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RESUMEN

El papel del acido oleico en la permeabilidad de las uniones intercelulares fue
estudiado en astrocitos de rata en cultivo primario. La incubacién con acido oleico
caus6 una inhibicién de forma dosis-dependiente, alcanzando un maximo del 79.5% a
50 uM. La inhibicién de la permeabilidad de las uniones comunicantes por el acido
oleico fue reversible y fue prevenida por la albumina. La potencia de compuestos
relacionados con el 4cido oleico en inhibir la permeabilidad de las uniones comunican-
tes fue: acido araquidonico> acido oleico> alcohol oleico> acido palmitoleico>acido
estearico> octanol> acido caprilico> acido palmitico> metil-oleil éster. El acido oleico
y el acido araquidénico, pero no el oleil-metil éster, aumentaron la captaciéon de
glucosa por los astrocitos. Nuestros resultados sugieren que la inhibicion de la per-
meabilidad de las uniones comunicantes esta asociada con el incremento de la capta-
cién de glucosa. Por tanto, nuestros resultados sugieren que en el periodo perinatal, el
acido oleico puede ser un mediador fisiolégico para la diferenciacién de los astrocitos
por su capacidad de modular la permeabilidad a través de las uniones comunicantes.
Palabras Clave: Amarillo de Lucifer. Astrocitos. Captacion de glucosa. Células de la
glia. Comunicacién intercelular.

ABSTRACT

The role of oleic acid in the modulation of gap junction permeability was studied
in cultured rat astrocytes by the scrape-loading/Lucifer yellow transfer technique.
Incubation with oleic acid caused a dose-dependent inhibition of gap junction permeability
by 79.5% at 50 uM and no further inhibition was observed by increasing the oleic acid
concentration up to 100 pM. The oleic acid-mediated inhibition of gap junction permeability
was reversible and was prevented by bovine serum albumin (BSA). The potency of
oleic acid-related compounds in inhibiting gap junction permeability was arachidonic
acid > oleic acid > oleyl alcohol > palmitoleic acid > stearic acid > octanol > caprylic
acid > palmitic acid > methyl-oleyl ester. Oleic acid and arachidonic acid, but not
methyl-oleyl ester, increased glucose uptake by astrocytes. Our results support the
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INTRODUCCION

nos propusimos investigar el efecto del 4cido oleico en Ia permeabilidad de
las uniones comunicantes en astrocitos,

Ars Pharmaceutica, 37:4; 739-751, 1996



EFECTO DEL ACIDO OLEICO SOBRE LA COMUNICACION INTERCELULAR... 741

MATERIAL Y METODOS
Productos

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), penicilina, estreptomicina,
poli-L-lisina, DNasa, albumina y los colorantes fluorescentes amarillo de
lucifer y dextrano de rodamina fueron suministrados por Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Mo., U.S.A.). El suero fetal de ternero (FCS) y la tripsina se
obtuvieron de Serva Boéhringer Ingelheim (Heidelberg, Alemania). La 2-
Deoxy-D-[U-"*C]glucosa fue suministrada por ARC (American Radiolabeled
Chemicals Inc., St. Louis, Mo., U.S.A.). Otros productos utilizados en la
preparacion de disoluciones procedieron de las casas Sigma Chemical Co (St.
Louis, Mo., U.S.A) y Merck (Darmstadt, Alemania).

Animales

Se emplearon ratas albinas Wistar, alimentadas ad libitum con una dieta
estandar solida (49.8% carbohidratos, 23.5% proteinas, 3.7% lipidos, 5.5%
minerales, vitaminas y aminoacidos). Las ratas se mantuvieron en un ritmo de
luz-oscuridad de 12 horas.

Cultivos Celulares

Para la realizacién del cultivo primario de astrocitos, se emplearon cere-
bros de rata de 1 dia de vida postnatal siguiendo el método descrito por
Vicario y col. (19). Las células del glioma C6 se sembraron en placas y se
crecieron en idéntico medio de cultivo hasta alcanzar la confluencia (3 dias
aproximadamente).

Comunicacion intercelular

La permeabilidad a través de las uniones comunicantes fue determinada
por la técnica del “scrape-loading/dye transfer” descrita por El-Fouly y col. (20).
Tras lavar las células se afiadié sobre la monocapa de astrocitos una solucién
del colorante fluorescente amarillo de lucifer (1 mg/ml) y, con ayuda de un
bisturi se realizé un corte sobre la monocapa de astrocitos en el centro de la
placa. El amarillo de lucifer es un colorante altamente fluorescente que pasa
a las células adyacentes a través de las uniones comunicantes y no puede
atravesar la membrana plasmatica. En algunos experimentos se utilizé una
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mezcla de amarillo de lucifer (1 mg/ml) y dextrano de rodamina (1 mg/ml,
peso molecular 10 KDa). Después de 2 min, la solucién colorante fue retirada
y las células fueron lavadas. Ocho min después del corte, fueron tomadas
fotomicrografias (Kodak Tmax 400 ASA) utilizando un microscopio inverti-
do de fluorescencia con los filtros adecuados (Diaphot, Nikon). La intensidad
del 4rea de fluorescencia fue cuantificada mediante el analisis de las imagenes
por ordenador, utilizando un programa adecuado (NIH Image, Wayne Rasband,
National Institutes of Health, U.S.A.) (21). La fluorescencia basal se obtuvo
cuantificando la intensidad de fluorescencia en placas sin colorante y su valor
fue sustraido del resto de las condiciones. La permeabilidad se expresé como
porcentaje de 4rea fluorescente respecto al control llevado a cabo en el mismo
experimento. Los datos son medias de tres preparaciones de astrocitos.

Tratamientos celulares

Los compuestos probados fueron el octanol (50-200 uM), el 4cido caprilico
(50-200 uM), el 4cido palmitoleico (25-150 uM), el 4cido palmitico (25-150
#M), el 4cido oleico (10-100 pM), el 4cido estedrico (50-200 puM), el oleil
alcohol (25-100 puM), metil- oleil éster (50-200 pM), oleil-Coa (50-200 pM)
y el 4cido araquidénico (25-100 pM). Estos compuestos fueron disueltos en
DMSO, excepto el 4cido estedrico y el 4cido araquidénico que fueron disuel-
tos en etanol. El efecto de estos compuestos en la permeabilidad de las
uniones intercelulares fue probado afiadiendo a las soluciones iénicas la
concentracion deseada.

Para probar la reversibilidad tiempo dependiente de la inhibicién de la
permeabilidad de las uniones comunicantes causada por el acido oleico se
incubaron varias placas con 4cido oleico (50 pM) en la solucién idnica
durante 10 min. Después se lavaron las células con un exceso de solucion
i6nica y se incubaron en DMEM a 37 °C en una atmésfera de un 95% de aire
y un 5% de CO,. A diferentes tiempos, se utilizaron placas para la determi-
nacién de la permeabilidad tal y como se describié anteriormente. Fn otra
serie de experimentos las células fueron incubadas con 4cido oleico (50 uM)
tal y como se describi6 anteriormente, pero las soluciones idnicas contenian

albumina en concentraciones crecientes; después se determiné la permeabili-
dad.

Captacion de glucosa

La captacién de 2-Deoxiglucosa se determiné en astrocitos, en células C6
y en astrocitos disociados como se describe por Yu y col (22). Las células se
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incubaron durante 1h en DMEM que contenia 2-deoxi-[U-'*C]glucosa (0.15
uCi/ml; 60 d.p.m/nmol de glucosa) y los compuestos a ensayar.

Determinaciones Analiticas

La concentracién de proteinas fue determinada por el método de Lowry
y col. (23), utilizando albimina como estdndar. Los tratamientos estadisticos
se hicieron mediante el test de significacién de la t de Student. En todos los
casos, p< 0.05 fue considerada significativa.

RESULTADOS

Efecto del Acido Oleico y otros Compuestos Relacionados sobre la Permeabi-
lidad de las Uniones comunicantes en Astrocitos de Rata en Cultivo Prima-
rio.

Los astrocitos estan ampliamente acoplados a través de las uniones comu-
nicantes como puede demostrarse mediante la técnica de difusién del amarillo
de lucifer (Fig. 1a). Sin embargo, cuando se utiliza dextrano de rodamina,
cuyo peso molecular impide la difusién a través de estos canales, el area de
fluorescencia quedé restringida a las células proximas al corte, por tanto
cargadas con el colorante (Fig. 1b). El tratamiento de los astrocitos con 4cido
oleico (30 uM) redujo el area de fluorescencia (Fig. 1¢) quedando el amarillo
de lucifer confinado en las células proximas al corte.

Con objeto de investigar el mecanismo de accion del 4dcido oleico sobre
la reduccién de la permeabilidad de las uniones comunicantes, se estudid la
posible relacioén estructura-actividad. Como se muestra en la Fig. 2, el area
fluorescente se redujo de forma dosis dependiente en presencia de octanol,
acido caprilico, 4cido palmitoleico, acido palmitico, acido oleico, acido estedrico,
alcohol oleico y acido araquiddnico. Sin embargo, el oleil-CoA y el metil-
oleil éster no tuvieron efecto sobre la transferencia del amarillo de lucifer.
Con los compuestos ensayados se obtuvieron curvas dosis respuestas que se
ajustaron a una ecuacion de segundo orden usando el programa de ordenador
adecuado. A partir de esta ecuacién, fue calculada la concentracion de com-
puesto que produjo el 50% de inhibiciéon de la transferencia de amarillo de
lucifer (“Ki aparente”). De acuerdo con estos valores, establecimos un orden
de potencia inhibidora sobre la transferencia del amarillo de lucifer para todos
los compuestos ensayados, esta es acido araquidonico> 4cido oleico> alcohol
oleico> acido palmitoleico> acido estearico> octanol> acido caprilico> 4cido
palmitico> metil-oleil éster (Fig. 3).
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Amarillo de Lucifer Dextrano de Rodamina

Control

Fig. 1.—Fotomicrografia de fluorescencia de cultivo de astrocitos de rata tras la técnica
“Scrape-loading/Lucifer yellow transfer” con una mezcla de amarillo de Lucifer y dextrano
de rodamina. Los astrocitos se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (=22°C),
en solucion iénica, en ausencia (a, b) 0 en presencia (c, d) de acido oleico (30 uM). La técnica
“Scrape-loading” fue llevada a cabo segln se describe en Materiales y Métodos. Las micrografias
fueron tomadas del mismo 4rea utilizando filtros adecuados para visualizar el amarillo de
Lucifer (a, b) o dextrano de rodamina (b, d).

Reversibilidad T iempo-Dependiente de la Inhibicién de la Permeabilidad de
las Uniones comunicantes por el Acido oleico en Astrocitos de Rata en
Cultivo Primario.

Con objeto de investigar si la inhibicién de la transferencia del amarillo
de lucifer causada por el dcido oleico era reversible o no, los astrocitos
tratados con 4cido oleico durante 10 min, fueron lavados e incubados en
DMEM a 37 °C. A distintos tiempos se determiné la permeabilidad de las
uniones comunicantes al amarillo de lucifer (Fig. 4). 30 min después del
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Fig. 2.—Efecto del 4acido oleico y compuestos relacionados estructuralmente sobre la per-
meabilidad de las uniones comunicantes en cultivos de astrocitos. Los astrocitos fueron
incubados utilizando concentraciones crecientes de los compuestos indicados en soluciones
i6nicas. La permeabilidad de las uniones comunicantes (expresadas como porcentaje de area
fluorescente) fue determinada por la técnica “scrape-loading/Lucifer yellow transfer” como se
describe en Materiales y Métodos. Los resultados fueron expresados como un porcentaje del
control y son medias + SEM de tres experimentos. Se muestra la estructura y la constante de
inhibicion aparente de cada compuesto.
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Fig. 3.a).—Reversibilidad de la inhibicién de la permeabilidad de las uniones comunicantes
por el acido oleico. Los astrocitos fueron incubados con 4cido oleico (50 pM) durante 10 min
a temperatura ambiente (22 °C) en solucién iénica. Después de lavar, las células fueron
incubadas en DMEM a 37 °C en una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO,. A diferentes
tiempos, algunas placas fueron utilizadas para determinar la permeabilidad de las uniones
intercelulares. b) Prevencion de la inhibicién de la permeabilidad de las uniones comunicantes
causada por el 4dcido oleico por la albiumina. Los astrocitos fueron incubados con 4cido oleico
(50 M) en presencia de concentraciones crecientes de albumina durante 10 min a temperatura
ambiente (22 °C). La permeabilidad de las uniones comunicantes esta expresada como por-
centaje de area de fluorescencia tal y como se describe en Material y Métodos. Los resultados
estan expresados como porcentajes del control y son medias = SEM de tres experimentos.
*Significativamente diferente respecto a las 0 h o 0% de albiimina.
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tratamiento, el area fluorescente comenzo a restablecerse siendo ya significa-
tiva al cabo de 1 hora. Aproximadamente después de cuatro horas la per-
meabilidad se restableci6 llegando a los valores del control.

Efecto de la Albumina sobre la Inhibicion de la Permeabilidad de las Unio-
nes comunicantes por el Acido oleico en Astrocitos de Rata en Cultivo
Primario

Debido a que la albumina tiene gran avidez para unir 4cidos grasos,
investigamos la posible reversion del efecto del 4cido oleico por esta proteina.
Los astrocitos fueron tratados con acido oleico (50 pM) durante 10 min y
concentraciones crecientes de albimina. La albumina impidié la inhibicién
por el acido oleico a partir de concentracién 0.5% (w/v).

Efecto del Acido oleico y compuestos relacionados sobre la Velocidad de
captacion de glucosa por Astrocitos de Rata en cultivo primario, Astrocitos
disociados y Células del glioma C6

Finalmente investigamos si la reduccion de la permeabilidad causada por
el 4cido oleico se acompafiaba de una estimulacion en la captacion de glucosa
por los astrocitos como ocurre con otros compuestos inhibidores (5). Como
se muestra en la Fig. 4a, el acido oleico y el acido araquiddnico, aumentaron
significativamente la incorporacion de la 2-deosiglucosa por los astrocitos en
cultivo. Sin embargo, el metil-oleil éster, no tuvo este efecto (Fig. 4a). En
astrocitos disociados, cuyas uniones comunicantes no son funcionales o en
células C6, que estin pobremente acopladas por las uniones comunican-
tes (24), ni el acido oleico ni el araquidénico afectaron a la velocidad de
captacion de 2-dexiglucosa (Fig. 4b, Fig. 4c).

DISCUSION

Los astrocitos, una vez diferenciados, se encuentran comunicados a tra-
vés de las uniones comunicantes como puede demostrarse por la transferencia
del amarillo de lucifer (Fig. l1a). El tratamiento de los astrocitos con acido
oleico disminuyé de forma dosis dependiente el area fluorescente ocupada
por este colorante (Fig. 1lc) sugiriendo que el acido oleico reduce la
permeabilidad de las uniones comunicantes (Fig. 2). Se comprobé que el
acido oleico unido a la albumina fue inactivo, sugiriendo que sélo el acido
oleico libre produce inhibicioén de la permeabilidad. Ademas, la inhibicién fue
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reversible con el tiempo. Estos resultados sugieren que el efecto del acido
oleico sobre la permeabilidad de las uniones comunicantes es fisiolégicamente
relevante.

Para investigar el mecanismo responsable de la inhibicién que causa el
acido oleico sobre las uniones comunicantes, se ensayaron compuestos
estructuralmente relacionados con el 4cido oleico. Como se muestra en la Fig.
2 y 3, el acido oleico (18:1; ki=35 puM) fue mas potente que el 4cido
palmitoleico (16:1; ki = 60), sugiriendo que a mayor longitud de la cadena
hidrocarbonada, mayor potencia inhibidora. El acido estedrico (18:0; ki = 102
uM) fue mas potente que el 4dcido palmitico (16:0; ki = 243 uM) (Fig. 2 y 3).
Esto apoya la hip6tesis anterior y dado que estos dos acidos grasos son menos
potentes que sus correspondientes insaturados, sugiere que la presencia de
dobles enlaces aumenta la potencia inhibidora. En cuanto al grupo funcional,
no parece que sea esencial el grupo carbonilico ya que derivados alcohdlicos,
como el octanol o el alcohol oleico, muestran efecto inhibidor. Sin embargo
si lo es la presencia en la molécula de un grupo hidroxilico libre, ya que la
esterificacion del mismo origina compuestos inactivos.

En cuanto al mecanismo de accion del 4cido oleico, ha sido sugerido que
tanto el acido oleico como el araquiddnico activan la proteina kinasa C, (25)
y esta activacidon produce la inhibicion de la permeabilidad de las uniones
comunicantes (14). De acuerdo con esto, los ésteres oleicos son incapaces de
activar la proteina kinasa C, los cuales no mostraron efecto sobre la permeabi-
lidad de las uniones comunicantes en nuestros experimentos. Finalmente,
nuestros resultados muestran que la albumina previene el efecto del 4cido
oleico sobre la permeabilidad de las uniones comunicantes, lo cual concuerda
con la observacion de que soélo el acido oleico libre es capaz de activar la
proteina kinasa C (26).

El 4cido oleico aument? la captacién de glucosa por los astrocitos (Fig. 4),
al igual que el 4cido araquidénico, la endotelina y otros compuestos no
fisiol6gicos que también inhiben la permeabilidad a través de las uniones
comunicantes (5). Ambos fenémenos, reducciéon de la permeabilidad y au-
mento en la captacion de glucosa, parecen estar asociados, ya que ni el acido
oleico ni el araquidénico aumentaron la captacion de glucosa en astrocitos
disociados (Fig. 4b) cuyas uniones comunicantes no son funcionales, ni en las
células del glioma C6 (Fig. 4c), las cuales estan poco acopladas a través de
estas uniones (24). Ademaés, los ésteres derivados del acido oleico que no
tuvieron efecto sobre la permeabilidad (Fig. 2) tampoco aumentaron la incor-
poracién de glucosa (Fig. 4).

Asi, sugerimos que el 4cido oleico liberado por accidon de la PLA2 en el
periodo de hipoxia del recién nacido, como ocurre con el acido araquidénico (10),
podria ejercer una funcién en la diferenciacion de los astrocitos como modulador
de la permeabilidad de las uniones comunicantes. Ademas, el 4acido oleico
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aumenta el nivel de proliferacion celular (11, 12) mientras que la comunica-
cion celular a través de las uniones comunicantes estd implicada el control de
procesos proliferativos (27). El aumento de la captacion de glucosa es un
factor critico para la proliferacion celular ya que es esencial para proveer las
ribosas fosfato necesarias para la sintesis de dcidos nucleicos. De hecho, una
molécula de ribosa fosfato es necesaria para cada base de 4cido nucleico
sintetizada y todo el genoma se duplica en cada division celular. Esto con-
cuerda con nuestros resultados que muestran que la inhibicién de la per-
meabilidad de las uniones comunicantes produce un incremento en la capta-
cién de glucosa por los astrocitos y su metabolismo a través del ciclo de las
pentosas fosfato (Fig. 4;(5)). Sin embargo, atin se desconoce el mecanismo
que asocia la inhibicién de la permeabilidad a través de las uniones comuni-
cantes con la proliferacion.
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