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RESUMEN

El gasto energético es tan grande en el momento del nacimiento, que las neuronas no podrian sobrevivir
sin el soporte metabdlico de los astrocitos. Adicionalmente, la necesidad de neurotransmisores es tan alta
en la prelactancia, que sin la colaboracion metabdlica de los astrocitos seria imposible mantener los niveles
de intermediarios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos para mantener su sintesis.

Este trabajo se enfocé en el estudio de los procesos metabdlicos intracelulares de los astrocitos donde estd
involucrado el acetato para establecer su importancia en el metabolismo oxidativo y lipogénico durante
la prelactancia. Se incubaron cultivos quiescentes de astrocitos neonatales de rata con acetato (5 mM), [1-
14C]-acetato, [2-'*C]-acetato y [U-'“CJ-acetato (1 uCi) (200-300 dpm/nmol). Adicionalmente, se utiliza-
ron inhibidores enzimaticos como el dicloroacetato (I mM) y el aminooxiacetato (5 mM), e inhibidores
del transporte como el o-ciano-4-hidroxicinnamato (2 mM), butilmalonato (5 mM) y 1,2,3-
bencenotricarboxilato (5 mM).

Los resultados en su conjunto indican que los astrocitos 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 [1-'“C]-acetato una alta actividad anaplerética sobre todo
cuando los astrocitos requieren mantener los reservorios de oxalacetato y acetil-CoA para mantener la
respiracion. Estos resultados sefialan a la acetil-CoA sintetasa mitocondrial (AceCS2), la piruvato carboxilasa
(PC) y la enzima madlica citosdlica (¢cME), como enzimas claves para mantener el funcionamiento de los
astrocitos en la prelactancia.

Con el uso de [2-'*C]-acetato, los resultados sugieren que los astrocitos in vitro tienen un alto requerimien-
to de carbonos, principalmente para la sintesis de glutamina. Adicionalmente, la lipogénesis estaria
soportada por dos rutas la via del citrato y la via de la acetil-CoA sintetasa citosdlica (AceCS1).

Palabras clave: acetato, astrocitos, cerebro, lipogénesis, metabolismo, oxidacion.
ABSTRACT

The neurons might not survive at the moment of birth with out the metabolic input of the astrocytes, due
to the huge energy expenditure needed. In addition, the amount of neurotransmitters required during the
presuckling period, cannot be achieved without the metabolic assistance of the astrocytes, since the levels
of Krebs cycle intermediates must be kept at high concentrations for their synthesis at the required levels.
The present study establishes the importance of acetate in the oxidative and lipogenic metabolism of
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astrocytes, during the presuckling period. Quiescent neonatal rat astrocyte cultures were incubated with
acetate (5 mM), [1-'*C]-acetate, [2-'“C]-acetate and [U-'*C]-acetate (1 puCi) (200-300 dpm/nmol). The
enzyme inhibitors used were dichloroacetate (I mM) and aminooxyacetate (5 mM), while o-cyano-4-
hydroxycinnamate (2 mM), butylmalonate (5 mM) and 1,2,3-benzentricarboxylate (5 mM) were used as
transport inhibitors.

The oxidation and lipogenesis rates indicate that the astrocytes metabolize the acetate more as an oxidative
than as a lipogenic substrate. This leads us to believe that the acetate is more important as an oxidative
substrate, favoring carbon recycling during the presuckling period. With the use of [1-'“C]-acetate it was
clear that a high anaplerotic activity is attained when the astrocytes are required to maintain a reservoir
of oxaloacetate and acetylCoA for the maintenance of respiration.

The results show that mitochondrial acetyl-CoA synthetase (AceCS2), pyruvate carboxylase (PC) and cytosolic
malic enzyme (cME) are the key enzymes for the astrocytes maintenance during the presuckling period.
With the use of [2-“C]- acetate, the results suggest that astrocytes do have high carbon requirements for
glutamine synthesis in vitro. The lipogenic metabolism is maintained by the citrate and cytoplasmic

acetyl-CoA synthetase (AceCS1) pathways.

Key words: acetate, astrocytes, brain, lipogenesis, metabolism, oxidative.

INTRODUCCION

En el momento del nacimiento, las reser-
vas energéticas en la forma de gluc6geno
almacenado se consumen rdpidamente, li-
mitando la respiraciéon y la sintesis de
lipidos desde los carbohidratos por un pe-
riodo relativamente largo mientras se esta-
blece la normoglucemia. Este efecto es mds
critico en el cerebro que requiere: un au-
mento de la sintesis de ATP para mantener
la respiracion de las neuronas; un aumento
de la sintesis y mantenimiento de neuro-
transmisores y un aumento de la sintesis y
mantenimiento de lipidos.

La sintesis de lipidos en el neonato es muy
importante para mantener los requerimientos
de metabolitos indispensables para la forma-
cién de estructuras celulares durante la proli-
feracion. Este proceso es aun mds critico, en
el cerebro donde en el momento del parto estd
aumentada la proliferacién de astrocitos, el
desarrollo de las prolongaciones celulares de
las neuronas y el comienzo de la proliferacién
de los oligodendrocitos.

Otra funcién importante conferida a los
astrocitos es su papel fundamental en la
compartimentacion de diferentes metabo-
litos con las neuronas. Las neuronas debi-

do a la transmisién sindptica liberan una se-
rie de neurotransmisores al medio (glutamato,
GABA, etc.). Este hecho trae consigo una
disminucién de la concentracién de interme-
diarios del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos,
principalmente oxalacetato y o-cetoglutarato,
que son fundamentalmente, precursores de
neurotransmisores. En este sentido, estudios
recientes han puesto de manifiesto que los
astrocitos estan implicados en el mantenimien-
to de los niveles de los intermediarios del ci-
clo de los dcidos tricarboxilicos de las
neuronas a través de la compartimentacién
intercelular del glutamato y la glutamina.

Se ha demostrado que las células cerebra-
les almacenan lactato justo antes del naci-
miento y aprovechan estas reservas de
lactato para mantener el metabolismo ener-
gético del cerebro. Ademds, el lactato es el
precursor mas importante para la oxidacién
y lipogénesis durante la prelactancia com-
pardndolo con los valores reportados de
otros sustratos como 3-hidroxibutirato y
glucosa (Tovar, 1995).

Por otro lado, el acetato ha sido uno de los
sustratos menos estudiados durante la
prelactancia, a pesar de existir evidencia
suficiente de ser un sustrato energético y
posiblemente lipogénico que ayudaria a
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mantener desarrollo del sistema nervioso.
Con relacién al metabolismo del acetato en
los astrocitos se han descrito dos isoformas
de la enzima acetil-CoA sintetasa (AceCS),
una citosdlica y una mitocondrial, que
catalizan la formacién de acetil-CoA a partir
de acetato y ATP, esta reaccion se describe
en dos pasos en el primero interactia el
acetato y ATP para formar un intermediario
acetil adenilato activado, con la liberacion
simultdnea de pirofosfato a continuacién el
grupo carboxilo es atacado por el grupo tiol
de 1a CoA-SH, con lo que se desplaza el AMP
y forma el acetil-CoA, molécula esencial uti-
lizada en varias rutas metabdlicas en las
que se encuentran la oxidacién en el ciclo
de los 4cidos tricarboxilicos (TCA) y la sin-
tesis de dcidos grasos y lanosterol (Taber-
nero, 1993b). AceCS1 se ha reportado como
una enzima citosélica y AceCS2 de expre-
sién en matriz mitocondrial. Esta familia
de enzimas que muestran una preferencia
especial por el acetato, ya han sido aisla-
das y caracterizadas experimentalmente en
modelos murinos, encontrandose con un
peso molecular de 78 KDa para AceCS1 y
71 KDa para AceCS2 (Fujino, 2001). Tam-
bién se han reportado como moléculas muy
conservadas y con una alta similitud que
poseen motivos funcionales y estructura-
les como: ASN-glicosilacién, fosforilacion
cAMP, fosforilacion PKC, fosforilacidon
CK2 y motivo de enlace al AMP (Tovar,
2001) lo que indica que sus mecanismos de
regulacién pueden estar influenciados por
elementos de sefializacion en cascada; como
fosforilacion-defosforilacion.

Este trabajo se enfoc6 en el estudio de los
procesos metabdlicos intracelulares de los
astrocitos donde estd involucrado el acetato
para establecer su importancia en el meta-
bolismo oxidativo y lipogénico durante la
prelactancia. Con objeto de conocer el po-
tencial del acetato, se alteraron in vitro los
mecanismos de transporte de carbono en-
tre la mitocondria y el citosol utilizando
inhibidores enzimdticos y de transporte.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares. Cultivos primarios de
astrocitos fueron preparados de cerebros de
neonatos de un dia de vida de ratas albinas
Wistar, (Cole, 1989; McCarthy y De Vellis,
1980; Saneto, 1987a; Schousboe, 1980). Las
células fueron sembradas en frascos Roux con
una densidad de 9 x 10° células/ml. Las célu-
las fueron mantenidas en medio Eagle modifi-
cado por Dulbecco (DMEM), al cual se le
adiciond bicarbonato de sodio anhidro (3.7
g/) y fue suplementado con suero fetal bovi-
no (FBS) (10%), ampicilina, estreptomicina,
anfotericina y penicilina a 37°C en un
incubador con 5% de CO, (McCarthy y De
Vellis, 1980). Después de un seguimiento
morfoldgico hasta los 14 dias, los frascos con
cultivos quiescentes de astrocitos se desti-
naron a los experimentos metabdlicos y a rea-
lizar el contaje celular.

Incubaciones. Se utilizaron como traza-do-
res radiactivos el [U-'“C]-acetato (ICN,
12019.6), [1-"*C]-acetato (ICN, 12014.2), y
[2-1*C]-acetato (ICN, 12016.6), (1 uCi)(200-
300 dpm/nmol) con acetato (5 mM) como
sustrato frio en medio de incubacién Elliott
(pH 7.38) (Elliott, 1969; Albarracin, 2002).
Adicionalmente, para estudiar el funciona-
miento de las lanzaderas de carbono, es
decir, aquellos mecanismos de transporte
de carbonos entre la mitocondria y el
citosol se usaron los inhibidores enzi-
maticos: dicloroacetato (DCA) (1mM) y
aminooxiacetato (AOA) (5mM), y de trans-
porte: o-ciano-4-hidroxicinnamato (a-CN)
(2mM), el butilmalonato (BM) (5mM) y el
1,2,3-bencenotricarboxilato (BT) (5mM),
se tuvo en cuenta la concentracion del
inhibidor para ajustar la osmolaridad a va-
lores cercanos a 315 mOsm/Kg H,O.

A 1.5 ml de medio de incubacién Elliott, con
los respectivos sustratos frios y/o inhibidor
por frasco se adicionaron de acuerdo al ex-
perimento los trazadores radiactivos en las
siguientes concentraciones: [U-*C]-acetato
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(1uCi); [1-"CJ-acetato (1uCi) y [2-'*C]-
acetato (1 pCi). De cada solucién se toma-
ron 100 pl para determinar la radiactividad
inicial necesaria para calcular la actividad
especifica (dpm/nmol). Se sell6 hermética-
mente el frasco y se incub6 1 hora a 37°C.
En paralelo se llevaron frascos sin células
pero con medio de incubacién y sustratos
frios y radiactivos. Estos frascos sirvieron
como blancos.

Cuantificacién de CO,. Para capturar el
diéxido de carbono marcado (**CO,) pro-
ducido durante la incubacién, se empleé el
método descrito por Sykes, con algunas
modificaciones (Edmond, 1987; Sykes et
al., 1986b). Para capturar el “CO, se utilizé
un matraz Erlenmeyer que contiene un po-
cillo central donde se colocé un Eppendorf
con 500 ul de hidréxido de hiamina. En el
pocillo principal se adicion6 100 ul de KOH
(10 M) después de lo cual se sell6 herméti-
camente con un tapén de goma.

Una vez finalizada la incubacién sin reti-
rarlos tapones del frasco de cultivo, se ex-
trajo con una jeringuilla el medio de
incubacién y se inyecté en el correspon-
diente matraz Erlenmeyer previamente pre-
parado. Siempre con la ayuda de la misma
jeringa, se lavo cada frasco de cultivo con
PBS que posteriormente se recupera en su
respectivo Erlenmeyer. Se inyectaron 2 ml
de KOH (0.3 M), colocando el frasco de
manera que el KOH no contacte con las
células pero capture el “CO, remanente en
el frasco de cultivo. Una hora después, el
KOH fue retirado e inyectado en su respec-
tivo matraz Erlenmeyer. Se realizé otro lava-
do con PBS vy, por dltimo, una vez reunidos
todos los volimenes se adicion6 100 ul de
HCIO, (5 M) en el matraz Erlenmeyer, con
objeto de acidificar el medio y volatilizar el
“CO, que luego es atrapado por la hiamina,
este proceso dura 1 hora.

A continuacién se recogieron todos los tu-
bos Eppendorf que contienen el hidréxido

de hiamina, se colocaron en viales y se les
adiciond 5 ml de liquido de centelleo, se
agitaron por 30 segundos y se midieron las
desintegraciones por minuto (dpm) después
de al menos 24 horas utilizando la técnica
de espectroscopia de centelleo liquido. La
velocidad de respiracidn se reporta como
nmol de carbonos incorporados a CO, /hora
/millén de células.

Cuantificacion de lipidos. Para realizar la
determinacién de la incorporacién de los
sustratos en lipidos totales, se siguid el
método de Folch y col. (1957), con ligeras
modificaciones (Tabernero, 1993a; Tovar,
1995). Las células se separaron de los fras-
cos de cultivo con ayuda de un raspador y
2 ml de metanol y se recogieron en un tubo
conico que contenia 4 ml de cloroformo
bidestilado. El tubo se agité por 30 segun-
dos y se almacené durante 16 horas en el
congelador. Posteriormente se centrifugd
(1.500 g, 15 min, 4°C) y se lavé con NaCl
(0.3%) saturado con cloroformo. Se realizd
una centrifugacion en las condiciones an-
teriores, se retird la fase acuosa y se recogio
la fase cloroférmica. Esta ultima fase se
evapora y el residuo lipidico se disolvi6 en
liquido de centelleo, se agité mecdnicamen-
te por 30 segundos y después de 24 horas,
se midi6 la radiactividad incorporada en
lipidos utilizando la técnica de espectros-
copia de centelleo liquido. La velocidad de
lipogénesis se reporta como nmol de car-
bono incorporado a lipidos/hora /millén
de células.

Estadistica. Se utiliz6 un disefio comple-
tamente aleatorizado; se realizaron entre 3
réplicas con quintuplicado por experimen-
to con cada uno de los trazadores y el
sustrato frio en ausencia o presencia del
inhibidor. El andlisis de significatividad
entre las réplicas de un mismo experimen-
to se hizo utilizando el test «t» de Student.
Para determinar los efectos de los diferen-
tes factores considerados se hicieron com-
paraciones multiples utilizando el andlisis
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de varianza (ANOVA). Este analisis inclu-
ye el test F de significatividad. Las compa-
raciones entre los diferentes tratamientos
se hizo aplicando la prueba de Duncan para
los experimentos cuyo F fue significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizacion de [U-“C]-acetato, [1-“C]-
acetato, [2-'“C]-acetato por astrocitos

Los resultados obtenidos aparecen en la
tabla 1 e indican una utilizacién del acetato
por parte de los astrocitos tanto para la res-
piracién como para la lipogénesis. Cabe
recordar que se han reportado dos transpor-
tadores de monocarboxilatos MCT1 y
MCT2 en el cerebro, siendo el MCT1 mas
abundante en la membrana plasmatica de
los astrocitos (Broer, 1997; Hanu, 2000;
Pierre et al., 2000; Lin, 1998; Waniewski y
Martin, 1998), lo que facilitarfa el ingreso del
acetato a las células para ser metabolizado.

Se observé que la velocidad de oxidacién
de [U-'"“C]-acetato es 3.6 y 2.7 veces mads
baja a la del [1-'*C]-acetato y la del [2-"*C]-
acetato respectivamente. Estas diferencias
fueron significativas (p<0.05). Las diferen-
cias en respiracion entre [U-'"*C]-acetato y
los otros dos radiomarcados posiblemente
se deban a que cuando se utiliza el unifor-
memente marcado hay mayor probabilidad
de perder carbonos via glutamato y
aspartato que cuando se usan cada uno
independientemente. Cuando se utiliza [1-
14C]-acetato las carboxilaciones se ven
incrementadas, como un reflejo de la alta
actividad anaplerética. Las diferencias en
respiracion entre [1-'*C]-acetato y [2-'*C]-
acetato, estd reflejando una pérdida de car-
bonos principalmente de '“C2, via sintesis
de glutamato y aspartato o una salida de
citrato de la mitocondria, ya que estos
carbonos tienen mayor posibilidad de
entrar por estar rutas como se puede ver
en la figura 1.

Figura 1.
Destino de los carbonos marcados a partir
de acetato en un astrocito.

En la figura aparecen los diferentes isoto-
poémeros de cada uno de los principales
sustratos que se pueden producir a partir
de acetato uniformemente marcado, [U-'"*C]-
acetato. A. Se resaltan las descarboxi-
laciones de los carbonos 1 (**C1) por accién
de la enzima madlica (cME) y el complejo
piruvato deshidrogenasa (CPDH) en la pri-
mera vuelta en el ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (TCA) y en la segunda vuel-
ta a través del TCA. Los carbonos 2 (*C2)
se descarboxilan por accién de la enzima
malica (cME) y el complejo piruvato
deshidrogenasa (CPDH) después de la se-
gunda vuelta y a través del TCA en la terce-
ra vuelta. Notese que los isotopdmeros de
aspartato, glutamato y glutamina quedan
mas marcados con “C2, lo que disminuiria
la posibilidad de ser detectados como CO,
o como lipidos. B. Se resalta la contribu-
cién de los isotopdémeros de citrato, ndtese
que quedan mas marcados con “C2, lo que
aumentaria la posibilidad de tener acetil-CoA
marcado en el citosol como precursor de
lipidos.
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Tabla 1.
Resumen de las velocidades de respiracion y lipogénesis obtenidas a partir de la incubacién
con [U-"*CJ-acetato (AcU), [1-"*C]-acetato (Acl) y [2-"C]-acetato (Ac2) en astrocitos pro-
cedentes de cultivo primario en ausencia y presencia de inhibidores. DCA (dicloroacetato);
AOA (aminooxiacetato); o-CN (oi-ciano-4-hidroxicinnamato); BM (butilmalonato); BT (1,2,3-

bencenotricarboxilato).

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

Respiracion
Sustrato Sin
inhibidor + 0- CN + DCA + AOA + BM +BT
AcU 1.18 = 0.19 1.16 £ 0.03 0.81 = 0.08 428 + 046 8.14 = 0.68 0.80 = 0.11
ES ES ES &
Ac 1 4.26 + 0.52 0.69 = 0.08 3.61 = 0.06 4.67 =+ 0.36 11.23 = 0.53 4.00 += 0.38
* %
Ac 2 3.27 £ 0.59 0.73 £ 0.10 2.87 = 0.18 2.55 £ 0.28 5.03 = 0.68 3.47 = 0.37
Lipogénesis
Sustrato Sin
inhibidor + 0- CN + DCA + AOA + BM +BT
* * * * *
AcU 0.17 = 0.03 2.01 +£0.33 0.1 £ 0.01 0.61 £ 0.04 0.82 +=0.11 0.23 = 0.04
* * * *
Ac 1 0.75 + 0.06 1.24 £ 022 0.32 £ 0.04 0.51 £ 0.03 140 +0.19 0.67 = 0.10
* * * * *
Ac 2 1.77 £ 0.16 2.32 + 0.36 1.03 + 0.11 1.52 £ 0.19 145 +0.12 1.05 £ 0.10

En cuanto la lipogénesis, se observo que el
[U-"C]-acetato es 4.4 y 10 veces mds baja a
la del [1-'“C]-acetato y al [2-'*C]-acetato
respectivamente. Estas diferencias fueron
significativas (p<0.05). La diferencia en la
sintesis de lipidos indica que efectivamente
mucho del carbono marcado desde [U-'*C]-
acetato se estd fugando para la sintesis de
glutamato. Adicionalmente, el incremento de
la lipogénesis con [2-'“C]-acetato indica que
también hay un gran aporte de estos carbo-
nos via citrato ya que la posibilidad de te-
ner estos carbonos marcados es mds alta.
Adicionalmente confirman la alta utilizacion
del C2 del acetato por los astrocitos en
trabajos previos donde se utilizé *C2 del
acetato (Lebon et al., 2002).

De acuerdo con estos resultados se puede
decir que los astrocitos en cultivo captan y
metabolizan el acetato como sustrato
oxidativo y lipogénico. Es evidente que
los astrocitos utilizan mds el acetato para
respiracion que para lipogénesis, sin embar-
2o, el [1-"*C]-acetato y el [2-!“C]-acetato, no
tienen la misma capacidad oxidativa y
lipogénica, siendo los *C1 mas utilizados
por via oxidativa y los “C2 mas utilizados
por via lipogénica. Adicionalmente, cuan-
do se incuba con [U-!*C]-acetato hay una
mayor probabilidad de que carbonos mar-
cados recorran la via de glutamato a
glutamina que seria exportada al medio,
que cuando se incuba con acetato marcado
en “C1 o en “C2, reflejandose en el valor de

44



Jjulio-diciembre de 2005

respiracion con [U-"*C]-acetato que dio me-
nor a los obtenidos para [1-*C]-acetato y
[2-'“C]-acetato.

Los resultados evidencian la expresion de
un transportador especifico para el acetato
en los astrocitos, también una alta activi-
dad en las AceCSs y de las enzimas
anaplerdticas piruvato carboxilasa y enzima
madlica (mME), que mantendrian los
reservorios de acetil-CoA mitocondrial
y citosélico, favoreciendo la produc-
cién de ATP y lipidos, fundamentales
durante la prelactancia.

Los resultados con [1-'“C]J-acetato demues-
tran una contribucién importante de la
piruvato carboxilasa (PC) y la malato
deshidrogenasa-NADP dependiente (enzi-
ma malica mitocondrial, mME), sustentan-
do los reportes que indican la presencia de
estas enzimas en los astrocitos (Kurz, 1993;
McKenna et al., 1995; Vogel, 1998a; Vogel,
1998b). mME puede estar involucrada
adicionalmente como una via de protec-
cion de los astrocitos contra el estrés
oxidativo, ya que produce NADPH reque-
rido para la reduccién del glutatiéon oxida-
do. Al catalizar la reaccién de malato a
piruvato y éste ultimo a oxalacetato, se fa-
vorece el reflujo oxidativo a partir del
reciclaje del piruvato que generaria la po-
sibilidad de ser metabolizado via CPDH.
Se evidencia entonces, la habilidad
anaplerética de los astrocitos en respuesta
a la demanda metabdlica, debida a la necesi-
dad extra de ATP y a la formacion rdapida de
glutamina necesaria para mantener la activi-
dad neuronal (Hassel, 2000a; Hassel, 2000b;
Hassel, 2000c¢).

Efecto de diferentes inhibidores sobre la
capacidad de utilizacién de [U-'*C]-acetato,
[1-1“C]-acetato y [2-'*C]-acetato por
astrocitos en cultivo primario

En la tabla 1 se presentan los resultados de
las velocidades de respiracion y lipogénesis

de la incubacion de astrocitos con [U-C]-
acetato, [1-'*C]-acetato y [2-!“C]-acetato sin
y con los diferentes inhibidores.

El o-ciano-4-hidroxicinnamato (o.-CN) ha
sido reportado como un inhibidor especifi-
co de transportadores de monocarboxilatos.
Para hacer estas comparaciones se tomaron
los resultados con [U-'*C]-acetato y [2-*C]-
acetato que se hicieron en trabajos previos
(Albarracin, 2002) y se compararon con los
nuevos datos experimentales obtenidos con
[1-!*C]-acetato. Se encontré una disminu-
cién significativa (p<0.05) en la respiracion
de los astrocitos y un incremento significa-
tivo (p<0.05) en la lipogénesis. Estos re-
sultados evidencian que el inhibidor no
actia a nivel de membrana plasmética pero
si sobre un transportador de monocarboxi-
latos a nivel de membrana mitocondrial
como ha sido postulado anteriormente
(Albarracin, 2002), no obstante, esta inhi-
bicién fue incompleta debido a que se ob-
servaron valores en la respiraciéon. La caida
en la respiraciéon podria explicarse por la
disminucidén tan significativa del aporte de
acetil-CoA para mantener la respiracion via
TCA y a la inhibicién de la actividad
anaplerdtica que se evidencia al utilizar [1-
14C]l-acetato, pues disminuye significativa-
mente el reservorio de malato, indicando a
este sustrato como el limitante para la oxi-
dacién del acetato en los astrocitos.

Al integrar estos resultados con los de
lipogénesis, se confirma que efectivamente
hubo una disminucién del citrato mito-
condrial y que los datos obtenidos confir-
man la activacion de la ruta de sintesis de
lipidos via acetil-CoA sintetasa citosélica
(AceCS1) con los tres radioisétopos. Los re-
sultados muestran una utilizacién mayor de
14C2, para la sintesis de lipidos que de ™Cl.
El hecho de que los lipidos con [1-*C]-
acetato se vean disminuidos, posiblemente
se puede explicar porqué estos carbonos cuan-
do entran por la ruta de sintesis de esteroles,
tendrian mayor posibilidad de tener
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descarbo-xilaciones en la reaccidn
catalizada por la difosfomevalonato
descarboxilasa que convierte meva-
lonato-3-fosfo-5-difosfato en isopen-
tenil difosfato, ambos precursores de
demos-terol. Por otro, lado se ha reporta-
do que en astrocitos en cultivo se sinte-
tiza mds demosterol que lanosterol
(Tabernero, 1993b), lo que favoreceria
estas descar-boxilaciones adicionales.

Por otro lado, se utilizé el DCA el cual cau-
sa un incremento en la activacién del com-
plejo piruvato deshidrogenada (CPDH)
acelerando la conversién de piruvato a
acetil CoA. Los resultados indican que las
velocidades de oxidacién disminuyeron
con [U-'*C]-acetato, [1-'*C]-acetato y [2-
C]-acetato con el DCA, siendo signifi-
cativamente (p<0.05) diferentes las dos
primeras, en 1.4 y 8.6 respectivamente com-
parados con los sustratos sin inhibidor. Los
resultados demuestran que al incrementar
la actividad del CPDH, se induce la activa-
cion de la enzima malica mitocondrial (mME)
para mantener las concentraciones del
piruvato necesario para la sintesis de acetil-
CoA indispensable para la respiracion. Sin
embargo, esta activacion de la mME reduce
la disponibilidad de oxalacetato para la sin-
tesis de citrato. La incorporacién de carbo-
nos a lipidos se demuestra, ya que hubo
disminucién en los valores obtenidos con
[U-'“C]-acetato, [1-'*C]-acetato y [2-'*C]-
acetato que disminuyeron significati-
vamente (p<0.05). Se refleja una inhibicién
en la velocidad del TCA sobre todo cuando
se utiliza [2-'*C]J-acetato que es el sustrato
que tiene mayor probabilidad de aportar
carbonos para la sintesis de lipidos. El efec-
to de la AceSC1 no es tan marcado debido a
que la AceSC2 tendria aumentada su activi-
dad para ayudar a mantener los reservorios
de acetil-CoA y oxalacetato en la
mitocondria.

El aminooxiacetato (AOA), un inhibidor de
las aminotransferasas, tanto en el comparti-

miento citosélico como en el compartimien-
to mitocondrial tendria un efecto en las
incubaciones de los astrocitos, principal-
mente sobre la aspartato aminotrans-ferasa,
que es un componente esencial de la lanza-
dera malato/aspartato, lo que afectaria el
reciclaje de equivalentes de reduccién en
forma de NADH en los dos compartimentos,
pero favoreceria el incremento de las con-
centraciones mitocondriales de oxalacetato.
Los resultados de respiracion indican un
aumento significativo (p<0.05) con [U-"“C]-
acetato y [1-"*C]-acetato en 3.62 y 1.09 ve-
ces respectivamente comparado con los
sustratos sin inhibidor. Estos resultados
demuestran que efectivamente se incremen-
té las concentraciones mitocon-driales de
oxalacetato favoreciendo la respiracién en
los astrocitos, este aumento seria apoyado
por el reciclaje desde malato para la sintesis
de piruvato. Esta tdltima observacion esta
apoyada por la observacion del incremento
de la respiracion cuando se us6 [1-'"C]-
acetato con AOA vy soportan los resultados
obtenidos con DCA donde se evidencia el
caso contrario. En resumen, la concentra-
cién del oxalacetato es critica y regularia el
metabolismo del acetato en esta etapa del
desarrollo de los astrocitos. El incremento
con [1-"“C]-acetato es un reflejo del incre-
mento de la actividad anaplerética pro-
mocionado por el AOA aumentando las
descarboxilaciones de “C1. Por otra parte,
la disminucién en la oxidacién del [2-'“C]-
acetato con AOA se debe a la pérdida de
carbonos hacia la sintesis de glutamina pero
no por la via del aspartato aminotransferasa
sino por la via de la o-cetoglutarato
deshidrogenasa, ya que la inhibicién de la
lanzadera activaria esta otra ruta para la sin-
tesis de glutamato por incremento de los
reservorios de o-cetoglutarato mitocondrial.
En cuanto a la lipogénesis se observé un
incremento significativo (p<0.05) con [U-
“C]J-acetato con el AOA comparado con el
mismo sustrato sin inhibidor. Este resulta-
do soporta el incremento de la respiracién
en la mitocondria, que favoreceria un au-
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mento en la sintesis de citrato que saldria
para la sintesis de lipidos, sin embargo, la
disminucién en la lipogénesis con los
sustratos [1-'*C]-acetato y [2-'*C]-acetato,
indican que el flujo de citrato hacia el citosol
fue regulado por las concentraciones de
oxalacetato mitocondrial, o que, la activa-
cién de la 4-cetoglutarato deshidrogenasa
favorecié mas la salida de sustrato via
glutamina que via citrato o posiblemente
se disminuyeron las concentraciones de
NADPH al disminuir las concentraciones
de malato en el citosol disminuyendo la
concentracion de este cofactor necesario
para la sintesis de lipidos. Estos resultados
estdn resaltando que la principal ruta para
la sintesis de glutamato como precursor de
glutamina es la lanzadera aspartato/malato
ya que al inhibirla, se observé una dismi-
nucién significativa en la respiraciéon y en
la lipogénesis con [2-'*C]-acetato.

Un resultado adicional que confirma la
importancia de la lanzadera aspartato mala-
to se obtuvo cuando se utiliz6 el butilma-
lonato (BM), un inhibidor del transporte de
dicarboxilatos como malato y a-KG. Se pudo
observar un incremento en la velocidad de
oxidacién con [U-'*C]-acetato, [1-'*C]-
acetato y [2-'*C]-acetato con el inhibidor de
6.8, 2.6 y 1.53 respectivamente, comparados
con los sustratos sin inhibidor. El andlisis
de varianza revela diferencias significativas
entre todos los valores de oxidacién
(p<0.05). Estos resultados evidencian de
nuevo que la concentracién de oxalacetato
es critica para la utilizacién del acetato, ya
que su incremento induce la activacién de
la AceSC2 para sintetizar acetil-CoA y po-
der mantener la respiracion. Los resultados
con [1-"C]-acetato confirman los resultados
con AOA y DCA, que indican una alta acti-
vidad anaplerdtica. Los resultados con [2-
4C]-acetato indican que la respiracién fue
activada al disminuir las posibles pérdidas
de carbonos via citrato, ya que la salida de
este sustrato, estd restringida sélo en un
54% (Meijer, 1974; Palmieri, 1972), favore-

ciendo las descarboxilaciones a través de
las reacciones anaplerdticas y a través del
TCA. La incorporacién del acetato a lipidos
se incrementd significativamente (p<0.05)
con la utilizacién de BM en [U-'*C]-acetato
y [1-"*C]J-acetato en 4.8 y 1.8 veces respecti-
vamente comparado con los sustratos sin
inhibidor. Estos incrementos confirman ac-
tivacion de la AceSCl1, ya que la contri-
bucién del citrato para la sintesis de lipidos
se ve restringida. Adicionalmente, hay que
tener en cuenta que al restringir la salida de
citrato se estd restringiendo la lanzadera
citrato/piruvato disminuyendo la capaci-
dad para reducir NADP* via enzima madlica
citosdlica (cME) que se ha reportado que
es mas activa (95%) en este compartimien-
to de los astrocitos (Vogel, 1998a; Vogel,
1998b). También existe la posibilidad que
se restrinja la salida de isocitrato que res-
tringiria también la capacidad para reducir
NADP* via isocitrato deshidrogenasa-
NADP dependiente. La pequefia disminu-
cién en la lipogénesis a partir de
[2-*C]-acetato es explicable si se tiene en
cuenta disminucién de la capacidad para
reducir NADP* en el citosol.

Adicionalmente se evalué el efecto de la
inhibicion del transporte de citrato utilizan-
do el 1,2,3-benceno tricarboxilato (BT). Los
resultados indican una disminucién de la
oxidacion con [U-'"*C]J-acetato y con [1-*C]-
acetato con inhibidor, comparados con los
sustratos sin inhibidor y se mantuvo con
[2-'“C]-acetato con inhibidor. El andlisis de
varianza no revel diferencias significati-
vas entre los valores de oxidacién para los
sustratos [1-'*C]-acetato y [2-'*C]-acetato
con y sin inhibidor, los demds sustratos pre-
sentaron diferencias significativas (p<0.05).
Los resultados demuestran una pequeiia
disminucidén en la oxidacion, debido a que
las concentraciones de citrato en la mito-
condria estdn aumentadas. Se sabe que la
acumulacién de citrato inhibe la citrato
sintasa, por lo tanto, inhibe parcialmente
el TCA e indirectamente la anaplerosis al
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no sintetizarse suficiente malato, este he-
cho se confirma con los resultados con [2-
“CJ-acetato que reflejan una disminucién
en la actividad anaplerética, mientras los
resultados con [1-"*C]J-acetato indican que,
al inhibir el escape de carbonos via citrato
se recuperan '“C2 para ser oxidados en el
TCA. En cuanto a lipogénesis se observo
un pequefio aumento con [U-'"*C]J-acetato,
evidencidndose que se activé la AceCS1
para la lipogénesis, ya que aparentemente,
al inhibir la salida de citrato el astrocito
recurre a esta ruta para el mantenimiento
de la misma. Los resultados con [2-*C]-
acetato estan resaltando la importancia que
podria tener esta ruta lipogénica durante la
prelactancia, ya que al verse restringida la
sintesis de lipidos via citrato, la AceSC1
serfa la encargada del mantenimiento de
aproximadamente el 50% de la lipogénesis
de los astrocitos. No obstante, existe la po-
sibilidad que se inhiba la capacidad para
reducir NADP* al inhibir la salida de citrato
inhibiendo la lanzadera citrato/piruvato y
la salida de isocitrato, que inhibiria tam-
bién via isocitrato deshidrogenasa-NADP
dependiente, teniendo un efecto sobre la
capacidad de sintesis de lipidos. Aparente-
mente esta dependencia de NADPH no se-
ria muy importante, ya que las lipogénesis
aumentaron o se mantuvieron cuando se
utiliz6 BM, BT y 0-CN posiblemente debido
a que existe un reservorio importante de este
cofactor en los astrocitos o se activarfan otras
reacciones que lo suplementarian.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo, indi-
can que los astrocitos pueden metabolizar
acetato mas como sustrato energético que
lipogénico, lo que permite pensar que este
sustrato puede llegar a ser importante para
ayudar a mantener el metabolismo oxidativo,
favoreciendo el reciclaje de carbonos en la
prelactancia. Adicionalmente, se evidencid
con el uso de [1-"*C]-acetato una alta activi-

dad anaplerética sobre todo cuando los
astrocitos requieren mantener los reser-
vorios de oxalacetato y acetil-CoA para
mantener la respiracién. Estos resultados
seflalan a la acetil-CoA sintetasa mito-
condrial (AceCS2), la piruvato carboxilasa
(PC) y la enzima malica citosdlica (cME),
como enzimas claves para mantener el fun-
cionamiento de los astrocitos en la prelac-
tancia. Con el uso de [2-'*C]-acetato, los
resultados sugieren que los astrocitos tie-
nen un alto requerimiento de carbonos, prin-
cipalmente para la sintesis de glutamina. A
pesar de que los resultados indican que en
los astrocitos hay actividad de la ATP-
citrato liasa que posiblemente es la ruta mas
importante para la sintesis de lipidos, tam-
bién se detecta una contribucién importan-
te para la lipogénesis a partir de la
acetil-CoA sintetasa citosolica (AceCS1) si
hay deficiencia de citrato.

La utilizacién de [U-'"“C]-acetato y [2-"C]
confirma que en los astrocitos es prioritaria
la sintesis de glutamina, ya que se demues-
tra una salida de carbonos del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA), como citrato
para la sintesis de lipidos y o-cetoglutarato
para la sintesis de glutamato (precursor de
glutamina). Parece que los astrocitos in
vitro, al no tener una fuente de glutamato
intercelular, favorecen su sintesis intrace-
lular para mantener la exportacién de
glutamina, confirmdndose que la lanza-
dera del aspartato/malato es la principal
ruta para la sintesis de glutamato en los
astrocitos, y que la inhibicién de esta ruta
posiblemente activa la glutamato deshi-
drogenasa para mantener la exportacion
de glutamina de la célula.
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