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RESUMEN

En la transición a la vida extrauterina, el recién nacido sufre un período de ayuno (prelactancia) que
transcurre entre el cese de la nutrición placentaria y la instauración de la lactancia. El gasto de energía por
las neuronas es tan alto en estas circunstancias, que la glucogenólisis es incapaz de restablecer los niveles
de glucosa en la sangre. En consecuencia, durante la prelactancia debe haber otros sustratos energéticos
y lipogénicos, que adicionalmente ayuden a mantener la síntesis 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 oxidación y lipogénesis en cultivos quiescentes
de neuronas fetales de rata incubadas con acetato (5 mM), [1-14C]-acetato, [2-14C]-acetato y [U-14C]-
acetato (200-300 dpm/nmol). Adicionalmente, se utilizaron inhibidores enzimáticos como el dicloroacetato
(1 mM) y el aminooxiacetato (5 mM), e inhibidores del transporte como el α-ciano-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 más como sustrato
energético que lipogénico, lo que nos permite pensar que este sustrato puede llegar a ser más importante
para ayudar a mantener el metabolismo oxidativo, favoreciendo el reciclaje de carbonos en la prelactancia.
Adicionalmente, se evidenció con el uso de [1-14C]-acetato una alta actividad anaplerótica sobre todo
cuando las neuronas requieren mantener los reservorios de oxalacetato y acetil-CoA para mantener la
respiración. Estos resultados señalan a la acetil-CoA sintetasa (AceCS2) y la enzima málica (mME)
mitocondriales, como enzimas claves para mantener el funcionamiento de las neuronas en la prelactancia.

Con el uso de [2-14C]-acetato, los resultados sugieren que las neuronas tienen un alto requerimiento de
carbonos, principalmente para la síntesis de neurotransmisores. Adicionalmente, la lipogénesis está sopor-
tada por la vía del citrato y la vía de la acetil-CoA sintetasa citosólica (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 gluconeogenesis
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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INTRODUCCIÓN

El desarrollo intrauterino y el nacimiento,
constituyen una secuencia de cambios fun-
cionales y anatómicos que tienen una base
molecular. El metabolismo cerebral no pue-
de interrumpirse ni siquiera por un corto
tiempo, debiéndose disponer de lo más
esencial para continuar el desarrollo de
sus estructuras básicas y la síntesis de neu-
rotransmisores. En la transición a la vida
extrauterina, el recién nacido sufre un pe-
ríodo de ayuno (prelactancia) que transcu-
rre entre el cese de la nutrición placentaria
y la instauración de la lactancia. Aunque la
prelactancia es de escasa duración, trans-
curre en un período crítico en especies, que
como la humana y la rata, presentan un de-
sarrollo cerebral incompleto en el momen-
to del nacimiento. Por ello se les conoce
como especies “no precoces”.

Durante la adaptación a la vida extrauterina,
el mantenimiento de la homeostasis ener-
gética resulta vital para la supervivencia
del recién nacido. El neonato puede sobre-
vivir con sus propias reservas hasta que la
leche materna le suministre los nutrientes
necesarios para su mantenimiento y desa-
rrollo. Sin embargo, el gasto de energía por

las neuronas es tan alto en estas circunstan-
cias, que la glucogenólisis es incapaz de
restablecer los niveles de glucosa en la san-
gre. En consecuencia, durante este período
de adaptación deben haber otros sustratos
energéticos y lipogénicos. Para el desarro-
llo del cerebro durante la prelactancia se
ha demostrado que el lactato es un sustrato
fundamental y que el 3-hidroxibutirato lo
remplaza en la lactancia. La capacidad del
cerebro para utilizar acetato durante la
prelactancia, es desconocida y no hay com-
paraciones con otros sustratos alternativos
tales como la glucosa, cuerpos cetónicos y
glutamina. El acetato, que posiblemente se
sintetiza a partir del lactato en grandes can-
tidades en el período perinatal, puede ser
además, un producto de la degradación de
sustratos como el N-acetil-L-aspartato
(NAA), el N-acetil-L-aspartil-L-glutamato
(NAAG) y de la acetilcolina (ACh). En las
neuronas se ha sugerido que el NAA
mitocondrial es una fuente de grupos
acetilo para la síntesis de lípidos y posible-
mente de ACh. Adicionalmente, el NAA
como uno de los mecanismos más impor-
tantes para la transferencia de acetil-CoA
de la mitocondria al citosol en el SNC en
desarrollo.

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 mM), [1-14C]-acetate, [2-14C]-acetate and
[U-14C]-acetate (200-300 dpm/nmol). The enzyme inhibitors used were dichloroacetate (1 mM) and
aminooxyacetate (5 mM), and the transport inhibitors were α-cyano-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 of [1-14C]-acetate, 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 [2-14C]-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.
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El acetato y el NAA son metabolitos candi-
datos a ser compartimentados por las
neuronas y astrocitos. Se ha propuesto que
el acetato puede entrar en el ciclo de los
ácidos tricarboxílicos vía acetil-CoA
sintetasa (acetato tioquinasa)(EC. 6.2.1.1)
que lo convierte en acetil-CoA.

Este trabajo se enfocó en el estudio de pro-
cesos metabólicos intracelulares donde el
acetato puede estar involucrado, para esta-
blecer su importancia en el metabolismo
oxidativo y lipogénico de las neuronas
durante la prelactancia.

Los resultados del presente trabajo, indi-
can que las neuronas pueden metabolizar
acetato más como sustrato energético que
lipogénico, lo que nos permite pensar que
este sustrato puede llegar a ser más im-
portante para ayudar a mantener el meta-
bolismo oxidativo, favoreciendo el
reciclaje de carbonos en la prelactancia.
Adicionalmente, se evidenció con el uso
de [1-14C]-acetato una alta actividad ana-
plerótica sobre todo cuando las neuronas
requieren mantener los reservorios de
oxalacetato y acetil-CoA para mantener la
respiración. Estos resultados señalan a la
acetil-CoA sintetasa (AceCS2) y la enzima
málica (mME) mitocondriales, como
enzimas claves para mantener el funciona-
miento de las neuronas en la prelactancia.
Con el uso de [2-14C]-acetato, los resulta-
dos sugieren que las neuronas tienen un
alto requerimiento de carbonos, principal-
mente para la síntesis de neurotransmiso-
res. Adicionalmente, la lipogénesis en la
prelactancia estaría soportada por dos ru-
tas la vía del citrato y la vía de la acetil-
CoA sintetasa citosólica (AceCS1).

MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivos celulares. Cultivos primarios de
neuronas fueron preparados de cerebros de
fetos de 17.5 días de ratas albinas Wistar
(Saneto y De Vellis, 1987a; Cohen, 1995;

Tovar, 1995). Las células fueron sembradas
en frascos Roux con una densidad de 1.35
x 106 células/ml. Las células fueron mante-
nidas en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), al cual se le adicionó
bicarbonato de sodio anhidro (3.7 g/l) y
cloruro de potasio (1.86 g/l)(316 mOsm/kg
H

2
O) y fue suplementado con suero fetal

bovino (FBS) (10%), ampicilina, estrepto-
micina, anfotericina y penicilina a 37°C en
un incubador con 5% de CO

2.
 A los 7 días,

una vez las células formaron una capa con-
fluente y quiescente, fueron utilizadas para
los experimentos y para hacer el contaje
celular (Rose y Sinha, 1969; Kimelberg,
1983; Tabernero, et al., 1993).

Incubaciones. Con el objeto de conocer las
capacidades máximas del acetato como
precursor oxidativo y lipogénico, se utili-
zó medio de incubación Elliott (pH 7.38)
(Elliott, 1969) con acetato (5 mM) como
sustrato frío (Albarracín y Tovar, 2002) y
cada uno de los sustratos marcados: [U-14C]-
acetato, [1-14C]-acetato y [2-14C]-acetato,
para medir las velocidades oxidativas y
lipogénicas. Para estudiar el funcionamien-
to de las lanzaderas de carbono, es decir,
aquellos mecanismos de transporte de car-
bonos entre la mitocondria y el citosol, se
utilizó acetato (5 mM) y [U-14C]-acetato,
[1-14C]-acetato y [2-14C]-acetato (200-300
dpm/nmol) como sustratos y se usaron los
inhibidores enzimáticos como el dicloroace-
tato (DCA) y el aminooxiacetato (AOA) e
inhibidores del transporte como el α-ciano-4-
hidroxicinnamato (α-CN), el butilmalonato
(BM) y el 1,2,3-bencenotricarboxilato (BT).

De acuerdo al experimento se adicionaron,
los trazadores radiactivos en las siguientes
concentraciones: [U-14C]-acetato (1 µCi);
[1-14C]-acetato (1 µCi) y [2-14C]-acetato (1
µCi) a 1.5 ml del medio de incubación oxi-
genado por frasco Roux, con el sustrato frío
sin y con el inhibidor respectivo, se selló
herméticamente el frasco y se incubó 1 hora
a 37°C. En paralelo se llevaron frascos sin
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células pero con medio de incubación y
sustratos fríos y radiactivos. Estos frascos
sirvieron como blancos.

Cuantificación de CO2. Para capturar el
14CO

2
 producido durante la incubación se

empleó el método descrito por Sykes, con
algunas modificaciones (Sykes et al., 1986;
Edmond, et al. 1987). Para capturar el CO

2

se utilizó un eppendorf con 500 µl de hi-
dróxido de hiamina que se encontraba en
un matraz erlenmeyer. En el pocillo princi-
pal se adicionó 100 µl de KOH (10 M) des-
pués de lo cual se selló herméticamente con
un tapón de goma.

Sin destapar el frasco de cultivo, se extrajo
con una jeringuilla el medio de incubación
y se inyectó en el correspondiente matraz
erlenmeyer previamente preparado. Se lavó
la monocapa de células con PBS que, pos-
teriormente, fue recuperado en su respecti-
vo matraz. Se inyectaron 2 ml de KOH (0.3
M), colocando el frasco de manera que el
KOH no contacte con las células pero cap-
ture el CO

2 
remanente en el frasco de culti-

vo. Una hora después, el KOH fue retirado
e inyectado en su respectivo matraz
erlenmeyer. Se realizó otro lavado con PBS
y, por último, una vez reunidos todos los
volúmenes se adicionó 100 µl de HClO

4
 (5

M) en el matraz erlenmeyer, con objeto de
acidificar el medio y volatilizar el 14CO

2

que luego es capturado por la hiamina. Este
proceso dura 1 hora.

A continuación se recogieron todos los tu-
bos Eppendorf que contienen el hidróxido
de hiamina, se colocaron en viales y se les
adicionó 5 ml de líquido de centelleo, se
agitaron por 30 segundos y se dejaron en
reposo 16 horas para medir las desintegra-
ciones por minuto (dpm) utilizando la téc-
nica de espectroscopia de centelleo líquido.
La velocidad de respiración se reporta como
nmol CO

2
/hora/millón de células.

Cuantificación de lípidos. Para hacer la
determinación de la incorporación de los

sustratos en lípidos totales, se siguió el
método de Folch y colaboradores (1957),
con ligeras modificaciones (Folch, et al.
1957; Bolaños y Medina, 1992; Taberne-
ro, et al., 1993; Tovar, 1995). Para extraer
los lípidos, la monocapa de células se se-
paró del frasco de cultivo con ayuda de un
raspador en 1 ml de metanol, y se añadió a
un tubo que contiene 2 ml de cloroformo
(bidestilado). El tubo se agitó por 30 se-
gundos y se almacenó durante 16 horas en
el congelador. Posteriormente se centrifugó
(1500 x g, 15 min, 4°C) y se lavó con NaCl
(0.3%) saturado con cloroformo. Se realizó
una centrifugación en las condiciones an-
teriores, se retiró la fase acuosa y se recogió
la fase clorofórmica. Esta última fase se eva-
pora y el residuo lipídico se disolvió en
líquido de centelleo, se agitó mecánicamen-
te por 30 segundos y después de 24 horas,
se midió la radiactividad incorporada en
lípidos utilizando la técnica de espectros-
copia de centelleo líquido. La velocidad
de lipogénesis se reporta como nmol de
lípidos/hora /millón de células.

Estadística. Se utilizó un diseño comple-
tamente aleatorizado, con tres réplicas por
experimento. Cada réplica se hizo por
quintuplicado. El análisis de la significan-
cia entre las réplicas de un mismo experi-
mento se hizo utilizando el test “t” de
Student. Para determinar los efectos de los
diferentes factores considerados se hicie-
ron comparaciones múltiples utilizando el
análisis de varianza (ANOVA). Este análi-
sis incluye el test F. Las comparaciones
entre los diferentes tratamientos se hizo
aplicando la prueba de Duncan para los
experimentos cuyo F fue significativo.

RESULTADOS

Utilización de [U-14C]-acetato, [1-14C]-
acetato y [2-14C]-acetato por las neuronas.

Con el objeto de comprender los resulta-
dos 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.
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destino de los carbonos marcados a partir
de acetato para la síntesis de glutamato,
aspartato y citrato. En la tabla 1 se indica la
utilización del acetato por parte de las
neuronas tanto para la respiración como
para la lipogénesis.

 En la figura 1 aparecen los diferentes
isotopómeros de cada uno de los princi-
pales sustratos que se pueden producir a
partir de [U-14C]-acetato vía acetil-CoA
sintetasa (AceCS) en sus isoformas mito-
condrial (AceCS2) (EC 6.2.1.1) y citosólica
(AceCS) (EC 6.2.1.13) A. Se resaltan las des-
carboxilaciones de los carbonos 1 (14C1)
por acción de la enzima málica (mME) y el
complejo piruvato deshidrogenasa (CPDH)
en la primera vuelta en el ciclo de los áci-
dos tricarboxílicos (TCA) y en la segunda
vuelta a través del TCA. Los carbonos 2
(14C2) se descarboxilan por acción de la
enzima málica (mME) y el complejo
piruvato deshidrogenasa (CPDH) después
de la segunda vuelta y a través del TCA en
la tercera vuelta. Nótese que los isotopó-
meros de aspartato, glutamato y GABA
quedan más marcados con 14C2, lo que dis-
minuiría la posibilidad de ser detectados
como CO

2
 o como lípidos. B. Se resalta la

contribución de los isotopómeros de citrato,
nótese que quedan más marcados con 14C2,
lo que aumentaría la posibilidad de tener
acetil-CoA marcado en el citosol, como
precursor de lípidos.

Se observó que la velocidad de oxidación
de [U-14C]-acetato es 0.41 y 0.56 veces más
baja a la del [1-14C]-acetato y la del [2-
14C]-acetato respectivamente. Estas dife-
rencias fueron significativas (p<0.05). El
análisis de varianza no reveló diferencias
significativas entre los valores de oxida-
ción entre el [1-14C]-acetato y el [2-14C]-
acetato. En cuanto la lipogénesis, se
observó que el [U-14C]-acetato es 0.78 y
0.81 veces más baja a la del [1-14C]-acetato
y al [2-14C]-acetato respectivamente. Es-
tas diferencias fueron significativas

(p<0.05). El análisis de varianza no reveló
diferencias significativas entre los valo-
res de lipogénesis entre el [1-14C]-acetato
y el [2-14C]-acetato.

Es evidente que las neuronas utilizan más
el acetato para respiración que para lipogé-
nesis (véase tabla 1), indicando la existen-
cia de la AceCS2, y que el [1-14C]-acetato y
el [2-14C]-acetato, tienen la misma capaci-
dad oxidativa y lipogénica. Adicionalmen-
te, cuando se incuba con [U-14C]-acetato
hay una mayor probabilidad de “perder”
carbonos marcados vía glutamato que cuan-
do se incuba con acetato marcado en 14C1
o en 14C2, por lo cual la respiración con [U-
14C]-acetato, es menor comparada con los
datos obtenidos para [1-14C]-acetato y [2-
14C]-acetato.

La lipogénesis se ve incrementada cuando
se utiliza [1-14C]-acetato y [2-14C]-acetato
demostrando que existe una pérdida signi-
ficativa de carbonos para la síntesis de glu-
tamato cuando se utiliza [U-14C]-acetato. No
obstante, al utilizar [U-14C]-acetato debería
existir una mayor probabilidad de que es-
tos carbonos puedan salir de la mitocon-
dria vía citrato o vía NAA contribuyendo
de una forma significativa para la síntesis
de lípidos en el citosol. Los resultados re-
velan que cuando se utiliza 14C1 ó 14C2 es
evidente una menor pérdida de carbonos
vía glutamato y que la síntesis de lípidos
estaría soportada, en principio por la ruta
del citrato y la actividad de la AceCS2,
siendo esta última una ruta lipogénica im-
portante durante el desarrollo de las
neuronas.

Efecto de diferentes inhibidores sobre
la capacidad de utilización de [U-14C]-
acetato, [1-14C]-acetato y [2-14C]-acetato
por las neuronas

En la tabla 1 se presentan los resultados de
las velocidades de respiración y lipogénesis
de la incubación de neuronas con [U-14C]-
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Tabla 1
Velocidades de respiración y lipogénesis obtenidas a partir de la incubación con
[U-14C]-acetato, [1-14C]-acetato y [2-14C]-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)

RESPIRACIÓN (nmol de carbonos incorporados a CO2/h/106 células)

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

* * *
[U-14C] 1.78 ± 0.24 1.64 ± 0.23 2.28 ± 0.35 2.66 ± 0.36 1.73 ± 0.25 1.13 ± 0.20
-acetato

* * *
[1-14C]- 2.52 ± 0.31 2.29 ± 0.43 5.56 ±0.44 3.42 ± 0.33 4.43 ± 0.68 2.55 ± 0.43
acetato

* * * * *
[2-14C]- 2.79 ± 0.47 1.66 ± 0.20 1.89 ± 0.15 1.30 ± 0.23 2.25 ± 0.39 1.22 ± 0.20
acetato

LIPOGÉNESIS (nmol de carbonos incorporados a lípidos/h/106 células)

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

* * * * *
[U-14C]- 0.47 ± 0.06 0.57 ±0.06 0.71 ± 0.06 0.54 ± 0.07 0.82 ± 0.10 0.35 ± 0.05
acetato

* *
[1-14C]- 0.84 ± 0.14 0.79 ± 0.13 1.36 ± 0.13 1.16 ± 0.12 0.77 ± 0.10 0.84 ± 0.13
acetato

* * *
[2-14C]- 0.85 ± 0.09 1.12 ± 0.15 0.81 ± 0.11 0.70 ± 0.10 1.07 ± 0.12 0.41 ± 0.05
acetato

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

acetato, [1-14C]-acetato y [2-14C]-acetato,
sin y con los diferentes inhibidores.

El α-ciano-4-hidroxicinnamato (α-CN) ha
sido reportado como un inhibidor especí-
fico de transportadores de monocarboxila-

tos. Al comparar los resultados sin y con α-
CN de los tres radioisótopos se encontró
una disminución en la respiración de las
neuronas. Sin embargo, sólo al utilizar el
α-CN con [2-14C]-acetato hay una dismi-
nución significativa (p<0.05).
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En cuanto al efecto del α-CN en los culti-
vos primarios de neuronas incubados con
[U-14C]-acetato y [1-14C]-acetato se obser-
vó una disminución en la respiración; sin
embargo, no se encontraron diferencias en
la respiración con respecto al sustrato sin
inhibidor. Estos resultados indican que el
α-CN a la concentración que se trabajó (2
mM) no tuvo un efecto tóxico, las neuronas
mantuvieron su actividad respiratoria y
lipogénica. No obstante, cuando se com-
paran los resultados de las incubaciones
con [2-14C]-acetato sin y con inhibidor, se
presentó una disminución de 0.68 veces con
el α-CN, esta diferencia fue significativa
(p<0.05). Este resultado manifiesta un efec-
to sobre el transportador de monocarboxi-
latos a nivel mitocondrial que se evidencia
en el incremento en la lipogénesis cuando
se usa el inhibidor.

Teniendo en cuenta que no se observó una
variación significativa en las velocidades
de respiración con o sin este inhibidor, es
evidente entonces que el α-CN no actúa
sobre el transportador de acetato a nivel de
la membrana plasmática, esta observación
es apoyada por los resultados reportados
en incubaciones similares realizados con
sinaptosomas en donde no se observaron
diferencias en la absorción del acetato mar-
cado con o sin α-CN (Waniewski y Martin,
1998).

De otra parte, el α-CN tuvo un efecto en
cuanto al transporte de monocarboxilatos
a nivel de membrana mitocondrial, que se
evidencia en una disminución en la respi-
ración cuando se usó [114C]-acetato en pre-
sencia de α-CN (2 mM). Estos resultados
coinciden con experimentos hechos en
sinaptosomas que fueron incubados con [1-
14C]-acetato en presencia de α-CN (10 mM),
que presentaron una disminución signifi-
cativa en cuanto a la producción de CO

2
,

indicando una inhibición selectiva del
transporte de monocarboxilatos a nivel
mitocondrial (Waniewski y Martin, 1998).

Como se observó un mantenimiento en la
velocidad de respiración, indica que en
estas circunstancias, la AceCS2 activa su
función anaplerótica, asegurando el man-
tenimiento del reservorio de acetil-CoA. La
lipogénesis con [U-14C]-acetato aumentó
0.21 veces con respecto al mismo sustrato
sin α-CN. Con [2-14C]-acetato se presentó
un aumento de 0.31 veces con respecto al
mismo sustrato sin el inhibidor. Estas dife-
rencias alcanzaron a ser significativas
(p<0.05). Con [1-14C]-acetato no se encon-
traron diferencias significativas con respec-
to al sustrato sin inhibidor. El efecto
inhibitorio del α-CN en el transporte de
monocarboxilatos en la membrana mito-
condrial de neuronas, se evidencia de igual
manera en cuanto a la incorporación en
lípidos, ya que el transporte de acetato
citosólico hacia la mitocondria es parcial-
mente inhibido, y en consecuencia se acti-
va la ruta de síntesis de acetil CoA vía
AceCS1, presentándose un aumento signi-
ficativo en la síntesis de lípidos. El aumen-
to significativo en la lipogénesis, se
presenta además, porque al bloquear la en-
trada de piruvato endógeno a la mitocon-
dria se facilita la síntesis de acetil-CoA
marcado proveniente del acetato marcado
vía AceCS2 y vía enzima málica mitocon-
drial (mME), aumentando así la síntesis
de citrato, especialmente del marcado en
14C2, para la lipogénesis (véase figura 1).

Por otro lado, se utilizó dicloroacetato
(DCA) que es un inhibidor de la piruvato
deshidrogenasa quinasa la cual cataliza
la fosforilación de la piruvato deshidro-
genasa (E1) del complejo piruvato deshi-
drogenasa (CPDH), al no poder fosforilar
esta enzima el efecto neto es una activa-
ción del complejo y en consecuencia, se
activa el paso de piruvato a acetil CoA.
En cuanto al efecto del DCA en la respi-
ración de las neuronas incubadas con [U-
14C]-acetato y [1-14C]-acetato se encontró
un aumento de 0.28 y 1.20 veces respec-
tivamente con respecto al sustrato sin
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inhibidor, estas diferencias fueron signi-
ficativas (p<0.05). Cuando las neuronas
fueron incubadas con [2-14C]-acetato, se
encontró una disminución en la respira-
ción de 0.48 veces con respecto al sustrato
sin inhibidor, el análisis de varianza re-
veló diferencias significativas entre es-
tos valores (p<0.05). Teniendo en cuenta
que el sustrato que se les está adicionan-
do al cultivo durante la incubación es
acetato, y el metabolismo de éste no es
afectado directamente por el aumento de
la actividad del CPDH, es posible pensar
que exista una ruta que aumente el
reservorio de piruvato marcado a partir
de acetato.

La producción de piruvato neuronal es al-
tamente activa, dando cuenta de aproxima-
damente una tercera parte del metabolismo
oxidativo del piruvato in vitro (Hassel y
Brathe, 2000). Esta producción es posible
vía enzima málica (mME) (EC 1.1.1.40),
que oxida el malato mitocondrial en
piruvato (Bakken, et al., 1997; Vogel, et
al., 1998a; Vogel, et al., 1998b; Hassel,
2000). Adicionalmente, se ha demostrado
que en cerebro inmaduro aumenta el me-
tabolismo del piruvato (Miller, et al.,
1990).

Los resultados evidencian la producción
de piruvato vía enzima málica ya que la
oxidación aumenta debido al incremento
la actividad del CPDH, que favorece el paso
de piruvato a acetil-CoA. La activación de
la enzima málica, genera una mayor pro-
ducción de 14CO

2 
a partir de los carbonos

14C1 del malato (vía mME) y del piruvato
(vía CPDH), que se evidencia en el aumen-
to significativo de la respiración con [1-
14C]-acetato.

La disminución que se presenta en la respi-
ración con [2-14C]-acetato se debe posible-
mente a dos factores: los 14C2 se descar-
boxilan a partir de la segunda vuelta en el
TCA por lo que hay una menor cantidad de

14C2 desprendidos vía enzima málica y
CPDH o, se puede presentar que con el trans-
curso del tiempo se acumule acetil-CoA
que podría inhibir el TCA si no hay sufi-
ciente oxalacetato para mantener la respi-
ración, ya que parte de este oxalacetato
puede irse para la síntesis de aspartato. Adi-
cionalmente, el TCA, se controla entre otros
aspectos por la inhibición por productos,
como el acetil-CoA y el NADH, que serían
producidos por la oxidación del piruvato
inhibiendo al complejo enzimático. Enton-
ces, es posible que por esta inhibición, se
presenten menos desprendimientos de
14CO

2
 por unidad de tiempo, y los carbonos

que se ven afectados en este caso son los
carbonos 14C2 que son los que tienen ma-
yor probabilidad de marcar los intermedia-
rios del TCA. La lipogénesis con [U-14C]-
acetato y [1-14C]-acetato aumentó de 0.51
y 0.62 veces respectivamente, con respec-
to al mismo sustrato sin inhibidor, el análi-
sis de varianza revela diferencias significa-
tivas entre estos valores (p<0.05). Con
[2-14C]-acetato no se encontró diferencias
significativas (p<0.05) en la lipogénesis
con respecto al sustrato sin DCA. La lipo-
génesis aumenta con [U-14C]-acetato y [1-
14C]-acetato debido al aumento en la acti-
vidad del CPDH, que incrementaría la
cantidad de citrato marcado que sale de la
mitocondria para la síntesis de lípidos. La
síntesis de glicerol-3-fosfato (Gli-3-P) pro-
ducto del citrato proveniente de la mito-
condria podría aumentar favoreciendo la
lipogénesis. El mantenimiento en la lipo-
génesis cuando se incuba con [2-14C]-
acetato, asumiendo que se disminuye la
salida de citrato marcado en C2, estaría so-
portada por la AceCS1 y confirmaría los
resultados obtenidos con α-CN.

Otro inhibidor usado fue el aminooxiace-
tato (AOA), el cual es un inhibidor especí-
fico de las enzimas piridoxal-fosfato
dependientes en el cerebro tales como, la
alanina aminotransferasa, la glutamato
descarboxilada y la GABA- α -cetogluta-
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rato transaminasa (Flint, et al., 1991). Así,
en corazón, hígado y cerebro, el inhibidor
actúa también sobre la aspartato amino-
transferasa tanto en el citosol como en el
compartimento mitocondrial. La asparta-
to aminotransferasa es un componente
esencial de la lanzadera malato-aspartato
la cual es el principal intermediario del
transporte de electrones del NADH cito-
sólico hacia el interior de la mitocondria.
El AOA impide el paso de oxalacetato
(OAA) a aspartato con lo cual aumenta el
reservorio de OAA en la célula, y en con-
secuencia se evita la disminución de este
sustrato limitante del TCA, se esperaría un
aumento en la velocidad de respiración
de las células y el consecuente aumento
de citrato para la síntesis de lípidos. En
cuanto al efecto del AOA en la respiración
de cultivos primarios de neuronas incuba-
dos con [U-14C]-acetato y [1-14C]-acetato
se encontró un aumento significativo
(p<0.05) de 0.49 y 0.36 veces respectiva-
mente con respecto al sustrato sin inhibi-
dor. El efecto neto inmediato de la adición
de AOA en los cultivos primarios de
neuronas, es un aumento en los reservo-
rios de OAA y de acetil-CoA que se pre-
senta al inhibir la lanzadera aspartato/
malato evitando la síntesis de NAA. El au-
mento en estos reservorios hace que se pre-
sente un aumento en la velocidad del
TCA, al igual que en la síntesis de citrato,
debido a esto se presenta un aumento en
la respiración con [U-14C]-acetato y con
[1-14C]-acetato. Este último resultado sus-
tenta una alta actividad de la enzima
málica para mantener los reservorios de
piruvato, indispensables para la respira-
ción ya que se obtiene un aumento signi-
ficativo en las descarboxilaciones con
14C1. Al comparar el efecto sin y con AOA,
las incubaciones con [2-14C]-acetato pre-
sentaron una disminución en la respira-
ción de 1.14 veces, siendo significativa
esta diferencia (p<0.05), posiblemente
debida a la mayor probabilidad de perder
14C2 para la síntesis de glutamato a partir

de α-KG vía glutamato deshidrogenasa
que se activaría en estas circunstancias
experimentales. La lipogénesis con [U-
14C]-acetato y con [1-14C]-acetato aumen-
taron 0.15 y 0.38 veces respectivamente
en relación al mismo sustrato sin inhibi-
dor, estos incrementos fueron significati-
vos (p<0.05), y se explican si se tiene en
cuenta un aumento en la síntesis de citrato,
debido al aumento en la velocidad del
TCA; adicionalmente es posible ver el efec-
to de la acetil-CoA-sintetasa citosólica
(AceCS1) en la síntesis de acetil-CoA que
será usado para la síntesis de lípidos, puesto
que esta ruta podría verse favorecida si se
tiene en cuenta que el reservorio de acetil-
CoA mitocondrial se encuentra aumenta-
do con este inhibidor. Por otro lado, con
[2-14C]-acetato la lipogénesis disminuyó
significativamente 0.21 veces, con respec-
to al mismo sustrato sin inhibidor, esta dis-
minución se puede explicar si se tiene en
cuenta la mayor probabilidad que existe
de perder 14C2, para la síntesis de gluta-
mato al activarse la glutamato deshidro-
genasa (véase figura 1). Estos resultados
están señalando la poca importancia de la
ruta del NAA como precursor lipogénico
en las neuronas en desarrollo, como ha sido
propuesto en trabajos previos con lactato
(Tovar et al., 2005; Tovar et al., 2001;
Tovar, 1995).

Un inhibidor adicional fue el butilmalona-
to (BM), el cual actúa a nivel de los trans-
portadores de dicarboxilatos como malato,
α-KG y NAA, además, inhibe el transporte
del citrato aunque no específicamente
(Palmieri, et al., 1972; Meijer y Van Dam,
1974). En cuanto al efecto del BM en los
cultivos primarios de neuronas incubados
con [U-14C]-acetato no se encontraron dife-
rencias significativas (p<0.05) en la velo-
cidad de respiración con respecto al sustrato
sin inhibidor. El efecto inmediato de la adi-
ción de BM en los cultivos primarios de
neuronas, es un aumento en el reservorio
de oxalacetato (OAA), el cual se presenta
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debido al aumento en los reservorios de
malato y á-cetoglutarato, la acumulación
de NAA y algo de citrato en la mitocon-
dria. El aumento en el reservorio de OAA,
trae como consecuencia un aumento en la
velocidad del TCA, y un aumento en la sín-
tesis de citrato. Al inhibir el transporte de
NAA, se presentaría un aumento en el
reservorio de acetil-CoA, el cual favorece-
ría el aumento en la respiración, posible-
mente por inhibición de la síntesis de NAA
al no poder ser exportado al citosol. En
cuanto al efecto del BM en las neuronas
incubadas con [1-14C]-acetato se encontró
un aumento significativo (p<0.05) en la
velocidad de respiración de 0.76 veces con
respecto al sustrato sin inhibidor. Cuando
las neuronas fueron incubadas con [2-14C]-
acetato, se encontró una disminución sig-
nificativa (p<0.05) en la velocidad de
respiración de 0.24 veces con respecto al
sustrato sin inhibidor. Los resultados en
respiración con [1-14C]-acetato, indican de
nuevo la importancia de la carboxilación
del piruvato, vía enzima málica, ya que se
obtiene un aumento muy significativo en
las descarboxilaciones con 14C1. La dismi-
nución en la respiración a partir de [2-14C]-
acetato es explicable si se tiene en cuenta
la fuga de carbonos 14C2 que se van para la
síntesis de glutamato a partir de α-KG vía
glutamato deshidrogenasa que se activaría
en estas circunstancias experimentales. La
lipogénesis con [U-14C]-acetato y [2-14C]-
acetato aumentaron significativamente
(p<0.05) en 0.74 y 0.25 veces, respectiva-
mente en relación al mismo sustrato sin BM.
Con [1-14C]-acetato la lipogénesis no mos-
tró diferencias significativas (p<0.05) con
respecto al mismo sustrato sin inhibidor.

Con la adición de BM la ruta lipogénica
del NAA se encuentra inhibida y el trans-
porte de citrato de la mitocondria al citosol
puede estar restringido hasta en un 54%
(Palmieri, et al., 1972; Meijer y Van Dam,
1974), con lo cual es evidente la activa-
ción de otra ruta lipogénica desde acetato

para la síntesis de acetil-CoA vía AceCS1.
En este caso la lipogénesis que se observa
sería por la contribución del citrato que al-
canza a salir y del acetato metabolizado
vía AceSC1. Los resultados indican la im-
portancia de esta última ruta lipogénica en
las neuronas.

Se incubó también en presencia de 1,2,3-
bencenotricarboxilato (BT), que es un
inhibidor del transporte de tricarboxila-
tos. Inhibe el transporte de citrato e
isocitrato a nivel de membrana mitocon-
drial. En cuanto al efecto del BT en los
cultivos primarios de neuronas incuba-
dos con [U-14C]-acetato y [2-14C]-acetato
se encontró una disminución en la velo-
cidad de respiración de 0.57 y 1.28 ve-
ces respectivamente en relación al
mismo sustrato sin inhibidor, estos re-
sultados muestran diferencias significa-
tivas (p<0.05). Con [1-14C]-acetato no se
encontraron diferencias significativas en
la respiración con respecto al sustrato sin
inhibidor. La salida de citrato e isocitrato
de la mitocondria se bloquea con este
inhibidor, por lo tanto, hay un aumento
en la concentración de los productos del
TCA, lo cual indica un elevado estado
energético de la célula, y por tanto, me-
nos necesidad de producción de energía
y en consecuencia una disminución en la
velocidad de respiración en los experi-
mentos realizados con acetato. Los resul-
tados en respiración con [1-14C]-acetato,
ratifican de nuevo la importancia de la
carboxilación del piruvato, vía enzima
málica, ya que se mantienen las descar-
boxilaciones con 14C1, aún cuando la
velocidad del ciclo esté disminuida. La
disminución en la respiración y en la li-
pogénesis a partir de [2-14C]-acetato es
explicable si se tiene en cuenta la fuga
de carbonos 14C2 que se van para la sínte-
sis de glutamato o aspartato, la cual se
favorecería por la acumulación de citrato
precursor del α-cetoglutarato, o por la
acumulación de OAA precursor de aspar-
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tato. La lipogénesis con [U-14C]-acetato
y [2-14C]-acetato disminuyó 0.34 y 1.07
veces con respecto al mismo sustrato sin
BT; el análisis de varianza revela dife-
rencias significativas entre estos valores
(p<0.05). En cuanto al efecto del BT en
la lipogénesis de cultivos primarios de
neuronas incubados con [1-14C]-acetato
no se encontraron diferencias significa-
tivas con respecto al sustrato sin inhibidor
(p<0.05).

La ruta lipogénica a partir de citrato se
encuentra bloqueada con la adición del
BT. Los resultados demuestran la activi-
dad de la AceCS1 en la utilización del
acetato citosólico y su posterior conver-
sión en acetil-CoA para la síntesis de
lípidos. Como el inhibidor también dis-
minuye la salida de isocitrato, el efecto en
el citosol es una disminución de los
NADPH vía deshidrogenasa-NADP depen-
diente, que se necesitarían para la síntesis
de lípidos, lo cual indica la importancia
de esta ruta para la lipogénesis en las
neuronas en desarrollo. De estos resulta-
dos se puede deducir que la síntesis de
lípidos desde acetato en las neuronas en
desarrollo, obedecería a una contribución
de dos rutas importantes; la ruta del citrato
y la ruta vía AceSC1.

CONCLUSIONES

Las neuronas pueden metabolizar acetato
como sustrato oxidativo y lipogénico en
el modelo de rata, lo que permite pensar
que este sustrato puede llegar a ser impor-
tante para ayudar a mantener estas dos ac-
tividades metabólicas en la prelactancia
del ser humano, posiblemente ayudando
al reciclaje de carbonos, indispensable para
mantener la síntesis de neurotransmisores
y la lipogénesis.

La utilización de [U-14C]-acetato y [2-14C]
confirma que en las neuronas es prioritario
la síntesis de neurotransmisores, ya que se

demuestra un gran escape de carbonos del
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA),
como oxalacetato para la síntesis de aspar-
tato (precursor de NAA y NAAG) y α-ceto-
glutarato para la síntesis de glutamato
(precursor de GABA y NAAG).

Se evidenció una alta actividad anapleró-
tica al utilizar [1-14C]-acetato, sobre todo
cuando las neuronas requieren mantener los
reservorios de oxalacetato y acetil-CoA
para mantener la respiración. Estos resultados
señalan a la acetil-CoA sintetasa (AceCS2) y
la enzima málica (mME) mitocondriales,
como enzimas claves para mantener el fun-
cionamiento de las neuronas.

A pesar de que los resultados indican que
en las neuronas hay actividad de la ATP-
citrato liasa que posiblemente es la ruta más
importante para la síntesis de lípidos, tam-
bién se detecta una contribución importante
para la lipogénesis a partir de la acetil-CoA
sintetasa citosólica (AceCS1).

Los resultados indican que la lanzadera del
N-acetil-L-aspartato (NAA), no es una ruta
lipogénica importante durante esta etapa
del desarrollo de las neuronas, posiblemen-
te porque el aminoácido estaría siendo uti-
lizado para la síntesis de NAAG.

Se confirma que la lanzadera del aspartato/
malato es la principal ruta para la síntesis
de glutamato en las neuronas, y que la in-
hibición de esta ruta posiblemente activa
la glutamato deshidrogenasa para mante-
ner los requerimientos de glutamato de la
célula.

Con el uso del acetato se abre todo un
abanico de posibilidades metabólicas de
importancia radical en el reciclaje del
mismo a partir de neurotransmisores como
acetilcolina, neuromoduladores como el N-
acetil-aspartil-glutamato (NAAG) y ami-
noácidos como el N-acetil aspartato (NAA)
de los cuales no se conoce mucho a cerca
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de su papel en el desarrollo del sistema ner-
vioso.
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