremento significativo
(p<0.05) en la cantidad de sustratos marca-
dos liberados al medio, ya que no se obser-
v6 ninguna variacién en los aminodcidos
(véase tabla 3).

Teniendo en cuenta los resultados de la
cantidad de sustratos estables liberados al
medio y la sumatoria de la cantidad de
aminodcidos detectados, sin y con los
inhibidores, se observé que en las neuronas,
el BT no causé cambios en la cantidad de
sustratos estables liberados al medio ni la
salida de aminodcidos (alanina, glutamato y
aspartato). En los astrocitos, el BT causé
un incremento de 61% en la cantidad de
sustratos estables liberados al medio y una
disminucién del 10% en la salida de
aminodcidos (alanina, glutamina/glu-
tamato y aspartato).

CONCLUSIONES

Se confirma que en el metabolismo de las
neuronas y los astrocitos el oxalace-tato es
un sustrato critico, ya que los niveles de su
reservorio en la mitocondria pueden tener
un efecto importante sobre la capacidad de
fijacién de CO, en estas c€lulas, debido a
que cuando los niveles de éste aumentan
se disminuye la fijacion.
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Cuando se produce un descenso en los ni-
veles de acetil-CoA y oxalacetato en los
astrocitos, se activa la fijacién del CO, a tra-
vés de enzimas como la metilcrotonil-CoA
carboxilasa, propionil-CoA carboxilasa y
piruvato carboxilasa (PC).

La deficiencia de piruvato en las neuronas
afecta la capacidad de fijacién de CO,, pero
si favorece la actividad de las AceCS1 y
AceCS2, lo que provoca que estas células
utilicen sus carbonos mds hacia la sintesis de
lipidos, que para la sintesis de aminodcidos,
mientras que en los astrocitos, la actividad
de estas dos isoformas provoca que estas
células utilicen sus carbonos tanto para la
sintesis de lipidos como para la sintesis de
aminodcidos.

La actividad de la mME en las neuronas
hacia la sintesis de piruvato no favorece la
fijacion de CO,, sefialando que la activi-
dad de esta enzima hacia la carboxilacién
del piruvato puede beneficiar de manera
significativamente el mantenimiento de los
niveles de aminodcidos.

Cuando se inhibe la salida de citrato de la
mitocondria, las neuronas como en los
astrocitos demostraron tener la capacidad
de utilizar el acetato para la sintesis de
acetil-CoA en el citosol via AceCS1, favo-
reciendo la actividad de la acetil-CoA
carboxilasa. No obstante, en los astrocitos
la actividad de estas dos enzimas provoca
un aumento en la sintesis y liberacién de
lipidos al medio, lo que no se observa en las
neuronas debido a que de estas dos enzimas
solo colaboran en el mantenimiento de la
lipogénesis.
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