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RESUMEN

En la transicién a la vida extrauterina, el recién nacido sufre un periodo de ayuno (prelactancia) que
transcurre entre el cese de la nutricién placentaria y la instauraciéon de la lactancia. El gasto de energia por
las neuronas es tan alto en estas circunstancias, que la glucogendlisis es incapaz de restablecer los nivele:
de glucosa en la sangre. En consecuencia, durante la prelactancia debe haber otros sustratos energético
y lipogénicos, que adicionalmente ayuden a mantener la sintesis de neurotransmisores.

Este trabajo establece la importancia de acetato en el metabolismo oxidativo y del lipogénico en neuronas
durante la prelactancia. Se determinaron las velocidades de oxidacion y lipogénesis en cultivos quiescentes
de neuronas fetales de rata incubadas con acetato (5 mM{]faeetato, [2%C]-acetato y [U¥C]-

acetato (200-300 dpm/nmol). Adicionalmente, se utilizaron inhibidores enzimaticos como el dicloroacetato
(1 mM) y el aminooxiacetato (5 mM), e inhibidores del transporte conteaéno-4-hidroxicinnamato

(2 mM), butilmalonato (5 mM) y 1,2,3-bencenotricarboxilato (5 mM).

Los resultados en su conjunto indican que las neuronas pueden metabolizar acetato mas como sustrato
energético que lipogénico, lo que nos permite pensar que este sustrato puede llegar a ser mas importante
para ayudar a mantener el metabolismo oxidativo, favoreciendo el reciclaje de carbonos en la prelactancia.
Adicionalmente, se evidencié con el uso de“fl}-acetato una alta actividad anaplerética sobre todo
cuando las neuronas requieren mantener los reservorios de oxalacetato y acetil-CoA para mantener la
respiracion. Estos resultados sefialan a la acetil-CoA sintetasa (AceCS2) y la enzima malica (MME)
mitocondriales, como enzimas claves para mantener el funcionamiento de las neuronas en la prelactancia.

Con el uso de [2!C]-acetato, los resultados sugieren que las neuronas tienen un alto requerimiento de
carbonos, principalmente para la sintesis de neurotransmisores. Adicionalmente, la lipogénesis esta sopor-
tada por la via del citrato y la via de la acetil-CoA sintetasa citosélica (AceCS1).
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ABSTRACT

During the transition into extrauterine life, the newborn goes through a fasting period (presuckling) that
starts from the cessation of the transplacental supply of nutrients to the beginning of lactation. During this
presuckling period, the newborn depends on its own reserves in a unique period of stress and vulnerability.
The energy expenditure needed by the neurons is so high that under these circumstances the gluconeogenesi:
is not capable of reestablishing the blood glucose levels. Consequently, during the presuckling period
there must be a different energy source and lipogenic substrates that help to maintain the synthesis of
neurotransmitters.
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The present work establishes the importance of acetate in the oxidative and lipogenic metabolism of
neurons during the presuckling period. In this project oxidation and lipogenesis rates were measured in
quiescent neonatal rat neuron cultures incubated with acetate (5 mMg}]fcetate, [24C]-acetate and
[U-%C]-acetate (200-300 dpm/nmol). The enzyme inhibitors used were dichloroacetate (1 mM) and
aminooxyacetate (5 mM), and the transport inhibitors wemyano-4-hydroxycinnamate (2 mM),
butylmalonate (5 mM) and 1,2,3-benzenetricarboxylate (5 mM).

The oxidation and lipogenesis rates indicate that neurons metabolize acetate more as an energy substrate
than a lipogenic one. This leads us to believe that acetate may be more important as an oxidation substrate
to enhance carbon recycling during the presuckling period. With the use!f]{aeetate, it was clear

that a high anaplerotic activity is obtained when the neurons require a reservoir of oxaloacetate and acetil-
CoA for the maintenance of respiration. The results show that the mitochondrial acetyl-CoA synthase
(AceCS2) and the mitochondrial malic enzyme (mME) are the key enzymes for neuron maintenance
during the presuckling period.

With the use of [24C]-acetate, the results suggest that the neurons have high carbon requirements for
neurotransmitter synthesis. Lipogenic metabolism is supported by the citrate and cytoplasmic acetyl-CoA
synthase (AceCS1) pathways.

Key words: Acetate, lipogenic, neuron, oxidative, presuckling.

INTRODUCCION )
las neuronas es tan alto en estas circunstan-

El desarrollo intrauterino y el nacimiento, cias, que la glucogendlisis es incapaz de
constituyen una secuencia de cambios funrestablecer los niveles de glucosa en la san-
cionales y anatémicos que tienen una basgre. En consecuencia, durante este periodo
molecular. El metabolismo cerebral no pue-de adaptacién deben haber otros sustratos
de interrumpirse ni siquiera por un corto energeéticos y lipogénicos. Para el desarro-
tiempo, debiéndose disponer de lo mésdllo del cerebro durante la prelactancia se
esencial para continuar el desarrollo deha demostrado que el lactato es un sustrato
sus estructuras béasicas y la sintesis de nedtindamental y que el 3-hidroxibutirato lo
rotransmisores. En la transicion a la vidaremplaza en la lactancia. La capacidad del
extrauterina, el recién nacido sufre un pe-cerebro para utilizar acetato durante la
riodo de ayuno (prelactancia) que transcu-relactancia, es desconocida y no hay com-
rre entre el cese de la nutricion placentariaparaciones con otros sustratos alternativos
y la instauracién de la lactancia. Aunque latales como la glucosa, cuerpos ceténicos y
prelactancia es de escasa duracion, trangglutamina. El acetato, que posiblemente se
curre en un periodo critico en especies, gusintetiza a partir del lactato en grandes can-
como la humana y la rata, presentan un detidades en el periodo perinatal, puede ser
sarrollo cerebral incompleto en el momen-ademas, un producto de la degradacion de
to del nacimiento. Por ello se les conocesustratos como el N-acetil-L-aspartato
como especies “no precoces”. (NAA), el N-acetil-L-aspartil-L-glutamato

(NAAG) y de la acetilcolina (ACh). En las
Durante la adaptacion a la vida extrauterinaneuronas se ha sugerido que el NAA
el mantenimiento de la homeostasis enermitocondrial es una fuente de grupos
gética resulta vital para la supervivenciaacetilo para la sintesis de lipidos y posible-
del recién nacido. El neonato puede sobremente de ACh. Adicionalmente, el NAA
vivir con sus propias reservas hasta que la&omo uno de los mecanismos méas impor-
leche materna le suministre los nutrientestantes para la transferencia de acetil-CoA
necesarios para su mantenimiento y desade la mitocondria al citosol en el SNC en
rrollo. Sin embargo, el gasto de energia pordesarrollo.
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El acetato y el NAA son metabolitos candi- Tovar, 1995). Las células fueron sembradas
datos a ser compartimentados por lasen frascos Roux con una densidad de 1.35
neuronas y astrocitos. Se ha propuesto que 1 células/ml. Las células fueron mante-
el acetato puede entrar en el ciclo de lommidas en medio Eagle modificado por
acidos tricarboxilicos via acetil-CoA Dulbecco (DMEM), al cual se le adicioné
sintetasa (acetato tioquinasa)(EC. 6.2.1.1picarbonato de sodio anhidro (3.7 g/l) y
que lo convierte en acetil-CoA. cloruro de potasio (1.86 g/1)(316 mOsm/kg
H,0) y fue suplementado con suero fetal
Este trabajo se enfoc6 en el estudio de probovino (FBS) (10%), ampicilina, estrepto-
cesos metabdlicos intracelulares donde emicina, anfotericina y penicilina a 37°C en
acetato puede estar involucrado, para estain incubador con 5% de C@ los 7 dias,
blecer su importancia en el metabolismouna vez las células formaron una capa con-
oxidativo y lipogénico de las neuronas fluente y quiescente, fueron utilizadas para
durante la prelactancia. los experimentos y para hacer el contaje
celular (Rose y Sinha, 1969; Kimelberg,
Los resultados del presente trabajo, indi-1983; Taberneroet al, 1993).
can que las neuronas pueden metabolizar
acetato mas como sustrato energético quéncubaciones.Con el objeto de conocer las
lipogénico, lo que nos permite pensar quecapacidades maximas del acetato como
este sustrato puede llegar a ser mas imprecursor oxidativo y lipogénico, se utili-
portante para ayudar a mantener el metazé medio de incubacion Elliott (pH 7.38)
bolismo oxidativo, favoreciendo el (Elliott, 1969) con acetato (5 mM) como
reciclaje decarbonos en la prelactancia. sustrato frio (Albarracin y Tovar, 2002) y
Adicionalmente, se evidenci6é con el uso cada uno de los sustratos marcados*@}-
de [144C]-acetato una alta actividad ana- acetato, [1¥C]-acetato y [2“C]-acetato,
plerética sobre todo cuando las neuronagpara medir las velocidades oxidativas y
requieren mantener los reservorios delipogénicas. Para estudiar el funcionamien-
oxalacetato y acetil-CoA para mantener lato de las lanzaderas de carbono, es decir,
respiracion. Estos resultados sefialan a laquellos mecanismos de transporte de car-
acetil-CoA sintetasa (AceCS2) y la enzimabonos entre la mitocondria y el citosol, se
malica (mME) mitocondriales, como utilizé acetato (5 mM) y [U“C]-acetato,
enzimas claves para mantener el funcionafl-*C]-acetato y [2¥C]-acetato (200-300
miento de las neuronas en la prelactanciadpm/nmol) como sustratos y se usaron los
Con el uso de [2‘C]-acetato, los resulta- inhibidores eniméticos como el dicloroace-
dos sugieren que las neuronas tienen unato (DCA) y el aminooxiacetato (AOA) e
alto requerimiento de carbonos, principal- inhibidores del transporte como eekiano-4-
mente para la sintesis de neurotransmisohidroxicinnamato ¢-CN), el butilmalonato
res. Adicionalmente, la lipogénesis en la(BM) y el 1,2,3-bencenotricarboxilato (BT).
prelactancia estaria soportada por dos ru-
tas la via del citrato y la via de la acetil- De acuerdo al experimento se adicionaron,

CoA sintetasa citosolica (AceCS1). los trazadores radiactivos en las siguientes
concentraciones: [JiC]-acetato (1 uCi);
MATERIALES Y METODOS [1-*“C]-acetato (1 pCi) y [2{C]-acetato (1

pCi) a 1.5 ml del medio de incubacion oxi-
Cultivos celulares. Cultivos primarios de genado por frasco Roux, con el sustrato frio
neuronas fueron preparados de cerebros dsin y con el inhibidor respectivo, se sellé
fetos de 17.5 dias de ratas albinas Wistaherméticamente el frasco y se incubd 1 hora
(Saneto y De Vellis, 1987a; Cohen, 1995;a 37°C. En paralelo se llevaron frascos sin
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células pero con medio de incubacién ysustratos en lipidos totales, se siguid el
sustratos frios y radiactivos. Estos frascoamétodo de Folch y colaboradores (1957),
sirvieron como blancos. con ligeras modificaciones (Folckt al.
1957; Bolafios y Medina, 1992; Taberne-
Cuantificacion de CO,. Para capturar el rg et al, 1993; Tovar, 1995). Para extraer
14COZ pI’OdUCidO durante la incubaciéon se los ||'pid05, la monocapa de células se se-
empled el método descrito por Sykes, conparg del frasco de cultivo con ayuda de un
algunas modificaciones (Sykes al, 1986;  raspador en 1 ml de metanol, y se afiadi6 a
Edmond,et al. 1987). Para capturar el GO yn tubo que contiene 2 ml de cloroformo
se utilizé un eppendorf con 500 ul de hi- (pidestilado). El tubo se agité por 30 se-
droxido de hiamina que se encontraba eryundos y se almacené durante 16 horas en
un matraz erlenmeyer. En el pocillo princi- g| congelador. Posteriormente se centrifugd
pal se adicion6 100 pl de KOH (10 M) des- (1500 xg, 15 min, 4°C) y se lavé con NaCl
pués de lo cual se sell6 herméticamente coig.39) saturado con cloroformo. Se realizé
un tapon de goma. una centrifugacion en las condiciones an-

teriores, se retird la fase acuosa y se recogio

Sin destgpqr el .frasco de .CU|t'VO.’ se ext.r %4 fase cloroformica. Esta ultima fase se eva-
con una jeringuilla el medio de incubacién ora y el residuo lipidico se disolvi6 en

y se inyecto en el correspondiente matra iquido de centelleo, se agit6 mecanicamen-

erlenmeyer previart]ente preparado. Se Iavqe por 30 segundos y después de 24 horas,
la monocapa de células con PBS que, POS3e midi6 la radiactividad incorporada en

terlorrrtlente,sfu_e rectuperago ?T}I Sl:(gljpzcé'h’pidos utilizando la técnica de espectros-
vo mafraz. S€ inyectaron £ m' de (©. copia de centelleo liquido. La velocidad

M), colocando el frasco de manera que eIde lipogénesis se reporta como nmol de
KOH no contacte con las células pero Cap'lipidos/hora millén de células

ture el CQremanente en el frasco de culti-
vo. Una hora despues, el KOH.fue renradoEstadistica. Se utiliz6 un disefio comple-
e inyectado en sU respectivo. matraz, qne aleatorizado, con tres réplicas por
erlenmgygr. Se realiz6 otro Igvado con PBSexperimento. Cada réplica se hizo por
Y, por ultimo, una vez reunidos todos IOSquintuplicado. El analisis de la significan-
voldmenes se adiciono 100 pl de HS?'@” cia entre las réplicas de un mismo experi-
M) en el matraz erlenmeyer, con objeto de

idif | di Tatili ¥CO mento se hizo utilizando el test “t” de
aciaificar el medio y volatiizar € 2 Student. Para determinar los efectos de los

que luego es capturado por la hiamina. ESt%iferentes factores considerados se hicie-

proceso dura 1 hora. ron comparaciones multiples utilizando el
A continuacion se recogieron todos los tu-analisis de varianza (ANOVA). Este anali-

bos Eppendorf que contienen el hidroxido S'S |ncluye_el test F. Las comparaciones
de hiamina, se colocaron en viales y se Ies'ent.re los diferentes tratamientos se hizo
adicion6 5 ml de liquido de centelleo, Seapllcqndo la prueba de D%’”‘?’?‘“ para los
agitaron por 30 segundos y se dejaron erfXperimentos cuyo F fue significativo.
reposo 16 horas para medir las desintegra-

ciones por minuto (dpm) utilizando la téc- RESULTADOS

nica de espectroscopia de centelleo liquido.

La velocidad de respiracion se reporta comdJtilizacion de [U-*“C]-acetato, [1+C]-
nmol CQ/hora/millén de células. acetato y [2#‘C]-acetato por las neuronas.

Cuantificacién de lipidos. Para hacer la Con el objeto de comprender los resulta-
determinacioén de la incorporacién de losdos obtenidos, en la figura 1 se muestra el
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Figura 1. Destino de los carbonos marcados a partir de acetato en neuronas.

77



Universitas Scientiarum - Edicion especial, Vol 11, 73-86

destino de los carbonos marcados a partifp<0.05). El analisis de varianza no revel6
de acetato para la sintesis de glutamatajiferencias significativas entre los valo-
aspartato y citrato. En la tabla 1 se indica laes de lipogénesis entre el JC]-acetato
utilizacién del acetato por parte de lasy el [2-“C]-acetato.
neuronas tanto para la respiracion como
para la lipogénesis. Es evidente que las neuronas utilizan mas
el acetato para respiracion que para lipogé-
En la figura 1 aparecen los diferentesnesis (véase tabla 1), indicando la existen-
isotgpémeros de cada uno de los princi-cia de la AceCS2, y que el fAC]-acetato y
pales sustratos que se pueden producir @ [2-“C]-acetato, tienen la misma capaci-
partir de [U%‘C]-acetato via acetil-CoA dad oxidativa y lipogénica. Adicionalmen-
sintetasa(AceCS) en sus isoformas mito- te, cuando se incuba con [¢C]-acetato
condrial (AceCS2) (EC 6.2.1.1) y citosélica hay una mayor probabilidad de “perder”
(AceCS) (EC 6.2.1.13). Se resaltan las des- carbonos marcados via glutamato que cuan-
carboxilaciones de los carbonos #C(l) do se incuba con acetato marcado*€l
por accién de la enzima malica (mMME) y elo enC2, por lo cual la respiracién con [U-
complejo piruvato deshidrogenasa (CPDH)“C]-acetato, es menor comparada con los
en la primera vuelta en el ciclo de los aci-datos obtenidos para [iC]-acetato y [2-
dos tricarboxilicos (TCA) y en la segunda!‘C]-acetato.
vuelta a través del TCA. Los carbonos 2
(**C2) se descarboxilan por accién de laLa lipogénesis se ve incrementada cuando
enzima malica (mME) y el complejo se utiliza [1¥*C]-acetato y [2“C]-acetato
piruvato deshidrogenasa (CPDH) despuéslemostrando que existe una pérdida signi-
de la segunda vuelta y a través del TCA efficativa de carbonos para la sintesis de glu-
la tercera vuelta. Notese que los isotop6tamato cuando se utiliza [¥U]-acetato. No
meros de aspartato, glutamato y GABAobstante, al utilizar [J‘C]-acetatadeberia
guedan mas marcados ct€2, lo que dis- existir una mayor probabilidad de que es-
minuiria la posibilidad de ser detectadostos carbonos puedan salir de la mitocon-
como CQ o como lipidosB. Se resalta la dria via citrato o via NAA contribuyendo
contribucion de los isotopémeros de citrato,de una forma significativa para la sintesis
nétese que quedan mas marcados40R, de lipidos en el citosol. Los resultados re-
lo que aumentaria la posibilidad de tenewelan que cuando se utiliZ1 6 “C2 es
acetil-CoA marcado en el citosol, comoevidente una menor pérdida de carbonos
precursor de lipidos. via glutamato y que la sintesis de lipidos
estaria soportada, en principio por la ruta
Se observo que la velocidad de oxidaciérdel citrato y la actividad de la AceCS2,
de [U+4C]-acetato es 0.41 y 0.56 veces massiendo esta Ultima una ruta lipogénica im-
baja a la del [1#C]-acetato y la del [2- portante durante el desarrollo de las
tC]-acetato respectivamente. Estas difeneuronas.
rencias fueron significativas (p<0.05). El

analisis de varianza no revelé diferenciassfecto de diferentes inhibidores sobre
significativas entre los valores de oxida-|5 capacidad de utilizacion de [U“C]-

cion entre el [I“Cl-acetato y el [2“C]-  zcetato, [134C-acetato y [224C]-acetato
acetato. En cuanto la lipogénesis, sgor |as neuronas

observd que el [U*C]-acetato es 0.78 y

0.81 veces mas baja a la del {C}-acetato En la tabla 1 se presentan los resultados de
y al [2-'“C]-acetato respectivamente. Es-las velocidades de respiracion y lipogénesis
tas diferencias fueron significativas de la incubacion de neuronas con G}
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Tabla 1

Velocidades de respiracion y lipogénesis obtenidas a partir de la incubacion con
[U-%4C]-acetato, [1!“C]-acetato y [2#C]-acetato en neuronas quiescentes procedentes
de cultivo primario, en ausencia y presencia de inhibidor. DCA (dicloroacetato); AOA
(aminooxiacetato); a-CN (a-ciano-4-hidroxicinnamato); BM (butilmalonato);

BT (1,2,3-benceno tricarboxilato)

RESPIRACION (nmol de carbonos incorporados a CQh/10 células)

Sustrato Sin € -CN +DCA +AOA +BM +BT
inhibidor

* * *
[U-C] 178 £+ 0.24| 164 +£023 228+035 266+0836 173+0.25 1.13 #0.20
-acetato

* * *
[1-4C]- 252 £0.31| 2.29 £ 0.43 5.56 +0.44 | 3.42 £ 0.33| 4.43 £+ 0.68 2.55* 0.43
acetato

* * * * *

[2-%4C]- 279 +£047| 166 +£020 189+0.15 130+0{23 225+ (.39 1.22+0.20
acetato

LIPOGENESIS (nmol de carbonos incorporados a lipidos/h/Bxélulas)

Sustrato Sin + -CN +DCA +AOA +BM +BT
inhibidor

* * * * *
[U-¥C]- 0.47 £ 0.06 | 0.57 +0.06 | 0.71 £ 0.06 | 0.54 £ 0.071 082+ 0.10 0.35+0
acetato

* *

[1-C]- 084 +£0.14| 079 +£0.13 136+0.183 116+0[2 0.77+0.10 084 +
acetato

* * *
[2-%4C]- 0.85+0.09| 1.12+0.1§ 081+0.11 0.70+0[0 1.07+0.12 041+
acetato

* Diferencias significativas (p<0.05) con respecto al tratamiento sin inhibidor.

acetato, [1*¥C]-acetato y [2“C]-acetato,
sin y con los diferentes inhibidores.

El a-ciano-4-hidroxicinnamatoo-CN) ha

05

0.13

0.05

tos. Al comparar los resultados sin y @on

CN de los tres radioisétopos se encontré
una disminucion en la respiracién de las

neuronas. Sin embargo, soélo al utilizar el

sido reportado como un inhibidor especi- a-CN con [23C]-acetato hay una dismi-
fico de transportadores de monocarboxila- nucién significativa (p<0.05).
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En cuanto al efecto del-CN en los culti-  Como se observé un mantenimiento en la
vos primarios de neuronas incubados conyelocidad de respiracién, indica que en
[U-*Cl-acetato y [1“C]-acetato se obser- estas circunstancias, la AceCS2 activa su
v6 una disminucion en la respiracion; sinfuncion anaplerédtica, asegurando el man-
embargo, no se encontraron diferencias efenimiento del reservorio de acetil-CoA. La
la respiracion con respecto al sustrato sinipogénesis con [U4C]-acetato aumenté
inhibidor. Estos resultados indican que elp.21 veces con respecto al mismo sustrato
a-CN a la concentracion que se trabajé (2sin a-CN. Con [2¥C]-acetato se presento
mM) no tuvo un efecto téxico, las neuronasun aumento de 0.31 veces con respecto al
mantuvieron su actividad respiratoria y mismo sustrato sin el inhibidor. Estas dife-
lipogénica. No obstante, cuando se com—rencias alcanzaron a ser significativas
paran los resultados de las incubacionegp<0.05). Con [1¥C]-acetato no se encon-
con [2#C]-acetato sin y con inhibidor, se traron diferencias significativas con respec-
present6 una disminucién de 0.68 veces comp al sustrato sin inhibidor. El efecto
el a-CN, esta diferencia fue significativa inhibitorio del a-CN en el transporte de
(p<0.05). Este resultado manifiesta un efec-monocarboxilatos en la membrana mito-
to sobre el transportador de monocarboxi-condrial de neuronas, se evidencia de igual
latos a nivel mitocondrial que se evidenciamanera en cuanto a la incorporacién en
en el incremento en la lipogénesis cuanddipidos, ya que el transporte de acetato
se usa el inhibidor. citosolico hacia la mitocondria es parcial-
mente inhibido, y en consecuencia se acti-
Teniendo en cuenta que no se observé unga la ruta de sintesis de acetil CoA via
variacion significativa en las velocidades AceCS1, presentandose un aumento signi-
de respiracion con o sin este inhibidor, esficativo en la sintesis de lipidos. El aumen-
evidente entonces que @tCN no actia to significativo en la lipogénesis, se
sobre el transportador de acetato a nivel dgresenta ademas, porque al bloquear la en-
la membrana plasmatica, esta observacionrada de piruvato endégeno a la mitocon-
es apoyada por los resultados reportadogria se facilita la sintesis de acetil-CoA
en incubaciones similares realizados conmarcado proveniente del acetato marcado
sinaptosomas en donde no se observarogia AceCS2 y via enzima maélica mitocon-
diferencias en la absorcion del acetato mardrial (mME), aumentando asi la sintesis
cado con o sim-CN (Waniewski y Martin,  de citrato, especialmente del marcado en
1998). 14C2, para la lipogénesis (véase figura 1).

De otra parte, ett-CN tuvo un efecto en Por otro lado, se utilizé dicloroacetato
cuanto al transporte de monocarboxilatos(DCA) que es un inhibidor de la piruvato
a nivel de membrana mitocondrial, que sedeshidrogenasa quinasa la cual cataliza
evidencia en una disminucion en la respi-la fosforilacién de la piruvato deshidro-
racion cuando se uséfC]-acetato en pre- genasa (E1) del complejo piruvato deshi-
sencia den-CN (2 mM). Estos resultados drogenasa (CPDH), al no poder fosforilar
coinciden con experimentos hechos enesta enzima el efecto neto es una activa-
sinaptosomas que fueron incubados con [1¢ién del complejo y en consecuencia, se
14C]-acetato en presencia deCN (10 mM), activa el paso de piruvato a acetil CoA.
que presentaron una disminucién signifi- En cuanto al efecto del DCA en la respi-
cativa en cuanto a la produccion de CO racion de las neuronas incubadas con [U-
indicando una inhibicién selectiva del **C]-acetato y [14C]-acetato se encontré
transporte de monocarboxilatos a nivelun aumento de 0.28 y 1.20 veces respec-
mitocondrial (Waniewski y Martin, 1998). tivamente con respecto al sustrato sin
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inhibidor, estas diferencias fueron signi- **C2 desprendidos via enzima maélica y
ficativas (p<0.05). Cuando las neuronasCPDH o, se puede presentar que con el trans-
fueron incubadas con [ZC]-acetato, se curso del tiempo se acumule acetil-CoA
encontré una disminucion en la respira-que podria inhibir el TCA si no hay sufi-
cién de 0.48 veces con respecto al sustratgiente oxalacetato para mantener la respi-
sin inhibidor, el analisis de varianza re- racién, ya que parte de este oxalacetato
velé diferencias significativas entre es- puede irse para la sintesis de aspartato. Adi-
tos valores (p<0.05). Teniendo en cuentacionalmente, el TCA, se controla entre otros
que el sustrato que se les esta adicionanaspectos por la inhibicién por productos,
do al cultivo durante la incubacién es como el acetil-CoA y el NADH, que serian
acetato, y el metabolismo de éste no egproducidos por la oxidacion del piruvato
afectado directamente por el aumento ddanhibiendo al complejo enzimético. Enton-
la actividad del CPDH, es posible pensarces, es posible que por esta inhibiciéon, se
que exista una ruta que aumente elpresenten menos desprendimientos de
reservorio de piruvato marcado a partir “CO, por unidad de tiempo, y los carbonos
de acetato. que se ven afectados en este caso son los

carbonos“C2 que son los que tienen ma-
La produccién de piruvato neuronal es al-yor probabilidad de marcar los intermedia-
tamente activa, dando cuenta de aproximarios del TCA. La lipogénesis con [VE]-
damente una tercera parte del metabolismacetato y [1*C]-acetato aumenté de 0.51
oxidativo del piruvaton vitro (Hassel y y 0.62 veces respectivamente, con respec-
Brathe, 2000). Esta produccion es posibleto al mismo sustrato sin inhibidor, el anali-
via enzima malica (mME) (EC 1.1.1.40), sis de varianza revela diferencias significa-
gue oxida el malato mitocondrial en tivas entre estos valores (p<0.05). Con
piruvato (Bakkenget al., 1997; Vogel,et [2-*C]-acetato no se encontré diferencias
al., 1998a; Vogelet al, 1998b; Hassel, significativas (p<0.05) en la lipogénesis
2000). Adicionalmente, se ha demostradocon respecto al sustrato sin DCA. La lipo-
que en cerebro inmaduro aumenta el megénesis aumenta con [¥c]-acetato y [1-
tabolismo del piruvato (Milleret al, 14ClJ-acetato debido al aumento en la acti-
1990). vidad del CPDH, que incrementaria la

cantidad de citrato marcado que sale de la
Los resultados evidencian la produccionmitocondria para la sintesis de lipidos. La
de piruvato via enzima malica ya que lasintesis de glicerol-3-fosfato (Gli-3-P) pro-
oxidacién aumenta debido al incrementoducto del citrato proveniente de la mito-
la actividad del CPDH, que favorece el pasocondria podria aumentar favoreciendo la
de piruvato a acetil-CoA. La activacion de lipogénesis. EI mantenimiento en la lipo-
la enzima malica, genera una mayor pro-génesis cuando se incuba con?'fe]-
duccion deCO, a partir de los carbonos acetato, asumiendo que se disminuye la
1C1 del malato (via mME) y del piruvato salida de citrato marcado en C2, estaria so-
(via CPDH), que se evidencia en el aumenportada por la AceCS1 y confirmaria los
to significativo de la respiracion con [1- resultados obtenidos canCN.
14C]J-acetato.

Otro inhibidor usado fue el aminooxiace-
La disminucién que se presenta en la respitato (AOA), el cual es un inhibidor especi-
racion con [2¥C]-acetato se debe posible- fico de las enzimas piridoxal-fosfato
mente a dos factores: 164C2 se descar- dependientes en el cerebro tales como, la
boxilan a partir de la segunda vuelta en elalanina aminotransferasa, la glutamato
TCA por lo que hay una menor cantidad dedescarboxilada y la GABAea -cetogluta-
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rato transaminasa (Flingt al, 1991). Asi, de a-KG via glutamato deshidrogenasa
en corazon, higado y cerebro, el inhibidorque se activaria en estas circunstancias
actla también sobre la aspartato aminoexperimentales. La lipogénesis con [U-
transferasa tanto en el citosol como en el*C]-acetato y con [24C]-acetato aumen-
compartimento mitocondrial. La asparta- taron 0.15 y 0.38 veces respectivamente
to aminotransferasa es un componenteen relacién al mismo sustrato sin inhibi-
esencial de la lanzadera malato-aspartataor, estos incrementos fueron significati-
la cual es el principal intermediario del vos (p<0.05), y se explican si se tiene en
transporte de electrones del NADH cito- cuenta un aumento en la sintesis de citrato,
sélico hacia el interior de la mitocondria. debido al aumento en la velocidad del
El AOA impide el paso de oxalacetato TCA, adicionalmente es posible ver el efec-
(OAA) a aspartato con lo cual aumenta elto de la acetil-CoA-sintetasa citosdlica
reservorio de OAA en la célula, y en con- (AceCS1) en la sintesis de acetil-CoA que
secuencia se evita la disminucién de estesera usado para la sintesis de lipidos, puesto
sustrato limitante del TCA, se esperaria unque esta ruta podria verse favorecida si se
aumento en la velocidad de respiraciontiene en cuenta que el reservorio de acetil-
de las células y el consecuente aument€oA mitocondrial se encuentra aumenta-
de citrato para la sintesis de lipidos. Endo con este inhibidor. Por otro lado, con
cuanto al efecto del AOA en la respiracion [2-1“C]-acetato la lipogénesis disminuyé
de cultivos primarios de neuronas incuba-significativamente 0.21 veces, con respec-
dos con [U*C]-acetato y [1¥C]-acetato to al mismo sustrato sin inhibidor, esta dis-
se encontr6 un aumento significativo minucidon se puede explicar si se tiene en
(p<0.05) de 0.49 y 0.36 veces respectivacuenta la mayor probabilidad que existe
mente con respecto al sustrato sin inhibi-de perder*C2, para la sintesis de gluta-
dor. El efecto neto inmediato de la adicibnmato al activarse la glutamato deshidro-
de AOA en los cultivos primarios de genasa (véase figura 1). Estos resultados
neuronas, e€s un aumento en los reservoestan sefialando la poca importancia de la
rios de OAA y de acetil-CoA que se pre- ruta del NAA como precursor lipogénico
senta al inhibir la lanzadera aspartato/en las neuronas en desarrollo, como ha sido
malato evitando la sintesis de NAA. El au- propuesto en trabajos previos con lactato
mento en estos reservorios hace que se pr¢Tovar et al.,, 2005; Tovaret al.,, 2001,
sente un aumento en la velocidad delTovar, 1995).

TCA, al igual que en la sintesis de citrato,

debido a esto se presenta un aumento ebn inhibidor adicional fue el butiimalona-
la respiracion con [U4C]-acetato y con to (BM), el cual actia a nivel de los trans-
[1-C]-acetato. Este ultimo resultado sus-portadores de dicarboxilatos como malato,
tenta una alta actividad de la enzimaa-KG y NAA, ademas, inhibe el transporte
malica para mantener los reservorios dedel citrato aunque no especificamente
piruvato, indispensables para la respira-(Palmieri,et al, 1972; Meijer y Van Dam,
cion ya que se obtiene un aumento signi-1974). En cuanto al efecto del BM en los
ficativo en las descarboxilaciones con cultivos primarios de neuronas incubados
14C1. Al comparar el efecto sin y con AOA, con [U+C]-acetato no se encontraron dife-
las incubaciones con [Z€]-acetato pre- rencias significativas (p<0.05) en la velo-
sentaron una disminucion en la respira-cidad de respiraciéon con respecto al sustrato
cion de 1.14 veces, siendo significativa sin inhibidor. El efecto inmediato de la adi-
esta diferencia (p<0.05), posiblementecién de BM en los cultivos primarios de
debida a la mayor probabilidad de perderneuronas, es un aumento en el reservorio
14C2 para la sintesis de glutamato a partirde oxalacetato (OAA), el cual se presenta
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debido al aumento en los reservorios depara la sintesis de acetil-CoA via AceCS1.
malato y a-cetoglutarato, la acumulacionEn este caso la lipogénesis que se observa
de NAA y algo de citrato en la mitocon- seria por la contribucién del citrato que al-
dria. El aumento en el reservorio de OAA, canza a salir y del acetato metabolizado
trae como consecuencia un aumento en laia AceSC1. Los resultados indican la im-
velocidad del TCA, y un aumento en la sin-portancia de esta Ultima ruta lipogénica en
tesis de citrato. Al inhibir el transporte de las neuronas.
NAA, se presentaria un aumento en el
reservorio de acetil-CoA, el cual favorece- Se incubd también en presencia de 1,2,3-
ria el aumento en la respiracion, posible-bencenotricarboxilato (BT), que es un
mente por inhibicion de la sintesis de NAA inhibidor del transporte de tricarboxila-
al no poder ser exportado al citosol. Entos. Inhibe el transporte de citrato e
cuanto al efecto del BM en las neuronasisocitrato a nivel de membrana mitocon-
incubadas con [1C]-acetato se encontré drial. En cuanto al efecto del BT en los
un aumento significativo (p<0.05) en la cultivos primarios de neuronas incuba-
velocidad de respiracion de 0.76 veces cordos con [U¥C]J-acetato y [2¥C]-acetato
respecto al sustrato sin inhibidor. Cuandose encontré una disminucion en la velo-
las neuronas fueron incubadas cor*(Z  cidad de respiracion de 0.57 y 1.28 ve-
acetato, se encontré una disminucion sigces respectivamente en relacion al
nificativa (p<0.05) en la velocidad de mismo sustrato sin inhibidor, estos re-
respiracion de 0.24 veces con respecto asultados muestran diferencias significa-
sustrato sin inhibidor. Los resultados entivas (p<0.05). Con [}C]-acetato no se
respiracion con [14C]-acetato, indican de encontraron diferencias significativas en
nuevo la importancia de la carboxilacién la respiracién con respecto al sustrato sin
del piruvato, via enzima malica, ya que seinhibidor. La salida de citrato e isocitrato
obtiene un aumento muy significativo en de la mitocondria se bloguea con este
las descarboxilaciones cdfC1l. La dismi- inhibidor, por lo tanto, hay un aumento
nucién en la respiracion a partir de'fg]-  en la concentracién de los productos del
acetato es explicable si se tiene en cuentd CA, lo cual indica un elevado estado
la fuga de carbond$C2 que se van para la energético de la célula, y por tanto, me-
sintesis de glutamato a partir deKG via  nos necesidad de produccién de energia
glutamato deshidrogenasa que se activarig en consecuencia una disminucién en la
en estas circunstancias experimentales. Laelocidad de respiracion en los experi-
lipogénesis con [U4Cl-acetato y [2C]-  mentos realizados con acetato. Los resul-
acetato aumentaron significativamentetados en respiracion con [4C]-acetato,
(p<0.05) en 0.74 y 0.25 veces, respectiva+atifican de nuevo la importancia de la
mente en relacion al mismo sustrato sin BM.carboxilacion del piruvato, via enzima
Con [1#C]-acetato la lipogénesis no mos- mélica, ya que se mantienen las descar-
tré diferencias significativas (p<0.05) con boxilaciones cont*C1, aun cuando la
respecto al mismo sustrato sin inhibidor. velocidad del ciclo esté disminuida. La
disminucion en la respiracion y en la li-
Con la adicion de BM la ruta lipogénica pogénesis a partir de [2€]-acetato es
del NAA se encuentra inhibida y el trans- explicable si se tiene en cuenta la fuga
porte de citrato de la mitocondria al citosol de carbono$‘C2 que se van para la sinte-
puede estar restringido hasta en un 54%sis de glutamato o aspartato, la cual se
(Palmieri, et al, 1972; Meijer y Van Dam, favoreceria por la acumulacion de citrato
1974), con lo cual es evidente la activa-precursor dela-cetoglutarato, o por la
cion de otra ruta lipogénica desde acetatacumulacién de OAA precursor de aspar-
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tato. La lipogénesis con [WYC]-acetato demuestra un gran escape de carbonos del
y [2-1“C]-acetato disminuyé 0.34 y 1.07 ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA),
veces con respecto al mismo sustrato sircomo oxalacetato para la sintesis de aspar-
BT; el analisis de varianza revela dife- tato (precursor de NAA y NAAG) g-ceto-
rencias significativas entre estos valoresglutarato para la sintesis de glutamato
(p<0.05). En cuanto al efecto del BT en (precursor de GABA y NAAG).
la lipogénesis de cultivos primarios de
neuronas incubados con fAC]-acetato Se evidencio una alta actividad anaplero-
no se encontraron diferencias significa-tica al utilizar [11“C]-acetato, sobre todo
tivas con respecto al sustrato sin inhibidorcuando las neuronas requieren mantener los
(p<0.05). reservorios de oxalacetato y acetil-CoA
para mantener la respiracion. Estos resultados
La ruta lipogénica a partir de citrato se sefialan a la acetil-CoA sintetasa (AceCS2) y
encuentra bloqueada con la adicion della enzima malica (mME) mitocondriales,
BT. Los resultados demuestran la activi-como enzimas claves pamantener el fun-
dad de la AceCS1 en la utilizaciéon del cionamiento de las neuronas.
acetato citosélico y su posterior conver-
sion en acetil-CoA para la sintesis deA pesar de que los resultados indican que
lipidos. Como el inhibidor también dis- en las neuronas hay actividad de la ATP-
minuye la salida de isocitrato, el efecto encitrato liasa que posiblemente es la ruta mas
el citosol es una disminucién de los importante para la sintesis de lipidos, tam-
NADPH via deshidrogenasa-NADP depen-bién se detecta una contribucion importante
diente, que se necesitarian para la sintesipara la lipogénesis a partir de la acetil-CoA
de lipidos, lo cual indica la importancia sintetasa citosélica (AceCS1).
de esta ruta para la lipogénesis en las
neuronas en desarrollo. De estos resultatos resultados indican que la lanzadera del
dos se puede deducir que la sintesis d&-acetil-L-aspartato (NAA), no es una ruta
lipidos desde acetato en las neuronas elipogénica importante durante esta etapa
desarrollo, obedeceria a una contribuciondel desarrollo de las neuronas, posiblemen-
de dos rutas importantes; la ruta del citratote porque el aminoacido estaria siendo uti-
y la ruta via AceSC1. lizado para la sintesis de NAAG.

CONCLUSIONES Se confirma que la lanzadera del aspartato/
malato es la principal ruta para la sintesis
Las neuronas pueden metabolizar acetatale glutamato en las neuronas, y que la in-
como sustrato oxidativo y lipogénico en hibicién de esta ruta posiblemente activa
el modelo de rata, lo que permite pensada glutamato deshidrogenasa para mante-
gue este sustrato puede llegar a ser impomer los requerimientos de glutamato de la
tante para ayudar a mantener estas dos ac€lula.
tividades metabodlicas en la prelactancia
del ser humano, posiblemente ayudanddCon el uso del acetato se abre todo un
al reciclaje de carbonos, indispensable parabanico de posibilidades metabdlicas de
mantener la sintesis de neurotransmisoregmportancia radical en el reciclaje del
y la lipogénesis. mismo a partir de neurotransmisores como
acetilolina, neuromoduladores como el N-
La utilizacién de [U¥C]l-acetato y [24C]  acetil-aspartil-glutamato (NAAG) y ami-
confirma que en las neuronas es prioritarionoacidos como el N-acetil aspartato (NAA)
la sintesis de neurotransmisores, ya que sde los cuales no se conoce mucho a cerca
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