nd.
FUNDACIONMAPFRE Z }/'a I/t m a T.‘.’-a'f”ﬂ‘ﬁ%

VOL 20 Supl 3 , 2009

I ORIGINAL

La megalina es el receptor para la endocitosis mediada por caveolas de la
albimina y se requiere para la sintesis del factor neurotrofico acido oleico

Megalin is the receptor for caveola-mediated endocytosis of albumin and it’s required for the
synthesis of the neurotrophic factor oleic acid

Bento-Abreu A, Velasco A, Tabernero A, Medina ] M
INCYL, Universidad de Salamanca, Espaiia.

Esta investigacion ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE

Resumen

Objetivo: Estudiar el mecanismo de endocitosis de la albimina en astrocitos de rata en cultivo primario.
Material y Métodos: Se utilizaron neonatos (1 dia de vida) de ratas Wistar para obtener astrocitos en cultivo
primario. Los astrocitos se incubaron con albimina al 2% o albimina-FITC al 0,5%, durante 20 minutos, a
4°C para los estudios de unién y durante 20 minutos a 4°C, seguido de 10 minutos a 37°C, para los estudios
de internalizacion. Para los experimentos de pérdida de funcidn, los astrocitos se transfectaron con 50nM de
siRNA especifico para el silenciamiento de la proteina diana durante 72 h. El 4cido oleico presente en el medio
de cultivo de astrocitos incubados con albimina al 2% durante una hora se cuantifico por HPLC.
Resultados: la megalina y la caveolina-1, pero no la clatrina, colocalizan con la albimina en la membrana plas-
matica. El silenciamiento de la megalina y de la caveolina-1 reduce la capacidad de la albiimina para unirse a la
membrana e internalizarse y reduce la capacidad de los astrocitos para sintetizar el factor neurotréfico dcido olei-
co. El silenciamiento de la clatrina no modifica la internalizacién de la albimina ni la sintesis del dcido oleico.
Conclusiones: la albimina se internaliza mediante endocitosis dependiente de caveolas via megalina en los as-
trocitos y que este proceso se requiere para la sintesis del factor neurotréfico 4cido oleico.

Palabras-clave:

Astrocito, 4cido oleico, albtimina, caveolas, clatrina, endocitosis.

Abstract

Aim: Study of the endocytic pathway of albumin in rat astrocytes from primary culture.

Material y Methods: One day postnatal Wistar rats were used to obtain astrocytes form primary culture. As-
trocytes were incubated with 2% albumin or 0.5% FITC-albumin during 20 minutes at 4°C for binding expe-
riments or during 20 minutes at 4°C followed by 10 minutes at 37°C for internalization experiments. For loss-
of-function experiments, astrocytes were transfected during 72h with 50 nM of siRNA specific for target
protein, followed by the binding and internalization experiments. Oleic acid present in the culture medium of
astrocytes incubated with 2% albumin during one hour was quantified by HPLC.

Results: We observed that megalin and caveolin-1, but not clathrin, co-localize with albumin in the membra-
ne. Megalin and caveolin-1 silencing by siRNA reduces albumin binding and internalization, as well as oleic
acid synthesis in astrocytes. Nonetheless, clathrin silencing do not modify albumin internalization or oleic acid
synthesis in astrocytes

Conclusions: albumin is internalized in a caveola-dependent mechanism via megalin and that this event is re-
quired for the synthesis of the neurotrophic factor oleic acid.
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I Introduccion

La albimina entra en el cerebro adulto en condiciones de
hipoxia y tras dafio en la barrera hematoencefélica [1] pues
ejerce un efecto beneficioso neuroprotector en el cerebro tras
un infarto cerebral agudo [2-4]. Ademas, la internalizacion de
la albtimina en los astrocitos estimula la sintesis y liberacion
al espacio extracelular del acido oleico, un factor neurotrofi-
co que induce la diferenciacion neuronal [5]. De esta forma,
es tentador especular que la albimina pueda tener también
una funcién en la reparacién neuronal en respuesta a tales le-
siones, al inducir la sintesis del dcido oleico.

Se ha postulado que la presencia de albumina en el cerebro
se podria deber a la existencia de un receptor especifico para
la albimina, puesto que albuminas modificadas quimicamen-
te o de distintas especies son incapaces de alcanzar el liquido
cefalorraquideo [6]. Sin embargo, la naturaleza de este recep-
tor es desconocida. Se sabe que la megalina, un receptor mul-
tiligando miembro de la familia de los receptores de lipopro-
teinas de baja densidad, es el receptor de la albimina en el
rifén, promoviendo su internalizacion mediante endocitosis
dependiente de clatrina en las células del tabulo proximal [7].
La endocitosis de la albimina mediada por la megalina puede
ocurrir por endocitosis dependiente de clatrina [8] o por en-
docitosis dependiente de caveolas [9,10]. Ademds, en astroci-
tos, se ha descrito que la albimina se internaliza por endoci-
tosis mediada por receptor [11].

Hemos estudiado el mecanismo molecular de internaliza-
cién de la albimina en los astrocitos y descrito su mecanismo
molecular de internalizacion que amplia el conocimiento so-
bre el efecto neuroprotector de la albimina en respuesta al
dafio cerebral y puede dar lugar a nuevas posibilidades tera-
péuticas.

I Material y Métodos

Se emplearon neonatos de ratas albinas Wistar de 1 dia de
vida postnatal, suministradas por el Servicio de Experimenta-
cién Animal de la Universidad de Salamanca y se realizd un
cultivo primario de astrocitos de ratas Wistar [12], mante-
niéndose en cultivo a 37°C en una atmdsfera humidificada,
con 5% de COs.

En los experimentos de uni6n de albumina al receptor, los
astrocitos de 14 dias in vitro (DIV) se cultivaron en DMEM
sin FBS durante 12 horas antes del tratamiento. Para los ex-
perimentos de union de albimina, las células se lavaron con
PBS y se incubaron en medio de incubacién de albimina su-
plementado con glucosa 5 mM y con albiimina al 1-2% (p/v)
o con albumina conjugada a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) al 0,5-1%, durante 20 minutos a 4°C. En los experi-
mentos de internalizacion de albiimina, los astrocitos se incu-
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baron como se ha descrito anteriormente (20 minutos a 4°C)
y luego se transfirieron a 37°C durante 10 minutos. Después
de las incubaciones con albimina, los astrocitos se lavaron
abundantemente con PBS a 4°C.

Inmunocitoquimica

Para los ensayos de inmunofluorescencia, después de los
tratamientos celulares, las células se fijaron con formaldehido
al 4% durante 30 minutos, se permeabilizaron con metanol
al 100% a -20°C durante 10 minutos y después se incubaron
con anticuerpo policlonal de oveja contra megalina (1:1000;
donado por el Dr Verroust, del Institut Nacional de la Santé
et de la Recherche Medicale, Paris, Francia), con anticuerpo
policlonal de conejo contra caveolina-1 (1:500; Abcam, Cam-
bridge, Reino Unido) o con anticuerpo monoclonal de ratén
contra clatrina (1:500; BD Transduction Laboratories, USA),
durante 16h a 4°C, seguido de una incubacion con un anti-
cuerpo secundario contra IgG de oveja, conejo o raton conju-
gado con AlexaFluor594 (1:1000; Invitrogen, Barcelona), du-
rante 1 hora a temperatura ambiente. El DNA nuclear se tifi6
con DAPI (2,5ug/mL en PBS; Invitrogen) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Las células se montaron utilizando un
agente preservador de la fluorescencia (Slowfade Gold Anti-
fade kit; Invitrogen). Las preparaciones fueron observadas
con un microscopio confocal modelo LSMS510 (Zeiss) o con
un microscopio de fluorescencia invertido conectado a una
video-camara digital Leica DC 100, obteniéndose imdgenes
confocales o de fluorescencia. Para los andlisis de microscopia
confocal se utilizo el microscopio confocal y las imagenes
confocales se analizaron empleando el programa informético
de anilisis de imagen LSM 5 Image Browser v 2.8 (Zeiss).

Westernn Blot

Después de los tratamientos celulares, las células se lavaron
tres veces con PBS y se lisaron con RIPA (50 mM Tris-HCI
pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.02% NaN3, 1% Triton X-100, 2
mM PMSF y 0.5 ug/ml antipaina, 0.5 ug/ml amastatina, 0.5
ug/ml pepstatina, 0.5 ug/ml leupeptina, 0.5 ug/ml bastatina y
0.5 ug/ml de inhibidor de tripsina). Los lisados se centrifuga-
ron a 10000 x g durante 10 minutos a 4°C y los sobrenadan-
tes se guardaron a -80°C. 30 pg del extracto proteico se apli-
caron en geles de acrilamida (SDS-PAGE) de 5% 0 10% vy se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa [13]. Tras blo-
quear durante 1 hora a temperatura ambiente, con una solu-
cién de leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en TBS, las
membranas se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con
anticuerpo monoclonal de ratén contra BSA (Sigma, Ma-
drid), con anticuerpo policlonal de oveja contra megalina,
con anticuerpo policlonal de conejo contra caveolina-1 o con

Trauma Fund MAPFRE (2009) Vol 20 n°® 3:130-136

131



FUNDACIONMAPFRE

VOL 20 Supl 3 , 2009

anticuerpo monoclonal de raton contra clatrina. A continua-
cion, las membranas se incubaron 1 hora a temperatura am-
biente con anticuerpo secundario contra IgG de oveja, conejo
o ratén conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechno-
logy, U.S.A.). La inmunodeteccion se realizé mediante qui-
mioluminiscencia.

Inmunoprecipitacion

Después de los tratamientos celulares, las células se lavaron
con PBS y se lisaron con RIPA. Los lisados se centrifugaron a
10000 x g durante 10 minutos a 4°C y 500 ul del sobrena-
dante se incubd con 2 ug de anticuerpo monoclonal de ratén
contra BSA, de anticuerpo policlonal de oveja contra megali-
na, con anticuerpo policlonal de conejo contra caveolina-1 o
con anticuerpo monoclonal de ratén contra clatrina durante
3 horas a 4°C. Los inmunocomplejos se secuestraron con 50
ul de proteina-A Sepharosa CL-4B (Invitrogen) por centrifu-
gacion (1 minuto, 10000 x g, 4°C). Las proteinas se disolvie-
ron en 30 wl de tampdn de carga de SDS durante 5 minutos a
95°C y se aplicaron en geles SDS-PAGE de 5% o0 10%.

Silenciamiento génico por siRNA

Los astrocitos de 14 DIV se transfectaron con una secuen-
cia validada de siRNA sin gen diana (control, designada NT-
siRNA) y con una secuencia especifica para el silenciamiento
de la megalina (designada Meg-siRNA), de la caveolina-1
(designada Cav-1-siRNA) y de la clatrina (designada Clat-
siRNA), utilizando Lipofectamina 2000, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se trans-
fectaron con 50 nM de siRNA de doble cadena previamente
mezclados con 2,5 pL/mL de Lipofectamine2000. Los trata-
mientos celulares se realizaron 72h tras la transfeccion.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
Los acidos grasos presentes en los medios de incubacion se
analizaron por HPLC [5].

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como medias + error estandar
de la media de, como minimo, tres experimentos indepen-
dientes. El analisis estadistico se realizo mediante el test t de
Student, cuando se comparaban dos variables, o mediante
anélisis de varianza (ANOVA) seguido del test Tukey, cuando
se comparaban mds de dos variables. Los valores se conside-
raron significativos cuando p<0,05.

I Resultados
La megalina, la caveolina-1 y la clatrina se expresan en as-
trocitos en cultivo primario (Figura 1). La albamina colocaliza
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con la megalina en la membrana de los astrocitos, dado que la
imagen superimpuesta muestra color amarillo (Figura 2). El
anticuerpo contra la megalina también precipité la albimina
(Figura 2) y no se observo sefial en el control negativo realiza-
do inmunoprecipitando las proteinas con un anticuerpo con-
tra GAPDH. Las proteinas extraidas de los astrocitos se usa-
ron como control positivo para la albimina.

La albiimina colocalizé con la caveolina-1 en la membrana
de los astrocitos pero no con la clatrina. Los anticuerpos con-
tra la BSA y contra la megalina también precipitaron la cave-
olina-1, pero no la clatrina (Figura 3). Las coinmunoprecipi-
taciones reciprocas confirmaron estos resultados, dado que
los analisis de Western blot muestran la presencia de la albu-
mina en el inmunocomplejo obtenido tras la inmunoprecipi-
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Fig. 2. Interaccion de la albimina con la megalina en astrocitos. A)
Colocalizacion de FITC-BSA con megalina, analizada por inmuno-
citoquimica. Las imdgenes confocales del mismo campo muestran
la FITC-BSA (verde), megalina (rojo) y su colocalizacion (amari-
llo). El DNA nuclear se tifié con DAPIL, en azul en la imagen supe-
rimpuesta. Barra de calibrado: 10 Im. B) Western blot de BSA tras
la inmunoprecipitacion del extracto proteico con anticuerpos espe-
cificos contra megalina. Las células se incubaron a 4°C durante 20
minutos con BSA al 2% (p/v). Control positivo: Western blot de
BSA en el extracto proteico de astrocitos antes de la inmunopreci-
tipacién. Control negativo: Western blot de BSA tras la inmuno-
precipitacion con un anticuerpo monoclonal contra GAPDH.
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Fig. 3. Interaccion de la albimina y de la megalina con caveolina-1,
pero no con clatrina, en la unién de la albumina a los astrocitos. A)
Doble inmunofluorescencia para la inmunocitoquimica de la caveo-
lina-1 o la clatrina (rojo) y FITC-BSA (verde). Las imagenes confo-
cales muestran la colocalizacion de la FITC-BSA con la caveolina-1,
en amarillo en las imdgenes superimpuestas, pero no con la clatri-
na. El DNA nuclear se tifié con DAPI, en azul en las imdgenes supe-
rimpuestas. Barra de calibrado: 15 um. B-F) Wester blot de la BSA,
la caveolina-1 o la clatrina tras la inmunoprecipitacion del extracto
proteico con anticuerpos especificos contra la BSA (B), la megalina
(C), la caveolina-1 (D) o la clatrina (E). Control positivo: Wester
blot en el extracto proteico de astrocitos antes de la inmunoprecipi-
tacion. Control negativo: Western blot tras la inmunoprecipitacion
con un anticuerpo monoclonal contra GAPDH.

V%‘

tacion de la caveolina-1, pero no tras la inmunoprecipitacion
de la clatrina (Figura 3). No se observo sefial en el control ne-
gativo, realizado inmunoprecipitando las proteinas con un
anticuerpo contra GAPDH. Las proteinas extraidas de los as-
trocitos se usaron como control positivo para la caveolina-1,
la clatrina, la megalina y la BSA.

La inmunocitoquimica de megalina revel6 una fuerte re-
duccién en la expresion de la megalina en los astrocitos trans-
fectados con siRNA especifico para megalina (designado
Meg-siRNA) con una reduccion de 65% de la expresion de la
megalina (Figura 4). El andlisis de Western blot mostr6 una
reduccion de més del 50% en la unién y en la internalizacion
de albimina en los astrocitos cuya megalina fue silenciada,
cuando se comparan con los astrocitos transfectados con NT-
siRNA. Esta reduccion fue coherente con la eficacia del silen-
ciamiento de la megalina (Figura 4).
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Para clarificar el tipo de endocitosis empleada en la interna-
lizacién de la albumina en astrocitos, se silencié la expresion
de la caveolina-1 o de la clatrina mediante siRNA. Los resul-
tados obtenidos muestran una reduccion del 58% en la inter-
nalizacion de la albimina en los astrocitos transfectados con
Cav1-siRNA, cuando se compara con los astrocitos transfec-
tados con NT-siRNA, siendo esta reduccion coherente con la
eficacia del silenciamiento de la caveolina-1 (cerca del 80%)
(Fig. 5). Sin embargo, en astrocitos cuya expresion de la cla-
trina se encontraba silenciada (reduccién del 50%), la inter-
nalizacién de la albumina no se modifico significativamente
(ligero incremento de cerca del 8%) respecto a la situacion
control (NT-siRNA) (Figura 6).

Finalmente, el analisis por HPLC de los acidos grasos reve-
16 que trés el silenciamento de la expresion de la megalina y
de la caveolina-1 por siRNA, la sintesis y liberacion del acido
oleico disminuy6 mds del 50% en comparacion con los astro-
citos transfectados con NT-siRNA. Sin embargo, el silencia-
miento de la expresion de la clatrina no modifico la sintesis y
liberacion del 4cido oleico (Figura 7).
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Fig. 4. El silenciamiento de la megalina disminuye la unién de la
albimina a los astrocitos. A Doble inmunofluorescencia para la
inmunocitoquimica de megalina (rojo) y FITC-BSA (verde). Las
imagenes confocales muestran que la cantidad de FITC-BSA dis-
minuye en los astrocitos transfectados con Meg-siRNA, cuando
se compara con los astrocitos transfectados con NT-siRNA. Ade-
mas, las imdgenes superimpuestas muestran la colocalizacion de
FITC-BSA con la megalina en astrocitos transfectados con NT-
siRNA pero no en los transfectados con Meg-siRNA. El DNA
nuclear se tifié con DAPIL en azul en las imdgenes superimpues-
tas. Barra de calibrado: 10 um. Western blot y cuantificacion de
BSA (B) y de megalina (C) en astrocitos transfectados con Meg-
siRNA. (p<0,01).
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Fig. 5. El silenciamiento de la caveolina-1 disminuye la internaliza-
cién de la albimina en astrocitos. A) Las imdgenes confocales
muestran la reduccién en la internalizacion de FITC-BSA en los as-
trocitos cuya caveolina-1 fue silenciada, cuando se compara con los
astrocitos transfectados con NT-siRNA. El DNA nuclear se tifié
con DAPI, en azul en las imdgenes superimpuestas. Barra de cali-
brado: 10 wm. Wester blot y cuantificacion de BSA (B) y de caveoli-
na-1 (C) en astrocitos transfectados con Cav-1-siRNA. (p<0,01).
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Fig. 6. El silenciamiento de la clatrina no modifica la internaliza-
cién de la albimina en astrocitos. A) Doble inmunofluorescencia
para la inmunocitoquimica de clatrina (rojo) y FITC-BSA (verde).
Las imagenes confocales muestran la ausencia de diferencias en la
internalizacion de FITC-BSA en los astrocitos cuya clatrina fue si-
lenciada, cuando se compara con los astrocitos transfectados con
NT-siRNA. El DNA nuclear se tiié con DAPIL, en azul en las ima-
genes superimpuestas. Barra de calibrado: 10 um. Western blot y
cuantificaciéon de BSA (B) y de clatrina (C) en astrocitos transfec-
tados con Clat-siRNA. (p<0,01).

[rauma ™

A NT-siRNA + BSA
0
015 2 8
2 o
_ %8 &
el St | E
5 SE |a
= i "
2 010 - 288 %
g - Rs |&
2 2 e
o T - o~
I = 5 1=
- 5
< - 3
0.05 -
0 Pl PP VORE] | LY
I e A A B B B S
] 0 30
Tiempo (min)
045 — Cav1-siRNA + BSA 0
= o
7 0 s
- 2 2
] K
o =
© ] 35 §
£ 010 - B <
£ 7 °d | &
= - 88
0.05 - 3
0 -
e B e e e e IR B s
0 0 20 30
Tiempo {min)
0, a
:
= 80
o @
3
Geo 60
oe b b
2x 2
e =
<3
E 2
=
0
NT-siRNA Meg-siRNA Cav-1-siRNA Clat-siRNA

Fig. 7. El silenciamiento de la caveolina-1, pero no de la clatrina,
disminuye la liberacién del acido oleico por los astrocitos. A) Per-
files cromatrogréficos representativos de astrocitos transfectados
con NT-siRNA y Meg-siRNA. B Cuantificaciéon del dcido oleico.
Los valores se normalizaron con dcido margdrico y se expresan
como pmol de dcido oleico liberado al medio de incubacién por
hora y millén de astrocitos, y son medias = SEM de al menos tres
experimentos independientes. (p<0,01).

I Discusion

El descubrimiento de que la albimina se reabsorbia en el
tabulo proximal renal indicaba que el tinico mecanismo ca-
paz de mediar este proceso era la endocitosis mediada por re-
ceptor, puesto que ni su tamafio ni el gradiente entre el tibulo
y la sangre permitian la reabsorcion pasiva de la albimina
por las uniones estrechas [14]. En este sentido, se identifico la
megalina como el receptor de la albimina en las células del
tubulo proximal de rata [15]. La megalina es una glicoprotei-
na de membrana, que tiene multiples ligandos macromolecu-
lares, incluyendo la albumina [16]. La megalina esta implica-
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da en la internalizacion de la albamina tanto por endocitosis
mediada por clatrina como por caveolas [8, 10].

Por otro lado, varias lineas de investigacion han sugerido
que la internalizacion de la albiimina en los astrocitos era me-
diada por un receptor glicoproteico, dado que este proceso
era sensible a la temperatura y se inhibia por PAO (un inhibi-
dor de la endocitosis mediada por receptor), asi como por el
tratamiento breve con proteasas o con SBA (una lectina que
une especificamente residuos de glicoproteinas) [11]. Se debe
mencionar que la existencia de un receptor especifico para la
albimina en el cerebro se ha postulado durante décadas [6].
Sin embargo, se desconocia todavia la naturaleza del receptor,
asi como el tipo de endocitosis empleada en los astrocitos.

En este trabajo, hemos descubierto que el receptor para la
albimina en astrocitos es la megalina. Asi, los astrocitos en
cultivo primario expresan la megalina, que colocaliza con la
albimina en la membrana plasmitica. De hecho, nuestros re-
sultados muestran que la megalina es necesaria para la unién
de la albimina a la membrana de los astrocitos y para su pos-
terior internalizacion. Cuando la expresion de la megalina se
silenci6 por siRNA, la capacidad de la albtimina para unirse a
la membrana de los astrocitos se redujo significativamente y
la internalizacion de la albimina disminuy6 notablemente en
los astrocitos silenciados en megalina. Estos resultados indi-
can claramente que la megalina es el receptor para la endoci-
tosis de la albiimina en los astrocitos. De hecho, la existencia
de una relacién entre los tejidos donde se expresa la megalina
y los tejidos donde ocurre la captacion de albamina por endo-
citosis mediada por receptor [8-10,17,18] parece indicar que
la captacion de albimina es, efectivamente, mediada por la
megalina y no por las glicoproteinas gp30 6 gp60, como ha-
bia postulado Cessac-Guillemet et al [19].

La endocitosis de la albumina mediada por la megalina
puede ocurrir por endocitosis dependiente de clatrina [8] o
por endocitosis dependiente de caveolas [10]. En los astroci-
tos, se desconocia el mecanismo de endocitosis que media la
internalizacion de la albtimina. Nuestros resultados muestran
que la endocitosis de la albiimina en los astrocitos estd media-
da por caveolas y no por vesiculas recubiertas de clatrina. Asi,
pese a que los astrocitos expresan caveolina-1 y clatrina, la al-
btimina s6lo interacciona con la proteina constituyente de las
caveolas, la caveolina-1, en la membrana de los astrocitos.
Del mismo modo, la megalina, en presencia de albimina, in-
teracciona con la caveolina-1, pero no con la clatrina, en la
membrana de los astrocitos. Estos resultados indican que la
caveolina-1 se requiere para la internalizacion de la albimina
y su receptor en los astrocitos De hecho, cuando la expresion
de la caveolina-1 se silencia, la internalizacion de la albimina
en los astrocitos se reduce significativamente. Sin embargo,
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los resultados muestran que la clatrina no participa en la in-
ternalizacion de la albumina en los astrocitos, puesto que su
silenciamiento no modifica significativamente esto proceso.

En trabajos previos de nuestro laboratorio se ha demostra-
do que la internalizacién de la albimina estimula, en los as-
trocitos, la sintesis y liberacion al espacio extracelular del fac-
tor neurotréfico acido oleico [5]. En este trabajo hemos
estudiado la participacion de la megalina, de la caveolina-1y
de la clatrina en la sintesis del dcido oleico promovida por la
albtimina. Los resultados indican que la megalina y la caveo-
lina-1, pero no la clatrina, se requieren para el efecto de la al-
bimina en la sintesis y liberacion del 4cido oleico. Tras el
anilisis por HPLC, se verificd que cuando la expresion de la
megalina y de la caveolina-1 se encontraban silenciadas por
siRNA, la sintesis y liberacion del 4cido oleico promovida por
la albimina se encontraba fuertemente reducida. Sin embar-
go, el silenciamiento de la clatrina no modificé significativa-
mente la sintesis y liberacion del acido oleico promovida por
la albimina. Este estudio funcional corrobora los resultados
presentados en este trabajo, implicando a las caveolas en la
endocitosis de la albimina mediada por megalina en los as-
trocitos. Este evento puede ser un paso clave en el desarrollo
cerebral, pues estimula la sintesis del acido oleico, que, a su
vez, promueve la diferenciacién neuronal. De este modo, es-
tos resultados indican otra posible funcion de la megalina du-
rante el desarrollo del SNC, la participacion en la endocitosis
de albumina mediada por caveolas para sintetizar el factor
neurotréfico dcido oleico.

Ademas de tener un papel en el desarrollo cerebral, la albu-
mina tiene un papel neuroprotector en respuesta al dafio cere-
bral. La albiimina posee un conjunto de propiedades que ex-
plican su papel neuroprotector, como el efecto anti-edema, la
capacidad antioxidante, el efecto hemodiluyente y la capaci-
dad de inhibir la agregacion plaquetaria y eritrocitaria. De
hecho, la albimina se utiliza para el tratamiento del infarto
cerebral agudo, encontrandose en la fase 111 de ensayos clini-
cos [2,20].

Del mismo modo, el 4cido oleico, ademds de su efecto neu-
rotrofico, puede tener un efecto neuroprotector. La albimina
produce, en modelos de infarto, un aumento en la sintesis y li-
beracion al plasma sanguineo de 4cidos grasos libres, princi-
palmente movilizando los acidos n-3 poliinsaturados. De he-
cho, uno de estos dcidos grasos, el dcido docosahexandico
(22:6 n-3,DHA), es capaz de incrementar la neuroproteccion
de la albumina, al ser administrado unido a esta proteina, tras
el proceso isquémico [21]. Asi mismo, es tentador especular
que la albimina induce la sintesis del dcido oleico en los as-
trocitos que rodean la lesion, actuando éste como agente neu-
roprotector, a semejanza del DHA.
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De esta forma, la descripcion del mecanismo molecular de
internalizacion de la albimina en astrocitos amplia el conoci-
miento sobre el efecto neuroprotector de la albtimina en res-
puesta al dafio cerebral y da lugar a nuevas posibilidades tera-
péuticas. |
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