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Resumen
Los sistemas de transporte como las lanzaderas mitocondrial/citosólicas son importantes para las funcio-

nes integrativas del cerebro en desarrollo. Para facilitar su estudio y conocer el papel que estos sistemas de

transporte puedan tener en células cerebrales se ha empleado trasadores radiactivos en cultivos primarios. En

este trabajo se evaluaron las velocidades de oxidación (respiración) y lipogénesis utilizando lactato que es el

principal sustrato cerebral durante la prelactancia en astrocitos en cultivo primario. Se determino las concen-

traciones mínimas de inhibidores que interactúan con las principales lanzaderas de manera que no fueran

tóxicos para las células, pero que su vez permitieran observar efectos metabólicos. Se utilizo L-[U-14C]-

lactato (1 MCi), L-lactato (10.5 mM) en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de inhibidores

enzimáticos como el dicloroacetato (DCA), un inhibidor de la piruvato deshidrogenasa quinasa y el

aminooxiacetato (AOA), un inhibidor de la aspartato aminotransferasa e inhibidores del transporte mitocondrial

como el butilmalonato (BM), un inhibidor del transporte de dicarboxilatos y específicamente del L-malato y el

1,2,3-benceno tricarboxilato (BT) un inhibidor del transporte de tricarboxilatos. Los resultados sugieren que a

concentraciones de 1 mM de DCA y de 5 mM de AOA, BM y BT son suficientes para evaluar efectos

metabólicos en células cerebrales durante el periodo perinatal.

Palabras claves: astrocito, inhibidor, lipogénesis, metabolismo, respiración.

Abstract
The transport systems such as the mitochondrial/cytosolic shuttles are important for the integrating functions

of the brain in development. To facilitate their study and to know the rol that these transport systems could

have in cerebral cells, radioactive tracers in primary cultured have been used. In this work the oxidation

(respiration) and lipogenic rates were evaluated using lactate which is the main cerebral substrate during the

presucking in astrocytes in primary cultured, being focused in determinating the minimal inhibitors concentrations

that interact with the main shuttles without toxic effects on tested cells; these concentrations must allow us to

observe metabolic effects at the same time. Uses of L-[U-14C]-lactato (1 MCi), L-lactato (10.5 mM) in

absence and presence of different concentrations of enzymatic inhibitors as dichloroacetate (DCA), an inhibitor

of pyruvate dehydrogenase kinase and aminooxyacetate (AOA), an inhibitor of aspartate aminotransferase

and inhibitors of the mitochondrial transport like butylmalonate (BM), an inhibitor of the dicarboxilic acid

transport and specifically of L-malate and the 1,2,3-benzene tricarboxylate (BT) an inhibitor of the tricarboxilic

acid transport. The results suggest that concentrations of 1 mM of DCA and of 5 mM of AOA, BM and BT

are enough to evaluate the metabolic effects in cerebral cells during the perinatal period.

Key words: astrocyte, inhibitor, lipogenic, metabolism, respiration.
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Introducción
Resultados obtenidos en cortes de cerebro, células

cerebrales aisladas, así como en neuronas y astrocitos en

cultivo primario han demostrado que el lactato es un

extraordinario sustrato cerebral alternativo durante el

período perinatal (1-5), siendo utilizado comometabolito

energético yprecursor lipogénico inmediatamente después

del nacimiento (6-8). Las elevadas concentraciones de

lactato plasmático (8-10,5 mM), así como su rápido

consumo durante las dos primeras horas de vida

extrauterina, sugieren que este sustrato satisface las

necesidades energéticas del cerebro en este período (9).

Además de servir como precursor de piruvato, el

lactato es utilizado por los astrocitos para exportarlo hacia

las neuronas (10, 11). En la mitocondria astrocitica, tan-

to el piruvato como el acetil-CoA, sustrato y producto

principales del complejo piruvato deshidrogenasa

(PDHC), ocupan una posición clave en el metabolismo

al constituir encrucijadas de vías metabólicas. El PDHC

se inactiva por fosforilación y se activa por

defosforilación. Estas modificaciones son catalizadas,

respectivamente, por una piruvato deshidrogenasa

quinasa y una piruvato deshidrogenasa fosfatasa. Se

sabe que el dicloroacetato (DCA) es un activador del

PDHC, a través de la inhibición de la piruvato

deshidrogenasa quinasa, la enzima que fosforila la

subunidad aaaaa del complejo. Por tanto, se quiso estudiar
la importancia de la activación del PDHC, haciendo una

serie de experimentos en presencia de DCA, usando

cultivos de astrocitos.

Por otro lado, en el cerebro en desarrollo existen

varios sistemas para el transporte de carbonos de la

mitocondria al citosol tales como el transportador de

tricarboxilatos responsable del transporte de citrato,

cis-aconitato e isocitrato; el transportador de

dicarboxilatos responsable del transporte de L-mala-

to, succinato y también de citrato; y la lanzadera del

N-acetil-L-aspartato, responsable del transporte de

acetil-CoA y aspartato en la forma de NAA. Duran-

te el período prenatal se puede estudiar la relación

funcional entre las oxidaciones NAD+ exógenas y

endógenas unidas a L-malato y las deshidrogenases

NADH dependientes mitocondriales y el efecto so-

bre el transporte de citrato al citosol como precursor

lipogenico, utilizando inhibidores como el

aminooxiacetato (AOA), un inhibidor de la aspartato

aminotransferasa, el butilmalonato (BM), un inhibidor

del transporte de dicarboxilatos y específicamente del

L-malato y el 1,2,3-benceno tricarboxilato (BT) un

inhibidor del transporte de tricarboxilatos.

Con el empleo de sustancias que intervienen en el

metabolismo y en el transporte, especialmente de al-

gunos de los intermediarios de la glucólisis y el ciclo

de los ácidos tricarboxílicos (TCA) en astrocitos en

cultivo primario se busca tratar de interpretar la

compartimentación complicada durante el desarrollo

del cerebro y entender como se afecta la homeostasis

en general y la lipogénesis en particular de este tipo

de células. El empleo de inhibidores metabólicos y

del transporte han permitido evaluar la actividad de

algunas vías durante periodos específicos del desa-

rrollo en células especificas, sin embargo, hay que

buscar la concentración mínima de este tipo de sus-

tancias que active o inhiba un proceso sin inducir

necrosis o apoptosis. En este sentido, la primera

aproximación para estudios metabólicos in vitro, es

determinar las concentraciones mínimas de inhibidores

claves del transporte mitocondrial e inhibidores

enzimáticos que permitan observar alteraciones en las

vías oxidativa y lipogénica.

Materiales y métodos
Cultivos primarios de astrocitos fueron prepara-

dos de cerebros de neonatos de 1 día de ratas albinas

Wistar (1, 12, 13). Las células fueron sembradas en

frascos Roux con una densidad de 9 x 106 células/ml

y mantenidas en medio Eagle modificado por

Dulbecco (DMEM), al cual se le adicionó bicarbona-

to de sodio anhidro (3.7 g/l) (316 mOsm/kg H
2
O) y

fue suplementado con suero fetal bovino (FBS) (10%),

ampicilina, estreptomicina, anfotericina y penicilina a

37°C en un incubador con 5% de CO
2
. Una vez las
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células formaron una capa confluente y quiescente

(a los 13 días los astrocitos), fueron utilizadas para

los experimentos y para hacer el contaje celular (2,

14, 15). A las células se les hizo una caracterización

inmunocitoquímica, determinando la presencia de pro-

teína fibrilar ácida de la glía (GFAP) para el cultivo

de astrocitos (16, 17).

Para conocer el efecto sobre el metabolismo del

lactato, astrocitos de 13 días en cultivo, se incubaron

a 37°C durante una hora, en tampón fosfato a pH 7.4

(Elliot, 1969), que contiene L-lactato (10.5 mM) y L-

[U-14C]-lactato (1 µCi)(100-500 dpm/nmol). Para es-

tudiar el efecto sobre el funcionamiento de las lanza-

deras de carbono, es decir, aquellos mecanismos de

transporte de carbonos entre la mitocondria y el citosol,

se determinaron las velocidades de oxidación (respi-

ración) y lipogénesis en presencia de concentracio-

nes variables de inhibidores enzimáticos e inhibidores

del transporte.

Composición del medio Elliott de incubación.

Esta solución tiene una composición aproximada a la

del fluido cerebro espinal. Tiene más baja concentra-

ción de calcio que el medio Krebs y Henseleit, pero

aproximadamente la misma cantidad de calcio ionizado

en el plasma. El calcio tiende a precipitar con el

fosfato, para asegurarse que no precipita, se adiciona

una solución que tenga como máximo una concentra-

ción de 11 mM en fosfato de sodio (18). La composi-

ción definitiva fue: NaCl (122 mM), KCl (4.8 mM),

KH
2
PO

4
(0.4 mM), MgSO

4
(1.2 mM), CaCl

2
(1.3

mM), preparado en tampón fosfato sódico 10.8 mM

a pH=7.6. Extemporáneamente, el pH se ajustó a 7.4,

se filtró (0.22 µm poro) y se gaseó con oxígeno du-

rante dos horas (292.4 mOsm/kg H
2
O).

Preparación de las soluciones para las

incubaciones. Se ha elegido, de modo general,

concentraciones saturantes de L-lactato (10.5 mM)

según trabajos previos (1-3). Se hizo determinación

cuantitativa del substrato frío en el medio previamente a

la incubación (19) así como para calcular la actividad

específica (dpm/nmol). Los inhibidores empleados fueron:

ácido dicloroacético (DCA) (CHCl
2
COOH), ácido

aminooxiacético (AOA) (H
2
NCOCOOH), ácido

butilmalónico (BM) [CH
3
(CH

2
)
3
CH(COOH)

2
] y ácido

1,2,3 - bencenotricarboxílico (BT) hidratado

(C
9
H
6
O
6
.H

2
O). Se tuvo en cuenta las concentraciones

de estos inhibidores para ajustar la osmolaridad a valores

cercanos a 315 mOsm/kg H
2
O. A 1.5 ml de medio de

incubación Elliott, con los respectivos sustratos fríos por

frasco Roux, se adicionaron, de acuerdo al experimento,

los trazadores radiactivos con y sin inhibidor. De cada

solución se tomaron 100 µL para determinar la

radiactividad inicial necesaria para calcular la actividad

específica (dpm/nmol).

Incubación con cultivos primarios de astrocitos.

Se emplearon astrocitos de 13 días en cultivo, que

habían crecido en frascos tipo Roux. Después de re-

tirar el medio de cultivo se lavaron los frascos 2 ve-

ces con PBS y se añadió el medio de incubación (18),

con los substratos fríos y radiactivos deseados sin y

con el inhibidor. Para ello se incuban a 37°C durante

una hora en tampón fosfato a pH 7.4 (Elliott, 1969)

que contiene: L-lactato (10.5 mM), L-[U-14C]-lactato

(100-500 dpm/nmol), en ausencia o presencia del

inhibidor. Se emplearon las siguientes concentracio-

nes: para dicloroacetato (5 µM, 25µM, 50µM, 500µMó

1000 µM); aminooxiacetato (5 mM ó 10 mM);

butilmalonato (5 mM ó 10 mM);1,2,3- bencenotri-

carboxilato (5 mM ó 10 mM).

Posteriormente se gasearon los frascos con O
2

durante 30 segundos, se cerraron herméticamente con

un tapón de goma y se incubaron a 37°C. En paralelo

se llevaron frascos sin células pero con medio de

incubación y sustratos fríos y radiactivos. Estos fras-

cos sirvieron de blanco. Para finalizar la incubación

los frascos se enfriaron a 4°C (2, 3).

Cuantificación de CO
2
. Para capturar el 14CO

2

producido durante la incubación se empleó el método
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descrito por Sykes, con algunasmodificaciones (20, 21).

Para capturar el CO
2
se utilizó un matraz erlenmeyer

con un pocillo central que soportaba un eppendorf con

500 µl de hidróxido de hiamina, que se utiliza para atrapar

el CO
2
en los experimentos de respiración y tiene como

característica la de emitir quimioluminiscencia de baja

energía (apantallamiento). En el pocillo principal se

adicionó 100 µl de KOH (10 M) después 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 posteriormente fue recuperado en su respectivo

matraz. Se inyectaron 2 ml de KOH (0.3 M), colo-

cando el frasco de manera que el KOH no contacte

con las células pero capture el CO
2
remanente en el

frasco de cultivo. Una hora después, el KOH fue re-

tirado 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 tubos

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 deja-

ron en reposo 16 horas para medir las desintegraciones

por minuto (dpm) utilizando la técnica 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 deter-

minación de la incorporación de los sustratos en lípidos

totales, se siguió el método recomendado para el ais-

lamiento y purificación de lípidos (22), con ligeras

modificaciones (1, 2, 7). Para extraer los lípidos, la

monocapa de células se separó 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 segundos y se

almacenó durante 16 horas en el congelador. Poste-

riormente 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 anterio-

res, se retiró la fase acuosa y se recogió la fase

clorofórmica. Esta última fase se evapora y el resi-

duo lipídico se disolvió en líquido de centelleo, se agi-

tó mecánicamente por 30 segundos y después de 24

horas, se midió la radiactividad incorporada en lípidos

utilizando la técnica de espectroscopia de centelleo

líquido. La velocidad de lipogénesis se reporta como

nmol de lípidos/hora /millón de células.

Cálculo de la velocidad de utilización de

sustratos. La velocidad de utilización de los substratos

se calcula dividiendo la radiactividad incorporada en

CO
2
o lípidos, por la radiactividad específica del

sustrato en el medio de incubación (dpm/nmol), por el

tiempo de incubación (1 h) y por el número de células

(x 106) (1). A las dpm de oxidación se les resta el

valor del blanco. De acuerdo con este cálculo, los

resultados se expresan como nmol de sustrato

radiactivo transformados en CO
2
o en lípidos, por hora

y por 106 células.

Determinaciones radiométricas. Las determina-

ciones de radiactividad se realizaron utilizando un

contador centelleo líquido (Beckman). La corrección

del apantallamiento de las muestras en disolución acuo-

sa se hizo empleando cantidades crecientes de hi-

dróxido de hiamina (de 0 a 500 µL) como sustancia

apantallante. El cálculo del apantallamiento en las

muestras se realizó por interpolación en la curva de

eficiencias del contaje, ajustada a una ecuación

polinómica de tercer grado. La eficiencia del aparato

se calculó en un 96-97% para la curva para la radiac-

tividad inicial y los blancos; del 90-92% para la curva

de 14CO
2
y del 85-86% para la curva de lípidos tota-

les (7, 19, 25).
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Tratamiento estadístico. Los ensayos se condu-

jeron según un diseño completamente aleatorizado,

con triplicado, como mínimo, de cada determinación.

El análisis de la significatividad entre las replicas de

un mismo experimento se ha efectuado utilizando el

test «t Student». Los resultados obtenidos fueron eva-

luados estadísticamente usando el programa para

Macintosh, STAT.VIEW. Se hicieron comparaciones

múltiples utilizando el análisis de varianza (ANOVA),

para determinar los efectos de los diferentes facto-

res considerados. Este análisis incluye el test F de

significatividad. Los resultados se expresan como

promedios ± la desviación estándar de la media

(SEM).

Resultados
El efecto de diferentes inhibidores sobre la capa-

cidad de utilización de L-lactato en astrocitos se mues-

tran en la tabla 1 y figuras 1 y 2.

Discusión

Dosis respuesta del dicloroacetato (DCA).

La acción del dicloroacetato (DCA) sobre la acti-

vidad del complejo piruvato deshidrogenasa (PDHC)

ha sido estudiada en cerebro de ratas in vivo e in

vitro . El DCA es un inhibidor de la piruvato

deshidrogenasa quinasa y por lo tanto, incrementa la

actividad del complejo por disminución de la

fosforilación endógena en el cerebro y otros tejidos

in vitro (23, 24).

La actividad de la piruvato deshidrogenasa quinasa

es mayor en cerebros jóvenes y presenta diferencias

en las diferentes regiones cerebrales (25). Así que el

DCA, puede inducir cambios en el metabolismo de la

glucosa, el lactato y pH en el cerebro (26). También,

el DCA inhibe la oxidación del acetato y del 3-

hidroxibutirato y parcialmente los efectos inhibitorios

reversos de estos substratos sobre la oxidación de

Tabla 1. Efecto de concentraciones crecientes de inhibidores enzimáticos y del transporte sobre la utilización del L-lactato por astrocitos en
cultivo primario. Astrocitos quiescentes de 13 días se incuban a 37°C durante una hora en tampón fosfato a pH 7,4 que contiene L-lactato
(10,5 mM), L-[U-14C]-lactato (1 MCi) en ausencia (control) o presencia de diferentes concentraciones de dicloroacetato (DCA),
aminooxiacetato (AOA), butilmalonato (BM) y 1,2,3-benceno tricarboxilato (BT). Las velocidades de oxidación y lipogénesis se expresan
como nmol de sustrato transformado en CO2 o lípidos/hora por millón de células y son medias ± SEM. Valores con asterisco (*) presentan
diferencias significativas (p<0.01) con respecto al tratamiento control (C).
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Figura 1.  Comparación del efecto de los inhibidores sobre la oxidación. C = control, DCA = dicloroacetato, AOA = aminooxiacetato; BM =
butilmalonato; BT = 1,2,3-benceno tricarboxilato.

Figura 2.  Comparación del efecto de los inhibidores sobre la lipogénesis. C = control, DCA = dicloroacetato, AOA = aminooxiacetato; BM =
butilmalonato; BT = 1,2,3-benceno tricarboxilato.
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glucosa. El acetil-CoA, acetilcarnitina y glutamato

incrementan su concentración celular, mientras

aspartato y malato disminuyen por la presencia de

este inhibidor (27).

La PDH es un enzima clave para el metabolismo

del lactato, este metabolismo puede ser facilitado por la

activación inducida del DCA sobre el PDHC (26). El

DCA puede ser transportado dentro del cerebro por el

sistema de transporte de ácidosmonocarboxílicos,MCT1

(10, 11, 28). Se ha visto que este compuesto se acumula

más rápidamente en cerebros de rata de 20-25 días de

vida postnatal que en cerebros de rata adulta, esto debi-

do a la gran capacidad del sistema de transporte duran-

te el período de desarrollo.

En cerebros inmaduros de rata, el DCA incrementa

el metabolismo del piruvato y lactato cerebral y como

resultado hay un aumento en la actividad glucolítica

cerebral (24). Utilizando células de astrocitoma humano

de la línea celular UC-11MG se ha demostrado que el

DCA no sólo incrementa la actividad del PDHC, sino

que reduce la concentraciones de lactato induciendo un

eflujo hacia piruvato, además inhibe competitivamente

la absorción de lactato (Ki=1.9 mM) (29).

Se ha descrito que el DCA inhibe la piruvato

deshidrogenasa quinasa en cortes de cerebro de rata

incrementando la actividad del PDHC. Este hecho

resulta en la disminución de los niveles de piruvato y

lactato, así como estimula la velocidad de utilización

de la glucosa (24, 28). Así mismo, el DCA incrementa

los niveles de ATP en el cerebro (26) y la acumula-

ción de calcio en mitocondrias del mismo tejido. El

DCA puede ser transportado dentro del cerebro por

el sistema transportador de ácidos monocarboxílicos

que es muy activo en cerebros de rata neonatal (24).

No obstante, cruza la barrera hematoencefálica en

ratas adultas razonablemente bien (23).

El DCA también inhibe la oxidación del acetato,

3-hidroxibutirato y palmitato lo que sugiere que, el

DCA al activar la oxidación de la glucosa a piruvato,

aumentaría la competencia por la CoA lo que causa-

ría una disminución de la oxidación de estos otros

sustratos al tener enzimas CoA-dependientes. Esto

causaría una inhibición de la oxidación de los ácidos

grasos que seria reforzada por una disminución de

citrato (27).

Ante la posibilidad de que el DCA pudiese tener

efectos contrarios a concentraciones elevadas, para

buscar la concentración mínima que active la oxida-

ción del piruvato en astrocitos se emplearon cinco

concentraciones de dicloroacetato (DCA). La pre-

sencia de DCA a concentración de 1 mM aumento

significativamente (p<0.01) la velocidad de oxidación

y lipogénesis a partir de lactato en astrocitos proce-

dentes de cultivo primario. Es así, como concentra-

ciones más bajas representan en menores velocida-

des lipogénicas sin mostrar efecto sobre la oxidación

de lactato.

El efecto del DCA sobre la oxidación de lactato

en astrocitos fue bifásica. En este sentido, concen-

tración de 5 y 25 µM inhiben la oxidación del lactato,

mientras que en presencia de concentración de 1 mM

de DCA aumenta ligera aunque significativamente

(p<0.01) la oxidación del lactato. Este valor es infe-

rior a la Ki reportada (29), de manera que su efecto

competitivo sobre la absorción del lactato se ve dis-

minuido. De acuerdo con estos resultados, se reco-

mienda tomar la concentración de 1 mM con objeto

de evaluar los efectos del DCA sobre la oxidación y

lipogénesis a partir de L-lactato.

Dosis respuesta del aminooxiacetato (AOA).

Inhibidores de las transaminasas han sido utiliza-

dos para el estudio de los mecanismos de transporte

de aniones a través de la membrana mitocondrial en

células intactas. Los primeros estudios han mostrado

una fuerte inhibición causada por el AOA en la

gluconeogénesis a partir de lactato (30). El AOA es

un inhibidor de las enzimas piridoxal-fosfato depen-

dientes en el cerebro tales como, la glutamato

descarboxilada y la GABA-B-cetoglutarato

transaminasa (31) y se ha usado como un inhibidor

del metabolismo del B-aminobutirato (GABA) dado
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que por inhibe la aminobutirato aminotransferasa (EC

2.6.1.19), previniendo la síntesis de GABA, por lo

tanto, se incluye en medios de incubación para inhibir

la aminobutirato aminotransferasa previniendo el me-

tabolismo de neurotransmisores y permitiendo el ex-

perimento con compuestos marcados.

Asimismo, el AOA es un inhibidor específico de la

aspartato aminotransferasa (ASAT) (EC 2.6.1.1), tanto

en el compartimento mitocondrial como en el citosólico

(32, 33). LaASAT es un componente esencial de la lan-

zadera malato-aspartato, cuyo papel principal es trans-

portar equivalentes de reducción en forma de NADH

desde el compartimento citosólico al mitocondrial (34,

35). En mitocondrias no-sinápticas del cerebro que po-

seen una activa glutamato-aspartato traslocasa, la oxi-

dación del glutamato es sensible en un 70% al AOA,

indicando que este aminoácido es transaminado predo-

minantemente por la ASAT (32, 34, 36). En cortes de

cerebro con glucosa como sustrato, la velocidad de con-

sumo de oxígeno disminuye en un 40% por la presencia

de AOA mientras que el eflujo a lactato incrementa 3

veces. En estas circunstancias la ASAT está inhibida un

97% (31, 37). Por otro lado, la inhibición de la ASAT

evitaría la formación del N-acetil-L-aspartato, el segun-

do aminoácido más abundante en el cerebro (38), que

se transporta al compartimento citosólico para proveer

los grupos acetilo necesarios para la biosíntesis de los

lípidos en lamielinización (39-42).

Un cambio en el potencial redox del citosol, un au-

mento de la relación lactato/piruvato y una inhibición de

la habilidadmitocondrial de utilizar el piruvato glucolítico,

son las consecuencias bioenergéticas al adicionar AOA

en preparaciones de cerebro, donde es inhibida la lanza-

dera aspartato-malato previniendo la reoxidación del

NADH citosólico por la mitocondria. La relación 3-

hidroxibutirato/acetoacetato disminuye significati-

vamente, indicando la oxidación del acoplemitocondrial

NAD+/NADH (34). Mitocondrias de cerebro no

sinápticas poseen una activa glutamato-aspartato

translocasa y una oxidación del glutamato que es 70%

sensitiva al AOA, indicando que el aminoácido es pre-

dominantemente metabolizado por la ASAT. Se ha de-

mostrado que la respiración en cortes de cerebro en pre-

sencia de glucosa a disminuido un 40% por el AOA,

mientras que el lactato incrementa tres veces (43).

También se ha demostrado que el ß-metilen-L-

aspartato, un inhibidor selectivo de la aspartato

aminotransferasa, tiene un efecto similar, indicando el

importante papel de está enzima en el metabolismo de

glucosa en el cerebro. Este inhibidor induce una

hipoglicemia en terminales nerviosos (34).

En células aisladas de rata neonatal el hidroxicitrato

y el AOA disminuyeron la lipogénesis desde lactato en

un 40%, sugiriendo que la transferencia de los carbones

del lactato de la mitocondria al citosol para la síntesis de

lípidos puede estar acoplada a la traslocación de citrato

y N-acetil-L-aspartato (4).

Glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio

en el sistema nervioso central. Uno de los aspectos del

metabolismo del glutamato como neurotransmisor es la

vía por la cual es sintetizado, las más importantes son

las catalizadas por la glutaminasa fosfato-activa,

glutamato deshidrogenasa y ASAT. Estudios

inmunocitoquímicos han concluido que la ASAT esta

asociada con estructuras glutamatergicas. La actividad

de ésta enzima en cultivos primarios de gránulos

cerebelares es muy alta comparada con el cerebelo.

LaASAT ha sido localizada tanto mitocondrial como

citoplasmáticamente e igualmente se ha demostrado que

se inhibe la producción de glutamato endógeno cuando

las células se exponen a la presencia del AOA y

fenilsuccinato. Estas drogas bloquean, respectivamente,

laASATy el transporte de ácidos ceto-dicarboxílicos (32).

La inhibición de ASAT disminuiría la acción de la

lanzadera malato-aspartato por disminución de las

concentraciones de aspartato lo que obligaría a la

célula a utilizar otra fuente de este sustrato (30). La

adición de AOA causa cambios letales degenerativos

en las neuronas, probablemente causados por una toxi-

cidad debida al exceso de glutamato. Igualmente la

adición de AOA causa un aumento significativo del
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contenido de lactato y una disminución de los niveles

de ATP (44).

Como puede observarse en la Figura 1 el AOA

incremento las velocidades de oxidación y lipogénesis

a partir de L-lactato en los astrocitos. La adición de

AOA a concentraciones de 5 y 10 mM, aumenta la

oxidación a partir de L-lactato en un 26% y 71% res-

pectivamente (p<0.01). Igualmente, la incorporación

en lípidos a partir de L-lactato aumenta en un 11 y

21% (p<0.01). Estos resultados indican que al favo-

recerse el incremento de las concentraciones

mitocondriales de oxalacetato, se favoreció un incre-

mento en la respiración de los astrocitos, reflejándo-

se en el incremento de lípidos por estas células. De

acuerdo con estos resultados, se recomienda tomar

la concentración de 5 mM con objeto de evaluar los

efectos del BM sobre la oxidación y lipogénesis a

partir de L-lactato.

Dosis respuesta del butilmalonato (BM).

El transportador de citrato es también inhibido por

aniones no penetrantes como el butilmalonato (BM)

(54% de inhibición), fenilsuccinato, bencilmalonato y

pentilmalonato, que son considerados como inhibidores

específicos del transporte de dicarboxilatos (30, 45,

46). Con piruvato como sustrato, el eflujo de citrato

desde la mitocondria puede ocurrir, en este caso el

transporte de malato sirve como fuente de carbonos

y de equivalentes de reducción. Con el lactato como

sustrato, el transporte de aspartato formado de

oxalacetato, al citosol, predomina sobre el transporte

de malato, de esta manera los equivalentes reductivos

necesarios para la gluconeogénesis son proveídos por

la reacción de la lactato deshidrogenasa. Sin embar-

go, también con el lactato como sustrato, la

gluconeogénesis es inhibida por el butilmalonato (BM),

bajo estas condiciones el a-cetoglutarato, requerido
para la transaminación extramitocondrial con

aspartato, fluye continuamente desde la mitocondria

al citosol por intercambio con el malato. Este malato,

luego, puede ser reciclado desde el citosol

presumiblemente por intercambio con fosfato vía el

traslocador de dicarboxilatos. Este reciclaje de tra-

zas de malato a través de la membrana mitocondrial

a sido demostrado en muchos trabajos. La conclusión

es que el BM inhibe la gluconeogénesis por bloqueo

del transporte de malato (47, 48). Estudios con

mitocondrias aisladas, han mostrado que el intercam-

bio malato-malato a través de la membrana

mitocondrial es mediado por tres sistemas de trans-

porte, el traslocador de dicarboxilatos, el traslocador

de a-cetoglutarato y el traslocador de tricarboxilatos.
De estos traslocadores solamente el primero es sen-

sitivo al butilmalonato (30).

En trabajos previos con células aisladas de cere-

bro de neonato de rata se hicieron experimentos con

concentraciones de BM 5 y 6 mM (3, 4) y hay repor-

tadas en la literatura en estudios con mitocondrias de

hígado de rata (5 y 10 mM) (45, 49).

La velocidad de absorción del citrato es inhibida

por aniones no penetrantes, tales como el

fenilsuccinato, bencilmalonato, pentilmalonato y

butilmalonato (BM) a través de la inhibición específi-

ca del transportador de dicarboxilatos en mitocondrias

aisladas de hígado de rata (45). Un efecto similar se

ha encontrado en mitocondrias aisladas de cerebro

de rata con el butilmalonato (50). Todos estos análo-

gos dicarboxílicos inhiben el transportador de citrato.

Esta inhibición es competitiva. Se ha sugerido que el

transportador de tricarboxilatos tiene dos sitios de

unión, uno específico para Pi y otro específico para

dicarboxilatos. El butilmalonato inhibe un 54% la ve-

locidad de absorción del citrato en mitocondrias de

hígado de rata (45). Asimismo, se ha demostrado que

el BM es un inhibidor específico del transporte de

malato (50).

La adición de 5 mM de BM, aumento

significativamente la velocidad de oxidación a partir

de L-lactato en un 96%; a concentraciones de BM

de 10 mM el aumento fue menor pero aún significati-

vo 33% (p<0.01). No se observo ningún efecto signi-

ficativo en cuanto a la velocidad de incorporación en
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lípidos a concentraciones de BM 5 mM; con BM 10

mM se observa una disminución del 37% (p<0.0001).

Estos resultados indican que la inhibición completa

de la salida de malato y parcial de citrato de la

mitocondria favorecio un incremento en la respira-

ción, sin embargo, el mantenimiento de la lipogénesis

a 5 mM y la disminución de tan solo el 35% a con-

centración de 10 mM del inhibidor pueden estar indi-

cando la existencia de otra ruta alternativa para la

síntesis de lípidos desde lactato, como ya ha sido pro-

puesto (5) De acuerdo con estos resultados, se opta

por tomar la concentración de 5 mM con objeto de

evaluar los efectos del BM sobre la oxidación y

lipogénesis a partir de L-lactato.

Dosis respuesta del 1, 2, 3 b enceno tricarboxilato (BT).

El transporte de citrato a través de la membrana

interna mitocondrial tambien se inhibe de manera com-

petitiva por algunos tricarboxilatos, tales como cis-

aconitato, 1,2,3-propano tricarboxilato, propilcitrato y

1,2,3-benceno tricarboxilato (BT) (45).El BT es un

inhibidor relativamente específico del transporte del

citrato mitocondrial (51). También la oxidación de

citrato, cis-aconitato e isocitrato son inhibidas por este

compuesto (49). Sin embargo, el BT también inhibe

la acetil-CoA carboxilasa inhibiendo la síntesis de

ácidos grasos en el compartimento citosólico (30). Las

medidas del intercambio de citrato/[14C]citrato; citrato/

L-[14C]malato y malato/[14C]citrato a intervalos de

tiempo definidos han confirmado que el BT es un

inhibidor de este sistema de transporte, así como aná-

logos del citrato como el 2-etilcitrato y el 2-

propilcitrato (45, 49).

El BT es un inhibidor específico del transporte de

tricarboxilatos en mitocondrias de hígado de rata (49)

así como las procedentes de cerebro de rata (50).

Igualmente, se ha demostrado la efectividad del BT

sobre el transportador de tricarboxilatos aislado de

mitocondrias de hígado de rata e incorporado a

liposomas (52). Se ha encontrado, asimismo, que el

transportador de tricarboxilatos tiene un sitio simple

de unión para los tricarboxilatos, fosfoenol piruvato y

dicarboxilatos. Se ha establecido el siguiente orden

de afinidad por el transportador de tricarboxilatos: BT

(Ki = 0.07 mM) > cis -aconitato (Ki = 0.09 mM) >

citrato (Ki = 0.13 mM) > isocitrato (Ki = 0.18 mM) >

propilcitrato (Ki = 2.8 mM). En todos los casos el

tipo de inhibición es competitivo (45). No obstante, la

afinidad del inhibidor de tricarboxilatos por los trans-

portadores de dicarboxilatos es baja.

En células en suspensión de cerebros de rata

neonatal el BT y el BM no afectan la velocidad de

lipogénesis desde lactato, ni tampoco la oxidación del

lactato. El BT no afecta la velocidad de lipogénesis

desde 3-hidroxibutirato pero si disminuye ligeramen-

te la integración de los carbonos del 3-hidroxibutirato

en lípidos en el citosol, esto puede deberse a que du-

rante el período perinatal el papel del transportador

de citrato no es relevante en controlar lipogénesis (4).

Como puede observarse en la tabla 1, la adición

de BT 5 mM, no aumento las velocidades de oxida-

ción a partir de L-lactato pero si se aumenta la con-

centración de BT a 10 mM, se observa una disminu-

ción significativa (p<0.01) en la velocidad de oxida-

ción, indicando que el incremento de citrato

mitocondrial inhibe el ciclo de los ácidos

tricarboxílicos, como es bien conocido. Por otro lado,

la velocidad de lipogénesis que disminuyen en 24%

con 5 mM y 54% con 10 mM, lo que puede estar

indicando un efecto inhibitorio sobre la acetil-CoA

carboxilasa (EC 6.4.1.2) en este ultimo caso.

Adicionalmente, debido a que el BT posiblemente

puede entrar a la mitocondria e inhibir la piruvato

carboxilasa (EC 6.4.1.1) (51), una enzima exclusiva-

mente astrocítica (53, 54), lo que explicaría la dismi-

nución tan significativa en respiración y lipogénesis

cuando se incremento la concentración del inhibidor.

Aun así, la lipogénesis observada solo se podría ex-

plicar por la existencia de otra ruta alternativa como

ya ha sido propuesto. De acuerdo con estos resulta-

dos, se opta por la concentración de 5 mM con objeto
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de evaluar en cultivos de astrocitos la oxidación y

lipogénesis a partir de L-lactato.

Conclusión
La correcta selección de concentraciones de

inhibidores para estudios metabólicos, bioquímicos y

genéticos no accesibles in vivo permitirá tener una

mejor interpretación de los resultados bioquímicos. Se

destaca la importancia de contar con cultivos homo-

géneos de una sola clase de células para investigar

mecanismos neuroquímicos, pero al mismo tiempo se

recomienda cautela al intentar comparar datos de estos

cultivos con los derivados del estudio del cerebro in

vivo. Los resultados del presente trabajo se pueden

aplicar para estudios metabólicos variando el

substrato, el trazador radiactivo o el monocultivo, sien-

do extensible al estudio de las neuronas en condicio-

nes fisiológicas perinatales.
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