La albumina se comporta como un potente
activador de la piruvato deshidrogenasa en
neuronas y astrocitos de rata en cultivo primario

Albumin strongly activates pyruvate dehydrogenase-catalyzed reaction in
rat neurons and astrocytes from primary culture.
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RESUMEN

El cerebro de neonato es capaz de captar albumina de la sangre, exclusivamente,
durante el periodo perinatal (1). Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio
indicaban que la presencia de albiimina afectaba al metabolismo del cerebro de neonato
(2, 3). En el presente trabajo estudiamos las vias metabolicas afectadas por la albimina,
en neuronas y astrocitos en cultivo primario. Para ello empleamos glucosa marcada
radiactivamente en distintos carbonos (4). Nuestros resultados muestran que los efecto
mas importantes de la proteina tienen lugar a nivel de la piruvato deshidrogenasa y del
“escape de carbonos” para la sintesis de neurotransmisores. En astrocitos, el efecto es,
cuantitativamente, mas importante que en neuronas, y se ven afectados también el ciclo
tricarboxilico y el ciclo de las pentosas fosfato. Por ultimo, nuestros resultados mues-
tran que el efecto de la albimina sobre el metabolismo parece tener dos componentes,
uno dependiente de calcio y otro independiente del mismo.
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ABSTRACT

Albumin is uptaken by newborn brain from blood during the perinatal period (1).
Previous works showed that the presence of albumin activated newborn brain metabolism
(2) in both neurons and astrocytes (3). In this work, the metabolic pathways implicated
in this effect has been studied. The fate of glucose was studied using 14C-labeled
glucose in different carbons in the presence or in the absence of albumin as it has been
previously reported (4). Here we report that albumin highly activated pyruvate
dehydrogenase-catalyzed reaction. Since the tricarboxylic acid cycle was not activated
to the same extent, the efflux of carbons from the pyruvate dehydrogenase-catalyzed
reaction was strongly increased. Albumin activated the pentose phosphate shunt and the
trycarboxylic acid cycle in astrocytes but not in neurons. Our results showed that
albumin activated astrocytes metabolism by two mechanism, and one of them was
calcium-dependent.
Key words: Neurons. Astrocytes. Albumin. Metabolism. Calcium.
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INTRODUCCION

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio indicaban que la pre-
sencia de albumina afectaba al metabolismo del cerebro de neonato (2), tanto
en neuronas como en astrocitos (3). De hecho, el efecto de la albumina era
especifico, puesto que no era mimetizable por sustancias de semejante peso
molecular, como el dextrano, o por captadores artificiales de acidos grasos,
como la a-ciclodextrina (2). Estos resultados demostraban la necesidad de la
entrada de la albumina en el interior de la célula como requisito previo para
llevar a cabo su efecto. En este sentido, se ha demostrado que el cerebro de
neonato es capaz de captar albumina de la sangre (1, 5) de donde, posible-
mente, es transportada por los astrocitos (6) al interior de las estructuras
cerebrales. Finalmente, el recambio de la albumina intracelular obliga a su
excrecion en el liquido cefalorraquideo. Es mads, el proceso de captacion de
la albiumina parece ser una caracteristica del cerebro en desarrollo. De hecho,
se ha propuesto la existencia de un mecanismo especifico de transferencia de
albumina a través de la barrera hematoencefalica, operativo exclusivamente
durante la vida postnatal que desaparece una vez realizado el destete (1).

Ademais de los efectos provocados por la proteina en si, hay que mencio-
nar que la albumina es portadora de moléculas de caricter lipofilico que
pueden acceder al cerebro gracias al mecanismo arriba mencionado. En este
sentido, la albimina parece ser portadora de un fosfolipido, cuya estructura
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cultivo primario (7). Asi, la albiumina incrementa los niveles citoplasméticos
de calcio y estimula la sintesis de DNA en astrocitos (7). El objetivo del
presente trabajo fue conocer los pasos metabolicos afectados por la proteina,
asi como la posible implicacion del calcio como mediador de este fendmeno.

MATERIAL Y METODOS
Material

La albumina empleada, a menos que se especifique otro tipo, fue de suero
bovino Sigma A7303; también se emple6 albumina delipidada de Sigma
A3803 y Boehringer 238031. Otros productos utilizados en la preparacion de
disoluciones procedieron de las casas Sigma Cheemical Co. (St. Louis, Mo.,
U.S.A.) y Merck (Darmstadt, Alemania). Los productos radiactivos se obtu-
vieron de New England Nuclear (Boston, MA).
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Métodos

Para la preparacién de cultivos primarios de neuronas y astrocitos se
emplearon fetos de 17 dias de gestacién o neonatos de rata albina Wistar de
0-24 h de vida postnatal, respectivamente, siguiendo el método comtinmente
empleado en nuestro laboratorio (3). Las células se cultivaron en DMEM
suplementado con un 10% de FCS. Las neuronas se utilizaron después de 7
dias en cultivo y los astrocitos después de 5 6 13 dias. La velocidad de
oxidacién y lipogénesis se determiné siguiendo el método previamente descri-
to (4). Las neuronas o los astrocitos se incubaron durante 1 hora a 37 °C en
PBS que contenia glucosa 5 mM 6 lactato 10 mM y aproximadamente 600-
900 DPM/nmol de [1-C]-glucosa, [6-“C]-glucosa, [3,4-'*C]-glucosa 6 100
DPM/nmol de [U-'*C]-lactato en presencia o ausencia de un 2% de albtimina.
En algunos experimentos, los astrocitos se incubaron en ausencia de calcio,
para ello se preincubaron durante 20 minutos con EGTA 1mM y se mantuvo
esta misma concentracion durante la incubacién en un medio libre de calcio.
No se observaron diferencias significativas entre los valores obtenidos en
medio con calcio y los obtenidos en medio sin calcio + EGTA. Se determiné
la velocidad de oxidacién mediante la cuantificacién del ['“CO,] liberado
durante la incubacion. Asimismo se determiné la velocidad de sintesis de
lipidos, cuantificando la radioactividad existente en el extracto lipidico.

RESULTADOS

Debido a que la albimina activa el metabolismo tanto en neuronas como
en astrocitos (3), nos propusimos investigar las vias metabdlicas afectadas por
la proteina en estos dos tipos de células. Para ello, empleamos glucosa
marcada radiactivamente en distintos carbonos. Asi, la glucosa pierde el
carbono 6 en forma de CO2 en el ciclo tricarboxilico, mientras que el carbono 1
se pierde, ademds, en el ciclo de las pentosas fosfato. Por tanto la velocidad
de oxidacién de [6-'*C]glucosa serd un indice de la velocidad del ciclo
tricarboxilico y la diferencia entre la velocidad oxidacién de la [1-"C]glucosa
y la [6-"*C]glucosa sera un indice de la velocidad del ciclo de las pentosas
fosfato (8, 9, 10). Por otra parte, la glucosa se descarboxila en la reaccién
catalizada por la piruvato deshidrogenasa perdiendo los carbonos 3 y 4. Por
tanto, la oxidacion de la [3,4-'“C]glucosa serd un indice de la actividad de
esta enzima (8, 9, 11). Por lo que respecta a la incorporacién en lipidos,
los carbonos 3 y 4 de la glucosa sélo se incorporan en glicerol, mientras
que el resto lo hace, ademas, en 4cidos grasos y esteroles. Por tanto la
lipogénesis a partir de [3,4-'*C]glucosa podra ser empleada como indice de
la sintesis de glicerol, mientras que la diferencia entre la lipogénesis a partir
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de [6-"*C]glucosa y [3,4-"“C]glucosa sera un indice de la sintesis de acidos
grasos y esteroles.

Nuestros resultados muestran que la via metabdlica mas afectada por la
presencia de la albimina fue la reaccion catalizada por la piruvato deshidrogenasa
tanto en neuronas (55%) como en astrocitos (141%). La velocidad del ciclo
tricarboxilico experiment6 un incremento del 68% en astrocitos, sin modificarse
de forma significativa en neuronas. Por su parte, el ciclo de las pentosa
fosfato aument6 un 28% en astrocitos y no se modific6 de forma significativa
en neuronas (figura 1). Ademas cuantificamos el “escape de carbonos” del
ciclo tricarboxilico, es decir los carbonos procedentes de la reaccién catalizada
por la piruvato deshidrogenasa que no se oxidan en el ciclo tricarboxilico.
Para ello calculamos la diferencia entre la velocidad de oxidacién de
[3,4-"C]glucosa y [6-'*C]glucosa. La albtimina aumenté de forma considera-
ble el “escape de carbonos” en astrocitos un 150% y en neuronas un 57%
(figura 1).

Las vias responsables de la sintesis de lipidos no se vieron modificadas
de forma significativa por la presencia de la albumina en astrocitos (figura
2a). Sin embargo, en neuronas la albimina provocé una disminucién en la
velocidad de sintesis de glicerol de aproximadamente un 50% sin modificar
de forma significativa la sintesis de acidos grasos y esteroles (figura 2b).

Con objeto de conocer si los efectos sobre el metabolismo de la albimina
eran consecuencia de un incremento en los niveles intracelulares de calcio,
depletamos las células en calcio tal y como se describe en “Material y
Métodos”. La presencia de albimina duplicé la oxidaciéon de lactato en
astrocitos en cultivo primario, sin embargo, en ausencia de calcio el incre-
mento en la velocidad de oxidacién de lactato fue la mitad, aproximadamente
un 50% (figura 3). El incremento en los niveles de calcio intracelulares
provocado por la albumina, es mediado por un sustancia lipidica, de manera
que la albimina fuertemente delipidada (por ejemplo, Sigma A3803 6 Boehringer
238031) carece de efecto (7). La figura 3 muestra como estos dos tipos de
albumina incrementaron la velocidad de oxidacion de lactato aproximadamen-
te un 60%, sin llegar al 104% de la proteina parcialmente purificada.

DISCUSION

En trabajos previos llevados a cabo por nuestro grupo se puso de mani-
fiesto la importancia de la albumina como activador del metabolismo en el
cerebro de neonato (2), este efecto se observd tanto en neuronas como en
astrocitos (3). En el presente trabajo se muestran las principales vias metabdlicas
reguladas por la albumina en neuronas y astrocitos en cultivo primario. Asi,
en neuronas (figura 1a) observamos un incremento en la utilizaciéon de gluco-
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Fig. 1.—Efecto de la albimina en la oxidacion de glucosa en neuronas y astrocitos. Neuronas
(a) y astrocitos (b) en cultivo primario se incubaron en presencia de glucosa 5mM y [6-
"“Clglucosa, [1-"C]glucosa 6 [3,4-"C]glucosa (600-900DPM/nmol), en presencia o en ausen-
cia de albimina 2%. Se determin¢ la velocidad de oxidacion y se estimé la velocidad de las
diferentes vias metabolicas como se describe en la seccién de Resultados. Los resultados son
medias+SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias entre los valores
obtenidos en ausencia de albiimina vs en presencia se expresa como * p<0.05, **p<0.01, ***
p<0.001 (segun el test de la t de student). TCA, ciclo tricarboxilico; PDH, piruvato deshidrogenasa;
CPP, ciclo de las pentosas fosfato; E TCA, “escape de carbonos” del ciclo tricarboxilico.
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sa a través de la reaccion catalizada por la piruvato deshidrogenasa, sin
modificarse significativamente la velocidad del ciclo tricarboxilico ni de las
pentosas fosfato. Como consecuencia, se produjo un aumento en los carbonos
procedentes de la reaccion catalizada por la piruvato deshidrogenasa que no
se oxidan en ciclo tricarboxilico. Este “escape de carbonos” no esta destinado
a sintetizar acidos grasos y esteroles (figura 2a), ya que no s observan
diferencias por la presencia de albimina, sin embargo podria estar destinado
a sintetizar neurotransmisores (12). Por tanto, la albumina transportada al
cerebro durante el periodo perinatal podria tener como objeto proveer de
carbonos a las neuronas para sintesis “de novo” de neurotransmisores.

En astrocitos (figura 1b), la albimina ejercio un efecto cuantitativamente
mas importante que en neuronas. Las vias metabolicas estimuladas por la
proteina fueron, ademas de la piruvato deshidrogenasa, el ciclo tricarboxilico
y en menor medida el de las pentosas fosfato. Cabe resaltar el hecho de que
la albtmina estimula la sintesis de DNA en astrocitos (7). En este sentido la
sintesis de 4acidos nucleicos conlleva una elevada demanda de ribosas fosfato.
Por tanto no es sorprendente que la albumina aumente del ciclo de las
pentosas fosfato cuya mision es la sintesis de ribosa fosfato. Por otra parte,
el escape de carbonos aumenté un 150% aproximadamente en astrocitos por
la presencia de la albimina (figura 1b), sin modificarse la sintesis de lipidos
(figura 2b). Este ultimo proceso podria tener como mision, en los astrocitos,
proveer carbonos que las neuronas utilizarian en el ciclo tricarboxilico para la
sintesis de neurotransmisores (12, 13). De hecho, los astrocitos, y no las
neuronas, disponen de actividad piruvato carboxilasa (14). El objetivo de esta
enzima es la transferencia de carbonos procedentes de astrocitos a las neuronas,
pues bien, esta enzima también es activada por la albumina en astrocitos (15).
Por tanto, la albimina transportada al cerebro durante el periodo perinatal (1)
tendria dos consecuencias metabolicas importantes. Por un lado, activaria el
ciclo de las pentosas fosfato en astrocitos, como consecuencia de la activa-
cién de la proliferacién. Por otro lado, activaria la sintesis “de novo” de
neurotransmisores en las neuronas, activando la piruvato deshidrogenasa en
neuronas y la piruvato deshidrogenasa y piruvato carboxilasa en astrocitos.

El mecanismo por el cual la albumina activa el metabolismo del cerebro
durante el desarrollo no esta totalmente esclarecido. Este efecto podria tener
lugar mediante la captacion de acil-CoA por la albimina. En este sentido, se
ha descrito que los acil-CoA inhiben la piruvato deshidrogenasa (16). Esta
hipétesis requiere la entrada de la albimina en el interior de la célula, hecho
que tiene lugar especificamente durante el periodo perinatal (1). Es mas
Vicario y col. (2) demostraron que sustancias captadoras de acidos grasos,
pero incapaces de ser transportadas al interior de la célula como la -ciclodextrina,
no son capaces de mimetizar el efecto de la albumina. Por otra parte, en
astrocitos, la albiimina provoca un aumento en los niveles citoplasmaticos de
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Fig. 2.—Efecto de la albumina en la lipogénesis de glucosa en neuronas y astrocitos. Neuronas (a)
y astrocitos (b) en cultivo primario se incubaron en presencia de glucosa SmM y [6-'“C]glucosa,
[1-"*C]glucosa 6 [3,4-"C]glucosa (600-900DPM/nmol). Se determiné la velocidad de lipogénesis
y se estimé la velocidad de las diferentes vias metabdlicas como se describe en la seccién de
Resultados. Los resultados son medias+SEM de 5 experimentos. La significatividad de las
diferencias entre los valores obtenidos en ausencia de albumina vs en presencia se expresa
como **p<0.01 (segiln el test de la t de student). LT, lipogénesis total; G, sintesis de glicerol;
E AG, esteroles y acidos grasos.
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calcio (7), que activan la actividad piruvato deshidrogenasa (17). En efecto,
nuestros resultados muestran que el efecto de la albumina es parcialmente
dependiente de la presencia de calcio en el medio extracelular (figura 3).
En resumen, la presencia de albumina durante el periodo perinatal en el
cerebro aumenta muy significativamente la utilizacion de sustratos a través de
la reaccién catalizada por la piruvato deshidrogenasa sobre todo en astrocitos.
Nuestros resultados sugieren que este efecto tiene dos componentes, uno
mediado por calcio y otro por la captacion de acil-CoA. El fin Gltimo de este
fenémeno seria proveer a las neuronas de intermediarios metabdlicos para la
sintesis “de novo” de neurotransmisores durante el periodo perinatal.
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