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RESUMEN: Este estudio analiza las diferencias metabdlicas de la
respiracién mitocondrial y de la glucélisis entre neuronas y astrocitos. Se
utilizé el analizador bioenergético Seahorse XFe24 y los ensayos Mito Stress,
Fuel Flex y Glycolysis Stress en modelos de cultivos primarios de ambos
tipos celulares. Los resultados muestran que las neuronas presentan una
respiracion basal un 216 % mayor que los astrocitos, destinando un 82,5 %
a la produccion de ATD, frente al 61 % en astrocitos. Aunque la fuga de
protones en valores absolutos es similar, en términos relativos representa
un 17,5 % en neuronas y un 39 % en astrocitos. Ademds, se observé como
ambos tipos celulares dependen principalmente de la oxidacién de 4cidos
grasos, aunque los astrocitos también utilizan glutamina (12,09 %) y glucosa
(11,83 %), mientras que las neuronas dependen casi exclusivamente de los
scidos grasos. Por tltimo, se observé como los astrocitos tienen una tasa
glucolitica basal y una reserva glucolitica un 79,1 % y 116 % superiores
a las de las neuronas. Estos hallazgos muestran cémo las neuronas estin
altamente especializadas en maximizar la produccién de ATP mediante
fosforilacion oxidativa, mientras que los astrocitos muestran un metabolismo
mis flexible, adaptado a funciones de soporte y sefializacidn, esenciales para
el funcionamiento del sistema nervioso central.
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ABSTRACT: This study analyzes metabolic differences in mitochondrial
respiration and glycolysis between neurons and astrocytes. Primary cultures
of both cell types were assessed using the Seahorse XFe24 bioenergetic
analyser with the Mito Stress, Fuel Flex, and Glycolysis Stress tests. The
results show that neurons have a 216% higher basal respiration than
astrocytes, allocating 82.5% to ATP production, compared to 61% in
astrocytes. Although proton leak in absolute values is similar, in relative
terms it represents 17.5% in neurons and 39% in astrocytes. Furthermore,
it was observed that both cell types depend mainly on fatty acid oxidation,
although astrocytes also use glutamine (12.09%) and glucose (11.83%), while
neurons rely almost exclusively on fatty acids. Finally, astrocytes showed
a basal glycolytic rate and glycolytic reserve 79.1% and 116% higher than
those of neurons. These findings demonstrate how neurons are highly
specialized in maximizing ATP production via oxidative phosphorylation,
whereas astrocytes display a more flexible metabolism, adapted to support
and signaling functions which are essential to the function of the central
nervous system.

Keywords: Neuron; astrocyte; metabolism; mitochondrial respiration;
glycolysis.

1. INTRODUCCION

Las neuronas y los astrocitos desempefian funciones complementarias esenciales
para mantener una correcta funcién cerebral. Las neuronas son células altamente
especializadas en la transmision de informacién mediante neurotransmision, para
lo que dependen del soporte metabdlico de los astrocitos. Los astrocitos, ademds
de proporcionar soporte estructural, regulan el medio extracelular, proporcionan
soporte al metabolismo neuronal y tienen importantes funciones sefializadoras
al ser las primeras células en contacto con los vasos sanguineos cerebrales. Esta
heterogeneidad de funciones se refleja en las capacidades metabdlicas de ambas
células (Turner; Adamson, 2011).

Las neuronas son células bioenergéticamente muy demandantes que obtie-
nen el ATP principalmente por oxidacidn fosforilativa. Asi, presentan una baja
actividad glucolitica, por lo que requieren cierto apoyo metabdlico desde los
astrocitos (Jimenez-Blasco et al, 2024). Para optimizar la eficiencia energética,
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las neuronas organizan los complejos de su cadena de transporte de electrones
en supercomplejos aumentando la eficiencia de produccién de ATP a la vez que
reducen la fuga de electrones y, por tanto, de ROS (Lopez-Fabuel et al, 2016).

Por otro lado, los astrocitos presentan una mayor flexibilidad metabdlica.
Ademds, son células mds glucoliticas, lo que resulta en la liberacién de lactato,
que las neuronas utilizan como combustible metabélico (Ioannou et al, 2019).
Asimismo, organizan su cadena respiratoria de forma parcialmente desensamblada,
lo que contribuye a una mayor produccién de ROS con importantes funciones
sefializadoras (Vicente-Gutierrez et al, 2019). De este modo, los astrocitos deben
contar con una buena reserva antioxidante que le permita modular ROS fisioldgicas
y asi apoyar metabdlicamente a las neuronas.

En base a estas diferencias, mediante el analizador bioenergético Seahorse
XFe24, nos propusimos evaluar la capacidad de utilizacién de diferentes meta-
bolitos para la cadena respiratoria con el ensayo de Mito Fuel Flex Test; las dife-
rencias clave entre los pardmetros respiratorios mitocondriales con el ensayo de
Mito Stress Test y las capacidades glucoliticas de ambas células con el ensayo de
Glycolysis Stress Test.

El analizador Seahorse XFe24 mide en tiempo real el metabolismo celular
evaluando la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y la tasa de acidificacion extra-
celular (ECAR). Las células se siembran en una microplaca y, sobre ella, se coloca
un cartucho con sensores que contienen fluoréforos sensibles a oxigeno y proto-
nes. Los sensores descienden a 200 pm de las células formando una microcimara
transitoria, que permite detectar los cambios locales en O, y H*. Estos cambios,
debido a las células, afectan el espectro de emisién de los fluoréforos, que tras
ser excitados por unas fibras dpticas son registrados (Agilent, 2025). Ademis,
el sistema consta de 4 puertos que permite inyectar firmacos e inhibidores para
analizar su efecto sobre la respiracién mitocondrial y la glucélisis.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cultivo de astrocitos y neuronas corticales

Se establecieron cultivos primarios de astrocitos a partir de cortezas cerebrales
de ratones neonatos (0-24 h) (Vicente-Gutierrez et al, 2019) y cultivos neuronales
a partir de embriones de 14,5 dias (Delgado-Esteban er 4/ 2013). De los neonatos
(para cultivos de astrocitos) o embriones (para cultivos de neuronas) se extrajeron
los dos hemisferios de la corteza cerebral en condiciones estériles dentro de una
cabina de flujo laminar. Posteriormente, se eliminé el cerebelo, los bulbos olfa-
torios, las meninges y los vasos. El tejido cortical se colocé en placas de Petri con
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solucién A (Eagle’s basic salt solution (EBSS) + DNAsa + bovine serum albumin
(BSA), se troced y se transfiri6 a tubos Falcon de 50 ml. Se afiadi6 una cantidad
equivalente de solucién B (EBSS + tripsina + BSA), se incubé durante 10 minutos
a 37 °Cy se detuvo la digestién enzimdtica con BSA al 10 %.

Posteriormente, se centrifugd a 500 X g (RCF, fuerza centrifuga relativa)
durante 5 minutos. Luego, el tejido cortical se resuspendié en solucion A, se
disgregé mecanicamente mediante pipeteo repetido y el sobrenadante, que contiene
las células, se recuperé en tubos etiquetados. Finalmente, se volvié a centrifugar
y el botén celular se lavo, se elimind el sobrenadante y se resuspendi6 en 1 ml
de DMEM (SIGMA Aldrich) (astrocitos) o neurobasal (GIBCO Invitrogen)
(neuronas).

Tras esto, los astrocitos se sembraron en un matraz de 175 cm?, con 3,0
cerebros/matraz con DMEM suplementado y las neuronas directamente en los
pocillos del cultivo celular de las placas Seahorse a una concentracién de 240.000
células/pocillo con neurobasal suplementado, tras un tratamiento de 15 minutos
con poli D-lisina al 10 %.

En los astrocitos el cambio de medio se realizé a las 24 horas y cada 3-4 dias
y en las neuronas los cambios de medio se realizaron cada 3 dias hasta su utili-
zacion posterior.

2.2. Andlisis de ensayos Seahorse

Seis dias tras la siembra de las neuronas (240.000 células/pocillo) y 48 horas
después de la resiembra de astrocitos (150.000 células/pocillo) en las placas Seahorse
se comienza con los ensayos metabdlicos. Se recomienda una confluencia del
80-90 %. El dia de antes, se enciende el analizador Seahorse XF y se inicializa el
software Wave, verificando el aumento de temperatura. Paralelamente, se hidrata el
cartucho sensorial XF llenando la placa de calibracién con solucién de calibracién
Seahorse y colocdandolo en la incubadora sin CO, a 37 °C.

El dia del ensayo se sustituye el medio de cultivo por un medio de ensayo. Este
se prepara afiadiendo 350 pL de solucidn de piruvato (100 mM), de glutamina (200
mM) y de D-glucosa (1M) a 35 ml de medio base XF, para el Glycolysis Stress Test
no se afadird piruvato ni glucosa. Una vez sustituido el medio se coloca la placa
de células en la incubadora sin CO; a 37 °C mientras se preparan los inhibidores.

A continuacion, se preparan los inhibidores del ensayo, se cargan en los puertos
del cartucho sensorial hidratado y se introduce en el Seahorse. Tras 15 minutos
de calibracion del equipo se sustituye la placa de calibracion por la placa Seahorse
con las células en la incubadora sin CO,.

Luego, se ejecuta el programa correspondiente.
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2.3. Normalizacion mediante High Content Screening Operetta

Finalmente, se tifien los ndcleos con DAPI y se cuentan los nticleos de cada
pocillo con el microscopio confocal High Content Screening Operetta para la
normalizacién de los resultados obtenidos en cada pocillo por 10.000 células.

2.4. Tratamiento estadistico

Para el tratamiento estadistico de los resultados, se utilizé la prueba t-Student
para muestras independientes para comparar: las medias de los pardmetros respira-
torios, el porcentaje de contribucién de metabolitos en la respiracién mitocondrial
y los pardmetros glucoliticos normalizados por 10.000 células entre astrocitos y
neuronas.

3. RESULTADOS

Tras la normalizacién de los datos por niimero de células en los pocillos se
obtuvieron los perfiles normalizados para los 3 ensayos realizados, tanto para
astrocitos como para neuronas.

3.1. Resultados del ensayo Mito Stress

Debido a las diferencias entre los factores intracelulares de cada tipo de célula,
no existen unas concentraciones comunes de inhibidores que hay que afnadir.
Como resultado, estas concentraciones se determinan de forma empirica, por lo
que se realizé una titulacién de la concentracién 6ptima a afiadir de FCCP (de
1-4 pM para las neuronas y de 2-5 pM para los astrocitos) a la vez que se realizaba
el ensayo Mito Stress.

La concentracion éptima que hay que afiadir de FCCP para los astrocitos
es de 2 pM, mientras que para las neuronas es de 1 pM, debido a que anadir
concentraciones mds altas produce una excesiva toxicidad de celular y se alcanzan
menores OCR. En la figura 1 se observa la superposiciéon de ambos perfiles para
esas concentraciones y los cdlculos de los pardmetros respiratorios para ambos
tipos celulares.
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Respiracién basal 19,129 60,482 0,0011
Respiracién ligada a la produccién de ATP 11,660 49,885 0,0000267
Fuga de protones 7,469 10,597 0,013
Respiracién maxima 165,404 157,568 0,607
Reserva fisiolégica 146,275 97,085 0,0044
OCR no mitocondrial 9,003 13,509 0,0069

Figura 1. Superposicién de los perfiles del ensayo Mito Stress, para una concentracién de
2 pM de FCCP para astrocitos y 1 ptM de FCCP para neuronas y la comparacién entre la
media de los parimetros respiratorios de las neuronas y los astrocitos con n = 5 (réplica

técnica).
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3.2. Resultados del ensayo Mito Fuel Flex

A continuacion, se muestran los perfiles del ensayo de Mito Fuel Flex, donde
se puede ver la disminucién del OCR de la mitocondria a medida que se inhiben
las distintas vias de obtencién de energia (figura 2).

Contribucion metabolito

12+ [l Astrocitos
[ Neuronas

OCR (pmoL/min)

Contribucién metabélica de la

respiraciéon mitocondrial by DTS
Gln (%) 12,90 7,03
AG (%) 75,27 91,18
Pyr (%) 11,83 1,80

Figura 2: Gréfica y tabla de la contribucién metabdlica de la glutamina, glucosa y
icidos grasos a la respiracién mitocondrial. Se utilizé la prueba t-Student para muestras
independientes para comparar las contribuciones de cada metabolito a la respiracién entre
astrocitos y neurona con n = 7 (réplica técnica). En la tabla se muestra la contribucién
metabdlica respiracién mitocondrial en términos relativos. Gln (glutamina); AG (icido
graso); Pyr (piruvato); n = 7 réplica técnica.

3.3. Resultados del ensayo Glycolysis stress

Por tltimo, se obtuvo el perfil del ensayo Glycolysis stress donde se pueden
observar las diferencias metabdlicas de la glucélisis de ambos tipos celulares y
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el cdlculo de los pardmetros metabdlicos relacionados con la glucdlisis como: la
tasa glucolitica basal, la maxima tasa glucolitica y la reserva glucolitica. (figura 3).

GLYCOLYSIS STRESS
ASTROCITOS Y NEURONAS

127 1 Astrocitos
[ Neuronas

ECAR (mpH/min)
T

0 20 40 60
Tiempo (min)

Parametros de la glucélisis Astrocitos (mpH/min) Neuronas (mpH/min)  p-valor
Glucélisis basal 4,989 2,785 1,78E-11
Max. capacidad glucolitica 8,013 4,179 1,25E-08
Reserva glucolitica 3,023 1,401 0,00019

Figura 3. Superposicién de los perfiles del ensayo Glycolysis Stress de astrocitos y neuronas
y la comparacién entre la media de los pardmetros glucoliticos de las neuronas y los
astrocitos con n = 22 (réplica técnica).

4, ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Como podemos ver en la figura 1, las neuronas tienen una respiracién basal un
216 % superior a la de los astrocitos. Teniendo en cuenta que la fuga de protones
en términos absolutos es similar para ambos tipos celulares, esto significa que el
82,5 % de la respiracion basal en neuronas se destina a la produccién de ATP,
frente al 61,0 % de los astrocitos. Este resultado refuerza la idea de que las neuro-
nas, en condiciones basales, tienen una demanda de ATP muy superior a la de
los astrocitos debido a su actividad en la transmisién sindptica. Por lo que deben
contar con unos complejos de la cadena respiratoria organizados de forma que la
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produccion de ATP sea més eficiente. Ademds, en términos relativos, la fuga de
protones representa el 39,0 % de la respiracién basal en astrocitos y el 17,5 % en
neuronas. Esta mayor proporcidn en astrocitos podria deberse a que son células
mds ROSgénicas, asi que la fuga de protones serviria como un mecanismo regu-
lador de la generacién de ROS, al reducir el gradiente de protones, y con ello,
disminuir la sobrecarga de la cadena de transporte de electrones.

En el ensayo de Mito fuel Flex, se observa que en ambos tipos celulares la
respiracién mitocondrial se sostiene principalmente por la oxidacién de dcidos
grasos de cadena larga. No obstante, los astrocitos presentan una mayor flexibi-
lidad metabdlica, debido a que su respiracién mitocondrial también se sostiene
enun 12,09 % por la oxidacién de glutamina y en un 11,83 % por la glucélisis.
Mientras que en neuronas, mds del 90 % de la respiracién mitocondrial depende
de los dcidos grasos, debido a que la contribucién de la glutamina es menor y la
contribucién de la glucdlisis es pricticamente inexistente.

Esta diferencia también queda reflejada en el ensayo de Glycolysis Stress, donde
tanto la tasa basal como la reserva glucolitica de los astrocitos es un 79,1 % y un
116 % superiores, respectivamente, a la de las neuronas.

Esto pone de manifiesto como ambas células tienen caracteristicas metabdlicas
muy diferenciadas y en muchos casos complementarias. Los astrocitos, al ser las
primeras células cerebrales en contacto con la sangre requieren de una flexibili-
dad y reservas metabdlicas mayores para ser capaces de adaptarse y sefializar las
variaciones de metabolitos sanguineos. Por otro lado, deben ser capaces de apoyar
metabdlicamente a las neuronas, ya que el metabolismo neuronal estd altamente
especializado en la transmision sindptica, por lo que requieren un apoyo meta-
bélico para desempefiar esta funcidn.

En conjunto, estas diferencias metabdlicas son fundamentales para un correcto
funcionamiento cerebral. Por ello, alteraciones en el metabolismo astrocitario
podrian contribuir significativamente a la fisiopatologia de diversas enfermedades
neurodegenerativas.

5. CONCLUSION

En conclusion, las neuronas y los astrocitos presentan perfiles metabdlicos
distintos pero complementarios. Las neuronas muestran una elevada demanda
de ATP vy eficiencia respiratoria, mientras que los astrocitos destacan por su
flexibilidad metabdlica y mayor actividad glucolitica para poder desempefiar sus
funciones sefalizadoras y de soporte metabdlico neuronal. Estas diferencias son
clave para la homeostasis cerebral, y su alteracién podria estar implicada en la
fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas.
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