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P R O L O G 0  

En e p i t e l i o s ,  como l a   p i e l  de anfibio y l a   v e s i c u l a  b i l i a r  
de vertebrados, e l  transporte  neto de sustancias es consecuencia de dos 
propiedades  principales: 

i )  Las c e l u l a s   e p i t e l i a l e s   s e   c o n t a c t a n  unas  con otras  para formar unio 
nes  oclusoras,   las   cuales  confieren a l a  capa  ce lular  e l  papel de -- 
una barrera  de permeabilidad  efectiva, y ,  

n )  Dichas  celulas  estan  polarizadas,   esto  es ,   canales,   acarreadores,  -- 
bombas y receptores hormonales presentes en l a  membrana b a s o l a t e r a l ,  
son d i ferentes  a los  encontrados en l a  membrana apica l .  

- 

Estas  propiedades han sido  observadas en monocapas de c6 lu  
l a s  MDCK ( l i n e a   c e l u l a r   e p i t e l i a l  de riñ6n de perro) .   Esta monocapa se- 
parece  a un epitelio  permeable,   ya que l a  mayor p a r t e   d e l   f l u j o   t r a n s - -  

, e p i t e l i a l  procede por l a   v i a   p a r a c e l u l a r ,  cuya ruta   pr inc ipa l  es a e a -  
ves de las  uniones  oclusoras.  

E l  ob je t ivo  de e s t e   t r a b a j o   e s ,   e s t u d i a r   l a   c i n e t i c a  de -- 
formaci6n de l a  uni6n  oclusora y su  importancia en l a   p o l a r i z a c i 6 n  de - 
l a s   c g l u l a s ;   a s i  como, l a   i n f l u e n c i a   d e l   n h e r o  de c e l u l a s  por &ea y - 
de l a  edad de l a  monocapa, en l a  permeabil idad  transepitel ial .   Para es- 
t o ,  s e   t r a b a j a  con monocapas de c e l u l a s   e p i t e l i a l e s  MDCK. Las c6 lu las  - 
s e  despegan  unas de o t r a s  y del   sustrato  con una mezcla de t r ips ina-  - 
EDTA, s e  vuelven  a  sembrar como cdlulas   a is ladas  y se s igue  e l   desarro-  
l l o  de l a  uni6n  oclusora por medici6n de su r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l .  
La organizacibn de e s t a   t e s i s   e s   l a   s i g u i e n t e :  en e l   c a p i t u l o  I se  hace 
una r e v i s i 6 n  de los conocimientos  actuales  sobre los  e p i t e l i o s ,   s u s  ru- 
t a s  de permeabilidad y su  polaridad. Los capftulos I1 y I11 e s t h  mas - 
focalizados  hacia  las   uniones  oclusoras,  pues t a l  como se d e t a l l a  en e l  
capitulo  I V  (Ob je t ivos ) ,  son e l  centro  de nuestro  estudio. E l  capi tulo  
V d e t a l l a  los materiales y m6todos  empleados y e l  capitulo  V I  los r e s u l  
tados  obtenidos.  Dichos  resultados  se  presentan acompaiiados de l a  discÜ 
s i 6 n ,  porque  eso  brinda una base  para comprender porquh se emprendieroñ 
los d i s t i n t o s  estudios a p a r t i r  de las conclusiones que se iban obte -- 
niendo.  Estas  se resumen  en e l   c a p i t u l o  VII. E l  capi tulo  VI11 muestra - 
la   bibl iografia  revisada.   Nuestros  resultados  muestran que l a   r u t a  para  
c e l u l a r   e s   l a  que determina e l  curso temporal de l a   r e s i s t e n c i a  y ,  que- 
no exis te   correlac i6n  aparente  entre e l  n h e r o  de filamentos o l a  pro-- 
fundidad de l a  uni6n  oclusora y l a  densidad  celular de l a  monocapa en - 
l a  permeabilidad de e s t a   r u t a ,  aunque es   pos ib le  modular l a   r e s i s t e n c i a  
t r a n s e p i t e l i a l  modificando l a  densidad de siembra. 
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CAPITULO I: EPITELIOS 

1 .I Que son las membranas epiteliales 
I .2 Permeabilidad  de las membranas epiteliales , 
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I EPITISLIOS 

1.1  Que son las Membranas Epiteliales 

E l  intercambio de sustancias  entre  las  celulas y - 
l a  soluci6n  extracelular  se  lleva a cabo a traves de l a  me- 
brana celular ;  en cambio, e l  intercambio de sustancias  entre 

los  organismos superiores y e l  medio, toma lugar a nivel de 

las  membranas epiteliales,   constituidas por una o mas capas 

de cdlulas. La  mucosa intest inal ,  los ixtbulos renales,   la  ve 
sicula b i l i a r  y l a   p i e l  de rana son ejemplos de  membranas - 
epitel iales;   estos son te j idos cuya funci6n es,  no solamente 

l a  de ser  continentes de l o s  l iquidos  que se  producen en los 
organismos v i v o s  (sangre, b i l i s ,   o r i n a ,  humor acuoso, l d g r i -  

mas, sudor, etc.  ) sino ademds, y fundamentalmente, l a  de re- 

gular l a  composici6n de esos l i q u i d o s ,  por l o  que las  cdlu- 
l as   ep i te l ia les ,  ademas  de contro lar  su propia composici6n - 
citoplhmica mediante bombas, acarreadores,  canales,  etc. co 
mo l o  hace cualquier  otra  cdlula  del organismo, tambidn r e p  
lan  la  del compartimiento que limitan, puesto que estos 15.- 

quidos tienen una composic ih  dist inta a la   del  medio inter- 

.I 

.I 

-.I 

no. 

Para cumplir estas  funciones es necesario: 

a) .  Que las  cklulas  estgn  selladas  entre s i  mediante las  l l a  
madas uniones oclusoras, que constituyen una barrera a - 
la   l ibre   di fusi6n de sustancias, y 

.I 

b). Que las cdlulas  estén  polarizadas , es  decir,  que l a s  born 

bas,  acarreadores,  canales , etc.  presentes en l a  membra- 

na apical sean diferentes a las  de la   basolateral ;  l o  - 
cual permite e l  transporte  vectorial neto de sustancias. 

111 
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como ya se mencion6 , las  membranas epi te l ia les  son 

asimetricas, es decir, en un dominio pueden ser permeables a 
ciertos  iones e  impermeable  en e l  lado  opuesto. La asimetrfa 
del t e j i d o  es e l  resultado de l a  asimetria  individual de las  
celulas;  dstas  son, en primer l uga r ,  anat6micamente asimetri 

cas. Ass, organelos como e l  nficleo, e l  complejo de Golgi , - 
l a s  mitocondrias,  etc.  estdn generalmente distribuldos en un 
polo definido de l a  cglula  epitelial.  T a m b i h  funcionalmente 

asimetricas: la membrana luminal es m y  permeable a sodio e 
impermeable  a potasio, en tanto l a  contraluminal  tiene las - 
propiedades de permeabilidad contrarias. Desde e l  punto de - 

I 

vis ta  bioquimico la asimetria  se manifiesta por l a  presencia 
de verdaderas enzimas  marcadoras de dominio como l a  a l f a  ami 

no leucino  peptidasa  para la   cara  apical  y l a  Na+ - K+ "- 
ATPasa para l a  basolateral. La polarizaci6n  se  manifiesta -- 

I 

desde e l  punto  de vista  estructural por la  distribuci6n  asi-  

metrica de particulas intramembranales en e l  dominio apical 
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1.2  Permeabilidad de l a s  Membranas EDitelialeS 

En l o s  años 5 0  e l  estudio de los  mecanismos de trans 

p o r t e   e n   e p i t e l i o s  fue transformado  por los aportes d e l  fisi6- 
logo  danes H.H. Ussing  (Ussing  1949;  Ussing y Zerahn 1951 ; Koe 

foed-Johnsen,  Ussing y Zerahn 1952;  Koefoed-Johnsen y Ussing - 
1953;  Andersen y Ussing  1957; Koefoed-Johnsen y Ussing 1958; - 
Ussing y col .   1960)  y colaboradores,   quienes  desarrollaron nue 
vos  mdtodos, t a l e s  como l a  medida de c o r r i e n t e  de c o r t o  circui 
t o  y f l u j o s  de Wazadores  con  doble  marca, p a r a  l a  identifica- 

c i 6 n  de iones  transportados  activamente  por e l  e p i t e l i o .  

I 

- 

I) 

- 

La suposici6n tac i ta  del modelo de Ussing y c o l .  -- 
(1 960) ,  es que l a  r u t a  fundamental de los  iones  a trav4s d e l  - 
e p i t e l i o  es por las  dos membranas de l a  c k l u l a  epitel ial .  Sin  

embargo, s i  bien  algunas  preparaciones como l a  p i e l  de rana o 

l a  vejiga u r i n a r i a  del sapo,  proveian  resultados de acuerdo -- 
con  dicho  modelo, otros e p i t e l i o s  como l a  vesicula y e l  riZ6n, 

no se comportaban  segtín las  predicciones de la t e o r i a  (Diamond 

1962,  a, b y c ;  Fromter, Muller y Wick 1971 ). 
Mas a h ,   c i e r t o s   e s t u d i o s  en p i e l  de rana y vejiga - 

ur inar ia ,   fa l laron   en   conf i rmar  muchas de las  predicciones del 

modelo (Fraz ier   1962 ;   Cere i j ido  y Curran  1965;  Cereijido y Ro- 
-humo 1 9 6 8 ;  Finn  1974). 

Y ,  es que los d i s t i n t o s   e p i t e l i o s   t i e n e n ,  en e f e c t o ,  

muy diversas propiedades., Los voltajes  medidos a c i r c u i t o  -- 
a b i e r t o ,   o s c i l a n  desde O mv (vesicula) a 100 mv ( p i e l  de rana); 
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2 las r e s i s t e n c i a s  elhctricas cubren una gama desde 5 Ohm Cm - , 

(ttlbulo  proximal del r iñ6n)  a 3000 Ohm Cm (vejiga de m a m f f e -  
r o s ) ;  algunos e p i t e l i o s   t i e n e n  una permeabilidad pasiva sim& 

cica en tanto  otros son  asimdtricos;  algunos como l a  p i e l  de 
rana, mantienen abruptos gradientes de concentracidn  entre -- 
las dos  soluciones que separan, en t a n t o   o t r o s ,  como e l  t 6 b w  

lo proximal del r iñ6n  ~ 6 1 0  separan pequeños gradientes;   algu- 

nos ,  como l a  glandula   sa l ina  de los pajaros  marinos,  Wanspor 

tan   f lu idos   h iper t6nicos ;  en tanto o t ro s ,  como l a  v e s i c u l a  y 

e l  in tes t ino ,   t ranspor tan   f lu idos   i so t6nicos  (Keynes 1969). 

2 

I) 

Durante l o s  aEos 60 comenzaron a acumularse bastan- 

tes e v i d e n c i a s   i n d i r e c t a s ,  apoyando l a  idea que las diferen- 
cias e n t r e  los d i s t i n t o s   e p i t e l i o s ,   p o d r i a  deberse a l  grado - 
de permeabilidad de sus uniones  oclusoras,  las cuales forman 

p a r t e  del  complejo de uni6n que mantiene unidas a las  c6lulas 

e p i t e l i a l e s   e n t r e  s i  (&stas se estudiaran en un c a p i t u l o  pos- 

t e r i o r ) .  

La  funci6n de las uniones  oclusoras,  fue o b j e t o  de 

mucha especulacibn  acerca de s i  son hermeticas, o s e a ,  que no 

dejan pasar sus tanc ias  o s i  son permeables, porque  permiten - 
e l  intercambio de materia e n t r e  e l  medio interno y e l  externo. 

Los estudios de microscopfa  electr6nica de transmi- 

s i 6 n ,  demostraron que las uniones  son impermeables a grandes 

mol6culas como, hemoglobina (Miller 1960;  Farquhar y Palade - 
1 9 6 3 ) ,   f e r r i t i n a  (McNutt y Weinstein 1970)  y lantano coloidal  
(Goodenough y Revel 1970). 

Otros estudios  fueron  l levados a cabo  por F’romter, 
Muller y Wick ( I  971 ) en r i ñ 6 n  de r a t a ,  Barry, Diamond Y mi--- 

. 
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g h t  (1971 ) en ves icu la  b i l i a r ,  Clarkson (1 967)   en  intestino - 
de r a t a ,  Blwn y co l .  (1971 ) en mucosa g d s t r i c a  de Necturus y 

Bentzel ,   Parsa  y Hare (1 969)  en  tabulo  proximal de Necturus, 

los cuales  concluyeron que  una cant idad  s igni f i cante  de H20 y 

iones no a t rav iesan   las   ce lu las .  

S i n  embargo, un gran n h e r o  de observaciones  su@- 

r i e r o n  que estas  uniones pueden s e r  pemneables  a l o s  iones: - 
La primer  evidencia  tentativa fd obtenida  por Lundberg (1957) 

en l a   g l h d u l a   s u b l i n g u a l  del gato y por  Ussing y Windhager - 
( 1  964) en p i e l  de rana. Mas tarde ,  Windhager,  Boulpaep y Gie- 
bish ( 1  9 6 7 ) ,  Hoshi y Sakai (1967)  y Boulpaep y Seely (1 971 ), 

mostraron que en riñ6n de Necturus y Salamandra l a  conductan- 

c ia   de l   ep i te l io   tubular   prox imal  fu6 mas a l t a  que l a  conduc- 

tanc ia  de l a s   c e l u l a s  de l a  pared  peritubular. 

A pesar de estas   evidencias   indirectas   para   la  eXiS 

tenc ia  de  una r u t a  no transcelular,   todavia  se  especuld s i  l a  
via  paracelular  podrfa  ubicarse  entre las uniones oclusoras. 

- 

A s f  , en pr inc ip io ,  l o s  solutos  t ienen dos rutas  pa- 

r a   a t r a v e s a r   e l   e p i t e l i o :   l a   t r a n s c e l u l a r ,  que implica atrave 

s a r   l a s  dos membranas  de l a s   c e l u l a s   e p i t e l i a l e s   ( l u m i n a l  y - 
- 

b a s o l a t e r a l )  y l a  parace lu lar ,  que no a t rav iesa  a las   c@lulas ,  

( f i g .  1 . I  ). 

La evidencia  concluyente  sobre e l  predominio de  una 

ruta   parace lu lar ,   surg i6  con LOS t raba jos  de Fromter (1972)  y 

F’romter y Diamond (1972)  en v e s i c u l a   b i l i a r  de Necturus;   esta 

presenta   l a   venta ja  de tener una sola  capa de celulas ,   p lanas ,  

s in  vel los idades ,  ni invaginaciones o c r i p t a s  y cons is te  de - 
un so lo  t i p o  de c e l u l a s ,  l o  c u a l   s i m p l i f i c a   e l   a n a l i s i s  de ca  
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TC PC  

F i g .  1 . I  Diagrama esquem6tico de un e p i t e l i o  simple que 
muestra   las   v ias   t ranscelular  y paracelular  para e l  f l u  
j o  de c o r r i e n t e   t r a n s e p i t e l i a l  (Claude 1978) - 
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ble;  las  ctllulas pueden ser  vistas a traves del  estereomicros- 

copio y se  pueden f i j a r  fdcilmente con los microelectrodos. - 
Sus  objetivos fueron l o s  siguientes: 

1 . -  Determinar s i   l a   corr iente  que fluye a traves  del  epitelio 

de la  vesicula b i l i a r  es uniforme o s i  hay v ias  discretas 

de a l t a  conductancia por  las  cuales l o s  iones  se  desvien; 

2.- Determinar l a  conductancia de estas  vias,  cuantitativamen- 

t e ,  y estimar we parte de la  corriente  transepitelial to- 
ta l ,   f luye  a travbs de la  ruta  paracelular y cual   la  trans 

celular ,  y ;  

3.- Determinar l a  l o c a l i z a c i h  de l a  v i a  paracelular. 

Los dos tipos de experimentos llevados a cabo fueron: 

1 .- Andlisis de cable: l a  f i g .  I .2 esquematiza e l  c i rcu i to  -- 
equivalente mas simple, que describe  las  resistencias -- 
transversas de 1a.vesicula de Necturus y la  localizaci6n - 
de los electxodos de registro. Pasando corriente desde e l  

lado luminal (A) ,  hacia e l   i n t e r s t i c i a l  (B) se  registra l a  
calda de volta je  con l o s  electrodos A y B. De este modo se 

obtiene  la  resistencia  transepitelial ( R  ) t 

1 1 1 
”- - + 
Rt S R1 + Rb R 
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A 

F i g .  1 . 2  Circui to   equivalente   para   las   res is tencias   t rans  
versas de l a   v e s i c u l a  de Necturus. R = r e s i s t e n c i a  de l a  
membrana luminal; % = r e s i s t e n c i a  de l a  membrana baso la te  
r a l ;  Rs = r e s i s t e n c l a  de l a  uni6n  oclusora y del espacio - 
i n t e r c e l u l a r ;  A = electrode  colocado en l a  soluci6n ;Lwni-- 
n a l ;  B = electrodo  colocado en l a   s o l u c i 6 n   b a s a l ;  C = e l e c  
trodo  insertado en l a   c é l u l a   e p i t e l i a l .  (Fromter y Diamond 
1972) .  

-.I 

1 
LI 

I 
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A continuaci6n se i n s e r t a   e l   m i c r o e l e c t r o d o  C en -- 
una c é l u l a   e p i t e l i a l ;  pasando c o r r i e n t e  desde e l  lado  luminal 

( A ) ,  h a c i a   e l .   i n t e r s t i c i a l  ( B ) ,  s e   r e g i s t r a   l a   c a í d a  de  poten 

c i a 1  V a través de l a  membrana luminal  (entre l o s  e lectro- -  

d.os A y C ) ,  y l a   c a i d a  de potencial  Vb a travks de l a  membra 

n.a basa l   ( entre  l o s  electrodos C y B ) .  La r e l a c i ó n   e n t r e  vol- 

t : a j es   es   igua l  a l a   r e l a c i ó n   e n t r e   l a s   r e s i s t e n c i a s  R 

- 
1 

1 y % :  

Finalmente  se  inyecta  corriente por medio  de un m i -  

croelectrodo en e l   i n t e r i o r   d e l  compartimien.to c e l u l a r .  La co 

r r i e n t e   f l u y e   h a c i a  l o s  compartimientos  externos A y B ,  a t r a  

vés de l a s   r e s i s t e n c i a s  R y Rb. Se o b t i e n e   l a  RZ e n t r e   e l  -- 
e l e c t r o d o   i n t r a c e l u l a r  ( C )  y la  solución  luminal  ( A )  a través 

- 
- 

I 

de R y R,, + R en para le lo :  
1 S 

R 
Z R1 

Los resultados  experimentales  indican que l a s   r e s i s  

tenc ias  de l a s  membranas luminal y baso la tera l ,   fueron  de -- 
- 

4500 y 2900 ohm cmz respectivamecte,  y l a  R t r a n s e p i t e l i a l  -- 
fue de 3 1 0  Ohm cm , e n t o n c e s ,   e l  95% de l a  conductancia  trans 

e p i t e l i a l  pasa por una der ivaci6n  paracelular .  Analisis seme- 

2 
I 
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2.- Mapeo  de v o l t a j e :  La a n t e r i o r   s e r i e  de experimentos esta 
b l e c e   l a   e x i s t e n c i a  de una ruta   paracelular ,   pero no l a  carac 
t e r i z a  anat6micamente. La ruta  paracelular  podria estar cons- 

t i tuida  por   las   uniones   oc lusoras ,   ce lulas  descarnadas,  bordes 

dañados durante e l  montaje  del   te j ido o b ien ,   ep i te l ios   cons-  

t i t u i d o s  por  d i s t i n t o s  t i p o s  de c6lulas.   Para discriminar en- 

t re   es tas   pos ib i l idades ,   se   pasa  una c o r r i e n t e   t r a n s e p i t e l i a l  

y con un p a r  de microelectrodos  sensibles a v o l t a j e ,  se ras-- 

t r e a   l a   s u p e r f i c i e   a p i c a l   p a r a   d e t e c t a r   l a s  zonas por l a s  que 

f l u y e   l a   c o r r i e n t e  ( F i g ,  1 . 3  a ,  s i g o  ho ja ) .  

I 

I 

S i  ademas, e l  movimiento del   electrodo  se  observa  bajo e l  

microscopio,   es   posible  correlacionar l o s  resultados del bao- 

r r i d o  de v o l t a j e  con l a   e s t r u c t u r a   d e l   e p i t e l i o .  La f i g .  1.3 

b, muestra que cada  vez que e l   e l e c t r o d o   s e  mueve a traves y 

a l o  largo de  un borde c e l u l a r ,   l a   d e f l e x i 6 n  de v o l t a j e  es ma 
yor que cuando e l  e lec t rodo   es ta  encima de una c6lula .  Estas 
observaciones  confirman que las uniones  celulares  acttian como 

.I 

sumideros de corr iente .  

En cambio, otros e p i t e l i o s  como l a   p i e l  de r a n a ,   l a  

v e j i g a  de sapo y tortuga y e l  conducto  submandibular, tienen 
una muy a l t a   r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l .  En estos  casos e l  ca  

mino que siguen  los  solutos es predominantemente i n t r a c e l u l a r  
I. 

(Ussing y Windhager, 1964;  Cerei j i d o  y Curran, 1965).  

Otra  forma de d e t e c t a r   l a   e x i s t e n c i a  de una v i a  pa- 

r a c e l u l a r ,   s e   o r i g i n 6  de l o s  experimentos  en l o s  cuales se - 
u t i l i z 6   e l   l a n t a n o  en e p i t e l i o  de p i e l  de rana  (Martinez  Palo 

mo y c o l ,  1971 ) , en e b u l o  proximal de r iñ6n de sapo (Whittem 
I 

bury y Rawlins 1971 ) y en  vesicula b i l i a r  de i l e o  de conejo - 
(Machen y c o l .  1972) ;   e l los   encontraron por microscopia elec- 
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1 

x-x-x-x X-?-%- 
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Position of electrode ( p m  

I 50 100 

F i g .  1 .3 a y b Barrido de v o l t a j e  en vesicula de Nectu- 
rus (Fromter y Diamond 1972). 
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Otros estudios  l levados a cabo  por E r l i j  y Martinez 

Palomo ( 1 9 7 2 ) ,  D i  Bona y Civan (1973) ,  Wade y co l .   (1973) ,  - 
Brindslev y c o l .  (1  974)  y Civan y D i  Bona (1 978),  mostraron -- 
que e l  establecimiento de gradientes  osm6ticos a t r a v b  de e p i  

t e l i o s  con a l t a   r e s i s t e n c i a ,   a s 1  como, v e j i g a   u r i n a r i a  de sapo, 

p i e l  de rana y Xenopus,  por  reducci6n de l a  osmolaridad  serosa 

o incremento de l a  osmolaridad  mucosa,  causa  apertura de l a  -- 
uni6n  oclusora,  l o  cual  permite que l o s  i o n e s   a e a v i e s e n  mas - 
rapidamente e l  canal   paracelular,   resultando en un incremento 

de l a  conductancia del  t e j i d o .  

I 

Con todo l o  a n t e r i o r   s e  puede postular una clasifica - 
c i 6 n  de l o s  e p i t e l i o s ,  en: hermeticos,   cuya  ruta  principal  es 
a traves  de l a s   c e l u l a s   ( t r a n s c e l u l a r )  y permeables,  cuya  ruta 

p r i n c i p a l   e s  a trav6s de las  uniones  oclusoras y e l  espacio i n  
t e r c e l u l a r  ( paracelular  ) . 

4 

Augustus y col .   (1977)   plantearon gue e l  h i c o  cr i te  
I 

r io   para   saber  s i  un e p i t e l i o  es herm6tico o permeable, es e l  
cociente  de las  conductancias de l a  ruta c e l u l a r  y extracelu-- 
l a r ,   y a  que l a   r e s i s t e n c i a  el6ctrica no es s u f i c i e n t e  para d i s  

c r iminar   entre   l as  dos c l a s e s  de e p i t e l i o ,  su propuesta se ba- 

saba en su  hallazgo de que e l  e p i t e l i o  d e l  ducto de l a  gldndu- 

l a   s a l i v a 1   d e l   c o n e j o ,   t i e n e  una r e s i s t e n c i a .   t r a n s e p i t e l i a l  -- 
muy b a j a ,  debido a una a l t a  conductancia  -b?anscelular a l   c l o r o  

y no a una a l t a  permeabilidad de l a   r u t a   p a r a c e l u l a r .  

I 

Claude y Goodenough (1  973), intentaron una c l a s i f i c a  -. 
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c i 6 n  de los epi te l ios   en   func i6n  de su r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e  

l i a l .  Estos  autores  encontraron una c o r r e l a c i 6 n   e n t r e  e l  n h e  

ro de bandas de l a  uni6n  oclusora (vistas por c r io - f rac tura)  

y l a  permeabil idad  paracelular;   esto es ,  a mayor n h e r o  de -+ 

bandas en l a  uni6n  oclusora, menor permeabilidad (tabla 1-1 ). 
S i n  embargo , Martinez-Palomo y Erli j (1 975), encontraron que 
esa   corre lac i6n  no existe,  pues  observaron que las  uniones -- 
oclusoras de l a  mucosa de ileo de conejo  son  permeables a l a n  

tano y t ienen  una malla de bandas semejantes a las uniones de 

l a  v e j i g a   u r i n a r i a  de sapo, que no S cm permeables a lantano. 

II 

II 

.I 

Claude (1g78), propuso un modelo que r e l a c i o n a   l a   r e s i s t e n c i a  

t r a n s e p i t e l i a l  con e l  n h e r o  de bandas de l a  uni6n  oclusora. 

Postula que l a s  bandas contienen pequeñas regiones  andlogas a 

poros, que se pueden a b r i r  o cerrar a l  paso de l o s  i0ne.s. LOS 

cdlculos   descr i tos  en este reporte  est6n  basados  en  datos fi- 

s i o l 6 g i c o s  y morfol6gicos, de una variedad de fuentes  bibl io-  

l a   u n i 6 n ,  1 = cant idad  l ineal  de elementos  paracelulares  por 

unidad de &ea) , que es l a   R e s i s t e n c i a  Especifica, contra l a  

media de l  nCunero de bandas de uni6n  (n)  demostrada  por trio-- 

f rac tura ,  ( f i g .  I .4), e l  incremento  aritm6tico en e l  n h e r o  - 
de bandas de l a  uni6n  oclusora, parece r e s u l t a r  en un incre" 

mento logaritmico  de l a   r e s i s t e n c i a   p a r a c e l u l a r .  Es to  no se - 
espera s i  e l  ntimero de bandas se comporta como una res i s ten-  

c i a  en ser ie ,  en l a   c u a l  R 1 seria  directamente  proporcio-- 

n a l   a l   n í h e r o  de bandas. 

P 

J P  

Una in terpre tac i6n  puede ser,  se@n e l  autor ,  que - 
l a s  bandas  contengan  estructuras como poros que  puedan abrir- 
se o cerrarse a l  movimiento de l o s  i o n e s ;  s i  e s t o s  poros se - 
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Muy PERMEABLE: tftbulo 
contorneado  proximal 
de m a m f f  ero 
Perro 
Rata 
Rat6n 

PERPEABLE : túbulo con- 
torneado  proximal de - 
Nec’cum;s 
Vesicula de conejo 

INTERMEDIO: ves icula  - 
de Nec turus 
Yeyuno  de r a t a  
Yeyuno de ra t6n  

INTERNEDIOS A H E P ? T I -  
COS : túbulo  contornea- 
do d i s t a l  
Necturus 
Ratdn 

MUY HERMETICOS : est6ma: 
go de r a t &  
v e j i g a   u r i n a r i a  de 
anfibios 
Sapo 
Rana 

- 

I 

Res is tenc ia  
Transepi te l ia l  

70 
30 

300 
300 

300-600 

1000-2000 

MORF’OLOGIA 1 
N o  de f i b r i l l a s  
G ama 

1-2 

1-6 
2-6 

4-8 

4-7 

2-7 
4-7 

4-1 1 

5-1 1 
5-1 4 

PromedioTES 

1 . I 9  0.12 

3.30 2 0.15 
4.10 f 0.11 

6.20 - 0.21 
-t 

5.30 2 0.17 

4.80 2 0.36 
5.80 3 0.20 

8.10 0.34 

8.10  0.94 
7.90 5 0.38 

TABLA 1-1 : (tomada de Claude Gobdenough, 1973) 

LA U N I O N  
Profundidad (urn) 
Gama 

* 

0-1 0.8 
0.1 1.c 

0.5 1.4 

0 3  0.8 

0.1 1 .c 
0.1 0.2 

03 0.9 

0.3 0.5 
0.3 1.1 

Promedio+ES 
. r  

* 

0.46 3‘ 0.02 
0.41 f 0.02 

1 .O0 2 0.05 

0.39 4 0.03 

0.63 2 0.03 

0.36 5 0.03 
0.58 2 0.03 

N 

48 

59 
90 

23 

34 

17 
18 

25 

7 
34 

Al unos epi te l ios   s imples   c las i f i cados  de acuerdo a su r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l .  
Me % idas de l a  morfologia d e  l a  uni6n. 
(*) En l a  mayorfa de los lugares l a  profundidad de l a  u n i b n   e r a   i g u a l   a l  ancho de 

una s o l a   f i b r i l l a .  N: número de determinaciones. ES:  error standard. 
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Fig.  I .4 Graf ica  de l a  r e s i s t e n c i a   e s p e c i f i c a  de uni6n - 
(Rjlp) (expresada como 0hm.cm) como una funciofi de e l  n h e -  

r o  de bandas ( n )  de l a  Zonula  Occludens. E l  c o e f i c i e n t e  de 

c o r r e l a c i 6 n  es O.  93 (Claude 1978 ). 
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abren y c i e r r a n  a l  azar por  periodos  cortos de tiempo, l a  re  
s i s t e n c i a   l o c a l  de cada banda estard  re lac ionada a l a  proba- 

b i l i d a d  ( p )  de que l a  banda tenga o no un poro abierto   en -- 
esa regi6n.  Entonces, una ecuaci6n para l a  r e s i s t e n c i a  e s p e  

c i f ica  de uni6n puede ser l a  s iguiente :  

II 

log R 1 = log R 1 J P  J P  
- n log p 

min 

Esta es l a  ecuaci6n de l a  f i g .  1.4, de l a  cual se - 
puede obtener e l  i n t e r c e p t o ,  l a  pendiente y e l  c o e f i c i e n t e  - 
de c o r r e l a c i 6 n .  

Concluye  que l a  morfologia y f i s i o l o g i a  de l a  uni6n 
oclusora es compatible  con un modelo de l a  uni6n  en l a  cual 

cada banda de uni6n  contiene  poros que pueden abrirse o ce-- 

rrarse a pequeños iones  , con l a  probabilidad de que cada ban 

da tenga  un poro ab ier to .  
I 

Marcial y c o l .  (1984)  estudiaron l a  relaci6n eseuc  

tura/funci6n de l a  uni6n  oclusora  entre los  e p i t e l i o s  de i b  
de cuyo y vej iga u r i n a r i a  de sapo, usando t6cnicas morfom&- 

tricas c u a n t i t a t i v a s  y aplicando l a  ecuaci6n de Claude (1 978). 

Mostraron que l a  morfologia de l a  uni6n  oc lusora   t iene  una' - 
r e l a c i 6 n  directa con l a  r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l ,  si se - 
considera l a  geometria d e l  e p i t e l i o .  Lo a n t e r i o r  no apoya e l  
t r a b a j o  de Martinez-Palomo y E r l i  j (1 975)  , ya que e s t o s  in-- 

vestigadores no consideraron l a  diferencia  en  morfologia ce- 
l u l a r  que existe entre  los epite l ios   es tudiados .  

I 

Podemos c o n c l u i r  que las uniones  oclusoras desempe- 

ñ.an un p a p e l  importante  en e l  transporte transepitelial de - 
solutos .  En l o s  s i g .  capi tu los  se estudia dicha uni6n con -- 
mas detal le .  
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I1 LA UNION OCLUSORA 

2.1 Morfologfa 

Las m a b r a n a s   e p i t e l i a l e s  de c6lulas  adjuntas se man 
tienen  fusionadas por l a  uni6n  oclusora (FarquhW y Palade -- 
1963;   Gi lula   1974;  Martinez-Palomo y E r l i  j 1 9 7 5 ) ,  que forma - 
un cintur6n  alrededor de cada  cdlula,  acMa como una barrera 

a l  movimiento t r a n s e p i t e l i a l  de sus tanc ias ,  y del imita  dos ca 
ras :   l a   ap ica l ,   cubier ta   por   microve l los idades  y que esta en 
contacto  con e l  l iquido que contienen y ,  l a  b a s o l a t e r a l ,  l a  - 

.I 

.L 

cua es l i s a  y esta en contacto  con e l  sus t ra to  ( f i g ,  1 . 1 ) .  

E l  examen de microscopfa  electrbnica de un c o r t e  a - 
t raves  de l a  uni6n  oclusora,  muestra que l a  l&nina externa de 

l a  membrana c e l u l a r  de las   ce lu las   cont iguas  se f’usiona, y - 
aparece en l a   m i c r o g r a f i a  como una l i n e a  hita. A cada lado - 
de l a  l inea   obscura ,  hay una l i n e a  m& c l a r a ,  que representa 

l a   l b n i n a  media de l a  membrana c e l u l a r  respectiva. Las l i n e a s  

obscuras que se ven en l a   s u p e r f i c i e   c i t o p l d s m i c a  de l a s  zo-- 

nas mds c laras ,   representan  las lbninas   internas  de dos  cblu- 

las contiguas ( f i g .  2.1 ( a )  . 
Pero l a   l i n e a  de fusi6n es discontinua,  ya que con- 

s is te  de una o varias  aperturas de l a  l i n e a  de f u s i 6 n ,  segui- 

da por  su  refusibn (Farquhar  y Palade  1963; Bullivant y Ames 

1966) ( f i g .  2.1 b ) .  
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F i g .  2 . l (a )   Micrograf ia   e lec t r6nica  (x 2 3 0  000) de m - 
c o r t e  a través de l a  uni6n  oclusora  entre dos c e l u l a s  - 
de mucosa g d s t r i c a  de r a t a .  fl = l i n e a  de d i fus i6n  en-- 
t r e   l a s  capas  externas de las membranas c e l u l a r e s  de -- 
l a s  dos, c e l u l a s ;  01 e il representan  las  capas  externas 
e internas  de l a  membrana c e l u l a r  de cada  elemento (Far  
quhar y Palade 1 9 6 3 ) .  I 

\ 
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F i g .  2.l(b) Micrografia  electr6n.ica de l a  uni6n oclu- 
sora  de hepatocito de r a t a ,  donde se muestran l a s  lf-- 
neas de fusibn y refusi6n  (Bul l ivant  y Ames 1966) .  
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La t e c n i c a  de c r i o - f r a c t u r a ,  que produce una esci- 

s i 6 n  de l a  membrana a l o  largo  del   plano  central  de l a   b i c a -  

pa l i p i d i c a   ( P i n t o  Da S i l v a  y Branton 1970)  , permite obser-- 

var que en l a  regi6n de l a  uni6n  oc lusora   exis te  una red de 

fibras  intramembranales,  que s e  observan en forma de bandas 

en l a   c a r a  de f r a c t u r a  P (protoplAsmica), y canales comple-- 

mentarios en l a   c a r a  de fractura  E (exopl6smica)   (Stahelin y 

col. 1969;   Chalcroft  y Bull ivant  1 9 7 0 ;  Friend y G i l u l a  1972 ;  

Claude y Goodenough 1973; Wade y Karnovsky 1974;  Branton y - 
col .   1975) .   Estos  f i lamentos son l o s  que const i tuyen   la  lf-- 

nea de fus i6n  de las  membranas de dos c&lulas  contiguas --- 
(Claude 1 9 7 8 )  ( f i g .  2 . 2 ) .  

1 

F i g .  2 . 2  Crio-fractura de l a  unibn  oclusora de i l e o  de 
conejo. En l a  cara  P l o s  componentes  de l a  uni6n  apare- 
cen como filamentos,  mientras que en l a   c a r a  E se   obser  
van surcos  complementarios, 50  O00 x (Martinez-Palomo y 
c o l .   1 9 7 8 ) .  
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2.2 Formacidn de l a  uni6n  oclusora 

La formacibn de l a  uni6n  oclusora implica cambios - 
s i g n i f i c a t i v o s  de l a s  membranas de ambas cdlulas .  El ensam- 

b l a j e  de l a s  uniones formadas de novo, se caracter iza   por  l a  

acumulaci6n  progresiva de particulas  intramembranales,  las - 
cuales se al inean y s e  funden para  formar  filamentos  contf- 

nuos, como se observa por l a  tgcnica  de cr io - f rac tura  (Monte 

sano y col. 1975;  Benedetti  y col. 1974;  Wanson y col. 1977; 

Robenek y col. 1979). 

.I 

Una variedad de sistemas experimentales se han  usa- 

do en e l  estudio del ensamblaje de l a  unibn  oclusora; t e j i -  

dos  en estados tempranos de d i ferenc iac i6n  (Montesano y co l .  

1975 y 1978);   reagregaci6n de celulas  embrionarias (Dermiet- 

z e l  y col .   1977;   Seeds y Hoffke 1978);   inducci6n de uniones 

i n  v i t r o  por vitamina A ( E l i a s  y Friend  1976);  o por enzimas 

p r o t e o l f t i c a s  (Polak-Charcon y co l .   1978 ;  Talmon y Ben-Shaul 

1979) .  

Kaiho (1 977)  estudi6 en  cblulas  MDCK e l  desarro l lo  

de las   uniones   intercelulares  y encontrd en tres o cuatro -- 
dias   aposic i6n de l a s  membranas c e l u l a r e s  y condensaci6n de 

mater ia l  f loculento  ex-acelular a t r e  las celulas vec inas ,  

l o  que consider6 como signos tempranos de l a  formacibn de -- 
desmosomas. Finalmente , los  espac ios   in terce lu lares  se c e r a  
ron por el complejo de uni6n  en e l  lado apica l .  

II 

Epstein y c o l .  ( 1  977)  observaron que en c e l u l a s  No- 

v i k o f f   l a   c i c l o h e x i m i d a  no irnpidi6 l a  formaci6n de l a s  unio- 

nes  oclusoras,  a pesar de e s t a r  en presencia de esta por mas 

de 1 3  horas, desde la hora de sembrado. 
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En monocapas  maduras (40-48 horas de sembradas) l a  

c i c lohex imida ,   l a -  puromicina y la   ac t inomic ina  D, no causan 

efecto  alguno  sobre l a  r e s i s t e n c i a  transepitelial.  Esto indi  

c a  que  no se r e q u i e r e   s i n t e s i s   p r o t e i c a   n i  RNAm para e l  man- 
tenimiento de l a   r e s i s t e n c i a  en monocapas b ien  establecidas 

(Gr iepp y c o l .  1 9 8 3 ) .  

-.. 

En monocapas tratadas  con EGTA, e l  r e s e l l a d o  por - - I  

c a l c i o  no se a l tera   por   l a   c i c lohex imida  y l a  puromicina -- 
(Martinez-Palomo y c o l .   1 9 8 0 ,  Griepp y col .   1983) .  Esto con- 
cuerda  con  observaciones de Meldolesi y col.  en  16bulo pan- 

c r e d t i c o  de cobayo . 
S e  ha v i s t o   ( C e r e i j i d o  y col. 1978 b ) ,  que monoca- 

pas sembradas a confluencia con celulas  provenientes de al- 

t i v o s  de b a j a  densidad celular   presentan un r e t r a s o  temporal 

en e l  desarro l lo  de su  curva de r e s i s t e n c i a .   E s t a s  monocapas, 

a d i ferenc ia  de las   provenientes  de cul t ivos   conf luentes  son 
sens ib les  a la   ac t inomic ina  D. S i n  embargo, no requieren de 

nueva s i n t e s i s  de RNAm s i  se les mantiene, 24 horas  antes de 

sembrarse, en cultivo en suspensi6n (Griepp y c o l .  1983). In 
c,luso, s i  a e s t a s   c e l u l a s  despues de estar en  suspensi6n  por 

24 horas ,   se  les t r a t a   a l  momento de sembrarse con  c ic lohexi  

m.ida, no se previene en absoluto l a   a p a r i c i 6 n  de l a   r e s i s t e n  

cia. Pero,  s i  se les t r a t a   c o n   t r i p s i n a  inmediatamente  antes 

de sembrarse,  las  celulas  son  incapaces de t e n e r   r e s i s t e n c i a  

.I 

.I 
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en ausencia de s í n t e s i s  proteica .  

En s i n t e s i s ,  se puede decir que l a s   p r o t e i n a s  est& 

involucradas en l a  formaci6n de uniones  oclusoras.   Estas pro .... 
t e i n a s  que no s e  degradan  rApidamente  en condiciones de esta 
do es tac ionar io  de la monocapa, son destruidas por la t r i p s i  I 

.I 

na y ,  pueden s e s i n t e t i z a r s e  en  ausencia de contacto  celula-  

cdlula  o ce lula-sustrato .  
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en ausencia de s i n t e s i s   p r o t e i c a .  

En sfntesis, s e  puede dec i r  que las   prote inas  est& 
involuc?cadas en l a  formaci6n de uniones  oclusoras.   Estas pro - 
t e i n a s  que no s e  degradan  r6pidamente en condiciones de esta 
do es tac ionar io  de l a  monocapa, son destruidas  por l a  t r i p s i  

na y ,  pueden r e s i n t e t i z a r s e  en ausencia de contacto  celula-  

c e l u l a  o ce lula-sustrato  . 

I 
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2.3 Cambios e s t r u c t u r a l e s  y funcionales de la unidn  oclusora 

Varios  estudios  sugieren que las uniones  oclusoras - 
sufren  cambios de configuraci6n  rapidos  en varias condiciones 

f i s i o l 6 g i c a s  y experimentales (Pitelka y c o l .  1973;  Wade y -- 
Karnovsky 1974).  No se conocen los f a c t o r e s   i n m l u c r a d o s   e n  

e l  ensamblaje y modulacidn de las uniones  oclusoras,  as1 como 

l a  regulaci6n de su configuracibn espacial. Los cambios  en 13 

ul t raes t ruc tura  de l a  forma de l a s  uniones se han  estudiado - 
por t&cnicas de cr io - f rac tura  y microscopla  electrbnica con- 

vencional.  

a )  Por  ejemplo, drogas como l a  pronasa en cdlu las  beta pan -- 
creaticas (Orci y Amherdt 1973) ,  la f a l o i d i n a  y e i  tetra-- 
cloruro de carbono en hepatocitos de ra ta  (Montesano y col.  

1976; Robenek 1979) ,  y la N-nitroso  morfolina  en  hepatoci- 

t o s  de ra ta  (Robenek 1 9 8 0 ) ,  producen un desarro l lo  extensi 
vo de uniones  oclusoras. Las bandas de unibn  pireden su -- 
or ientac i6n   para le la  predominante. Estos cambios  indican - 
p r o l i f e r a c i 6 n  y reorganizaci6n de los elementos de uni6n. 

I 

b) Metz y col .   (1977) ,   encontraron que a l  apl i car  presibn me- 
canica  a l  ducto b i l i a r ,  se produce  una  disminucibn en e l  - 
n h e r o  de bandas de uni6n  con varias interrupciones en las 
mismas, y l a  peroxidasa atraviesa l a  uni6n. S i n  embargo, - 
Koga y Todo (1 978 ) encontraron que a l  aplicar pres i6n mecd 

n i c a  hay un aumento en l a  profundidad de las uniones  oclu- 
.I 

soras ,   pero sin cambio en e l  ntímero de bandas. 

c )  Las uniones oclusoras sufren  cambios  en  organizacibn y en 

profundidad, a l  someterse a diferentes  condiciones hormona 
l e s ,  por   e jenplo ,  cuando se inyecta  progesterona y estr6ge 

II 
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no a animales ovarisectomizados (Murphy y co l .   1980  y 1981) 

o en  diferentes  estados de preiiez  en l a   r a t a  (Murphy y COL 

1 9 8 2 ) ;  se  a l t e r a  la  organizacibn de l a  uni6n y disminuye - 
su e f i c i e n c i a  como barrera  de di fusi6n.  

d )  Humbert y col .   (1976) ,   reportaron que e l  desarro l lo  de l a s  

uniones  oclusoras , d e l  e p i t e l i o  de t6bulo proximal de Nec- 
turus ,  varia en paralelo  con un  cambio en l a  conductancia 

e l k t r i c a .  Asi, cuando e l  e p i t e l i o  se somete a una dime-- 
s is  s a l i n a ,   l a   c o m p l e j i d a d  de las  uniones  disminuye,  con - 
un incremento  en l a  conductancia de l a  v i a  paracelular .  

e )  La temperatura  tambien  produce  cambios en las uniones oclu 

soras, a s i ,  cuando se incuba a 37 grados tejidos de pr6stz 

t a  de ra ta ,  hay una p r o l i f e r a c i 6 n  de nuevas  bandas de -- 
uni6n,  l o  cual ocurre a h  en presencia de inhibidores  de - 
l a  s i n t e s i s  de prote inas ;  l o  c u a l  sugiere que l a  reorgani- 

zacibn  molecular  proviene de un almacb de componentes pre 
e x i s t e n t e s  (Kachar y Pinto  DaSilva 1981 ). 

.II 

I 

Cuando se cambia l a  temperatura de 37 a 3 grados -- 
centlgrados  en  cglulas MDCK, l a  r e s i s t e n c i a  electrica de l a  - 
monocapa cambia reversiblemente de 63 a 193 Ohm cm ; cuando - 
la monocapa se f i j a  con  glutaraldehido a cada temperatura, l a  

forma de las   uniones   oc lusoras ,  l a  d i s t r i b u c i h  estadistica - 
d e l  n h e r o  de bandas y l a  profundidad de las bandas de l a  -- 
uni6n no cambia apreciablemente (Cerei j i d o  y co l .  1983) .  

2 

Bentzel  y c o l .  (1980), mostraron que l a  adic i6n  de - 
fa loidina  (que aumenta e l  nCullero de bandas de l a  wli6n) a ve- 

sicula b i l i a r  de Necturus ,   resul ta  en un aumento en l a  resis- 
t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l .  
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Como observamos por todo l o  anteriormente  expuesto, 

se desconoce l a  r e l a c i 6 n  que guarda l a   e s t r u c t u r a  de l a  uni6n 
oclusora y su  permeabilidad. 

2 .4  Los cat iones   divalentes  y l a  uni6n  oclusora 

De los   cuatro   cat iones   a lcal ino-terreos   magnesio ,  -- 
c a l c i o ,   e s t r o n c i o  y b a r i o ,  aunque todos son bastante  simila=- 
res en sus  propiedades fisicas y quirmicas, s o l o  dos, e l  cal-- 

Cio y e l  magnesio ocurren  naturalmente  en los sistemas  biol6-  

g icos  . 
E l  c a l c i o  es e s e n c i a l   p a r a   l a   v i d a  de la mayoria de 

los sistemas  biolbgicos.   Entre sus mfiltiples  funciones estd 

l a  de controlar  l a  permeabilidad de los iones  monovalentes; - 
adem&, p a r t i c i p a  en l a  generacibn del potencial  de acci6n en 
nervio y mfisculo esquelbtico.  En e l  caso   par t i cu lar  de l a s  c& 
l u l a s   e p i t e l i a l e s ,  e l  c a l c i o   t i e n e  ademas otro  papel  fundamen 

t a l ,  permite la i n t e r a c c i 6 n  de sus membranas, para  dar una - 
uni6n oclusora. De modo que l a  permeabilidad de l a  ruta para- 

c e l u l a r ,  puede estar determinada por l a  s e l e c t i v i d a d   a l  cal-- 

c i o   ( B e a t y ,  G. 1978 tesis) .  

I 

.I 

Los estudios de Galli y co l .  (1976)  y Meldolesi y -- 
c o l .  (1978), mostraron que e l  c a l c i o   i n t e r v i e n e   e n  l a  forma- 

c i 6 n  y mantenimiento de l a  uni6n  oclusora.  Ellos  observaron - 
en r e p l i c a s  de c r io - f rac tuxa ,  que l a  incubaci6n de 16bulos -- 
pancredticos de cuyo, en un Ringer Krebs de bicarbonato l i b r e  . 

de c a l c i o  y conteniendo 0.5 mM de EGTA, r e s u l t 6  en l a  fragrnen 

tacibn  progresiva de l a  uni6n  oclusora  con  formaci6n de unio- 

nes d l t i p l e s  d iscre tas   ( fasc ia   occ ludentes )   loca l izadas   en  - 
l a  membrana l a t e r a l  y luminal; despubs de una a dos horas en 

- 
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dichas   condic iones ,   la  mayoria de las  uniones  oclusoras apa- 

recen  desensambladas. S i  los iones   ca lc io   son  re introducidos  

hasta  e l  medio de incubaci6n,  l a  uni6n  oclusora se reforma - 
alrededor de l o s  apices de l a   c e l u l a .  

Meldolesi y c o l .  (1978), observaron que l a  c ic lohe-  

ximida (usada  en l a  dosis que inhibe s i n t e s i s  de proteinas)  

y l a   c i t o c a l a s i n a  B (dosis  a l a   c u a l  rompe l o s  microfilamen- 

t o s  y modifica l a  forma c e l u l a r ) ,  no t i e n e   e f e c t o   s o b r e   l a  - 
organizacibn de l a  uni6n  oclusora,  sobre  su  desensamblaje - 
por e l  medio s i n   c a l c i o  o sobre su re-formaci6n  dependiente 

de c a l c i o ;   l a   o r g a n i z a c i 6 n  y desensamblaje tampoco son afec- 
tados  por  colchicina,  pero e l  re-ensamblaje es defectuoso. - 
Estos  investigadores  concluyen que l a  estructura de l a  unidn 
oclusora depende del c a l c i o   e x t r a c e l u l a r .  

Fujimoto y Ogawa (1982), observaron que en ves icu la  

b i l i a r  de rat6n,  incubada en un Ringer Krebs s i n   c a l c i o   a d i -  

cionado de 0 .5  mM de EGTA, e l  c i toplasma  apical  toma forma - 
de domo que gradualmente se   constr i f íe  a nivel de l a  unibn - 
oclusora,  con e l  subsecuente  abultamiento de microfilamentos 

Despues de 1 2 0  minutos de i n c u b a c i h ,  e l  ci toplasma  apical  - 
se   p ierde  y s a l e   a l  lumen. 

Cerei j i d o  y c o l .  (1978), encontraron que l a s   c g l u l a s  

MDCK sembradas  inmediatamente  despugs de  l a  t r ips in izac idn  em 

piezan a d e s a r r o l l a r   r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l   d e n t r o  de 4-6 

horas. En e s t e   c a s o   l a   r e s i s t e n c i a   a l c a n z a  un mhimo de 340 - 
ohm cm a l a s  2 4  horas,   luego  declina a un v a l o r   e s t a b l e  de - 
100 Ohm cm en pocos dias. ( f i g .  2.3) S i  l a  monocapa e s t a b i l i  

zada se   co loca  en u n  medio l i b r e  de calc io ,   adic ionado de -- 
EGTA, l a   r e s i s t e n c i a   c a e   c a s i  a c e r o ,  s i  se l e  adiciona  cal-  

111 

2 

2 
I 
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c i o ,  l a  r e s i s t e n c i a  aumenta en 60 minutos hasta e l  v a l o r  origi 

n a l  ( f i g .  2.4). Asf, e l  c a l c i o  parece ser necesario  para e l  - 
establecimiento de l a  uni6n  oclusora. Los d a d s  ca t iones  alca- 
l ino-terreos  (magnesio,  estroncio y bario), no lo reemplazan. 

.I 

P i t e l k a  y c o l .  (1983), usaron bajas concentraciones - ’ 

de EGTA o c i t r a t o  de  sodio para quelar el c a l c i o   e x t r a c e l u l a r  

en cult ivos  primarios de cklulas  mamarias de r a t a .  Mostraron - 
que los eventos que se presentaron en estas cdlulas  fueron: -- 
contracci6n  del  cuerpo ce lu lar ,   migrac i6n   centr ipeta  de las mi 

crove l los idades ,   deses tab i l izac i6n  de l a  organizaci6n intramem 

branal de l a  unibn oclusora,  convoluci6n de l a  membrana perif & 

r i c a  en y c e r c a  a la uni6n  oclusora y endoci tos is  de l a  uni6n 

oclusora  fragmentada. 

L 

.I 

I 
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F i g .  2 . 4  E fec to  de l a  remosi6n del  c a l c i o  y l a  adic i6n 
de EGTA sobre l a  r e s i s t e n c i a  e l k t r i c a  de monocapas de 
c é l u l a s  MDCK. E l  reemplazamiento de CDMEM por un medio 
l i b r e  de calcio  adicionado de EGTA provoca  una caída r6 
p i d a  de l a  r e s i s t e n c i a  a l a  mitad de su v a l o r   c o n t r o l ,  
seguido p o r  un l ento  decremento. La adic i6n de un medio 
con c a l c i o ,  recuper6 e l  v a l o r   o r i g i n a l  de l a  res is ten--  
c ia .  ( C e r e i j i d o  y c o l .  1 9 7 8 ) .  

- 
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I11 POLARIDAD 

3.1 Polaridad de las  membranas epi te l ia les  

3 . 1 . 1 asime t r i a  molecular 

Hay evidencias  hasta la   fecha,  de que las  membranas epi- 

t e l i a l e s  son estructuras  vectoriales;   esto  es,  sus componen-- 

tes  est&  asimetricmente  distribuidos  entre  las dos superfi-. 

cies.  Esto suminis3Ta una base  molecular  para l a  asimetria -- 
funcional. Para proteinas y carbohidratos, l a  asimetria  es - 
absoluta. Cada copia de una cadena polipeptfdica,  tiene l a  - 
misma orientacibn en l a  membrana. Los carbohidratos de l a  mem L 

brana plasmdtica se unen a proteinas o l ipidos siempre por e l  

lado externo. S i n  embargo , l a  asirnetria de l o s  lipidos no es 

absoluta;  casi cada t i p o  de l i p i d o  esta presente en ambos la- 

dos de l a  bicapa  lipidica, pero en diferentes  cantidades. La 

asirnetria de l a  membrana se mantiene por una baja  frecuencia 

de  movimiento espontaneo de los constituyentes de  una superfi -.I 

c i e  a la   otra  (Rothman y Lenard 1977). 

3 .I  . 2 asimetria anat6mica 

Desde e l  punto de vis ta  anat6mico se observa tambib una 

marcada asimetrfa, por ejemplo, la  cara  apical muestra micro- 
vellosidades, en  cambio la  basolateral es l i s a .  Adem&, l o s  - 
organelos  celulares no se disponen a l  azar sino que aparecen 

orientados. La  membrana  de la   superf ic ie   la teral  de las  cdlu- 

las  epiteliales  presenta  tres t i p o s  de uniones intercelulares: 
i )  uniones oclusoras; ii) uniones comunicantes o nexus, y iii) 
deSrnosomas,  en l a  direccibn  apical a basolateral ( F a r q u h a r  y 
Palade 1 9 6 3 ,  Revel y Karnovsky 1 9 6 7 ,  Goodenough y Revel 1970,  

Weinstein y McNutt 1972) .  
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3.1.3 asimetrfa  funcional  

Desde e l  punto de v is ta   func ional ,  en ttlbulo d i s t a l  de - 
riñibn de mamifero, por  ejemplo, l a   c a r a   a p i c a l  de una cb lu la  

e p i t e l i a l   e s  muy permeable  a  sodio y muy poco permeable  a po- 

t a s i o ,   e n t r e   t a n t o ,   l a   c a r a   b a s o l a t e r a l   t i e n e  una a l t a  permea 

b i l i d a d   a l   p o t a s i o  y parece ser relativamente impermeable  a - 
sodio ;  en la c a r a   b a s o l a t e r a l   e x i s t e  un transporte activo de 

sodio que extruye  iones sodio de las ce lu las ,   in tercambihdo-  

l o  por  iones  potasio (bomba  de sodio-potasio) ,  e ~ .  cambio, l a  

cara   apical   carece  de b0J;lbaS (Koefoed-Johnson y Ussing 1958). 

I) 

Las cglulas  acinares  del   pdncreas,  tambidn como o t r a s  - 
glhdulas  ex6crinas,   estan  altamente  polarizadas.  La l ibera -  

c i6n  de l o s  productos de s e c r e c i h ,  l a  cual  ocurre por exoci 
tos is ,  e s t a   r e s t r i n g i d a  a c ier tas   porc iones  de l a  membrana - 
celular  luminal  (De C a m i l l i  y c o l .  1974).  

I) 

Las c e l u l a s  LLC-PK ( l i n e a   c e l u l a r  de r iñ6n de cerdo) - 
en c u l t i v o ,  forman  una monocapa de c e l u l a s   e p i t e l i a l e s   o r i e n  

tadas  asim6tricamente y unidas  unas  a  otras por uniones oclu 

soras. Estas  cglulas  transportan  glucosa d e l  lado  luminal a l  

b a s o l a t e r a l   s o l a m e n t e ,   a l   i g u a l  que e l  Mbulo  proximal de ri 

fí6n (Misfeldt  y Sanders 1981) .  

1 

.I 

.I 

I 

E l  hepatocito  es una c d l u l a   e p i t e l i a l  que muestra  marca 

da  polaridad  morfol6gica y funcional.  La polaridad  funcional 

es  claramente  demostrada p o r  t ransporte   t ranscelular  de sa-- 

l e s   b i l i a r e s  , proteinas , varios  compuestos organicos ,  de l a  

sangre a l  compartimiento b i l i a r  (Barth y Schwrtz 1982). 

.I 

Hay  mucho i n t e r &  en  conocer l o s  mecanismos biogen&ti--  

c o s ,  por los cuales los componentes c e l u l a r e s  son  segregados 
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hasta   reg iones   espec i f i cas  de l a  membrana c e l u l a r .  Una de l a s  

herramientas  para  estudiar e l  camino i n t r a c e l u l a r  de l a s  pro- 

tefnas de  membrana y de l o s  productos de secrec ibn ,  ha sido - 
e l  uso de virus que t ienen l a  propiedad de gemar polarizada-- 

mente; a s i ,   e l   v i r u s  de l a  influenza, e l  sendai y e l  virus s i  

mian 5 ,  geman exclusivamente  por l a  membrana luminal de l a s  - 
c d l u l a s   e p i t e l i a l e s ,   m i e n t r a s  que e l  virus de l a   e s t o m a t i t i s  

v e s i c u l a r  gema por l a  membrana b a s o l a t e r a l  (Rodriguez  Boulan 

y Sabat in i  1978 , moth y co l .   1979 ,  Rodriguez  Boulan y Pender- 

gast   1980,  Green y c o l .  1981 , Rodriguez  Boulan y c o l .  1983) .  

E s t e   s i s t e m a   t i e n e   l a   v e n t a j a  de  que puede seguirse con r e l a -  

t i v a   f a c i l i d a d   e l  camino i n t r a c e l u l a r  de las ,  pocas  en  varie- 

dad pero  abundantes  en  cantidad,  particulas  virales.  Presupo- 

ne que l a   r u t a  de l a s   p r o t e i n a s   v i r a l e s  es i d h t i c a  a las de 

las   prote inas   in t r insecas  de l a  membrana. 

I 

3.1 .4  asimetria  farmacol6gica 

La asimetrla  se  manifiesta también  en e l  e f e c t o  de hormo 

nas y drogas: l a  hormona a n t i d i u r e t i c a ,  que estimula e l  t rans  

porte  de sodio y el   gluc6sido  cardiac0  ouabaina que l o  inhibe 

solo t ienen  efecto en l a   c a r a   b a s o l a t e r a l ;  en tando l a  amilo- 

rida  bloquea e l  iransporte  pasivo de sodio en l a   c a r a   a p i c a l  

- 
9 

La l i n e a   c e l u l a r  de r iñ6n de sapo (A ), muestra un i n c r e  
6 - 

mento en l a   c o r r i e n t e  de  cor toc i rcu i to   ( equiva lente  a un flu- 

j o  de sodio  neto aunado a l  de glucosa) y en l a  diferencia de 

potencial  cuando se   adic iona  insul ina  ( IO4 micro U/ml. ) en l a  
soluci6n del lado  basolateral ,   pero no se produce e f e c t o  cuan 

do l a   i n s u l i n a   s e   a d i c i o n a  a l a   s o l u c i 6 n  del lado  apical.  Es- 

to   indica  que l o s  receptores  de insul ina  se encuentran  en l a  

9 
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super f i c ie   baso la tera l  y que muy poca de e s t a  hormona a t r a v i e  

s a   e l   e p i t e l i o  (Fidelman y c o l .  1 9 8 2 ) .  
I 

3.1 .5 asimetrfa  bioqufmica 

E l  transporte  act ivo de sodio a travbs de l a s  membranas 

de l a s   c e l u l a s   e p i t e l i a l e s ,   s e   r e a l i z a  por l a '  ATPasa sodio-po 

tas io   act ivada.  La loca l izac ibn  de e s t a  enzima,  as1 como --- 
o t r a s ,   s e  ha estudiado  en  cdlulas  epitel iales.  A S ~  l a  ATPasa 

de sodio-potasio se l o c a l i z a  en l a  membrana ce lu lar   baso la te -  

r a l  de las cglulas  de los IAbulos  proximal y d i s t a l  y hfibulo 

c o l e c t o r  de riñbn de conejo ,  y membrana b a s o l a t e r a l  de l a  li- 

nea c e l u l a r   e p i t e l i a l  MDCK; a s f  como, l a   f o s f a t a s a   a l c a l i n a '  - 
sens ib le  a c i s te ina ,   se   encuentra  en l a  membrana luminal de - 
l a s   c e l u l a s   d e l  thbulo proximal  del  riñ6n de conejo y l a  ami- 

nopeptidasa  se  encuentra en l a  membrana luminal de c e l u l a s  -- 
e p i t e l i a l e s  MDCK (Rostgard y Moller 1980 ,  Louvard 1980, Lamb 

Y Col. 1 9 8 1 ) .  

I 

3.2 La polaridad y l a  uni6n oclusora 

La formaci6n de una monocapa c e l u l a r   e p i t e l i a l   p o l a r i z a -  

da involucra dos t i p o s  de eventos: i )  l a  formacidn de uniones 
i n t e r c e l u l a r e s  ii) la   polar izacibn  ce lular   por  una d is t r ibu-  

c i6n  as imetr ica  de l o s  componentes de l a  membrana, entre  los 
dominios a p i c a l  y b a s o l a t e r a l  y ,  por una distr ibuci6n  polar  - 
de organelos   instracelulares .  

Una vez es tab lec ida   la   po lar idad,  s e  mantiene  a pesar -- 
del  continuo  recambio de mol&ulas. En varios  s istemas  epite-  

l i a l e s   e l  estado  polarizado  es   descrito a niveles  morfol6gi--  

co y molecular,  pero e l  mecanismo involucrado  en l a   g e n e s i s  
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y mantenimiento de l a   p o l a r i d a d   c e l u l a r ,   a s 1  como los fac to -  

r e s  que  toman lugar  en l a  determinaci6n de l a   o r i e n t a c i 6 n  de 

l a   po lar idad,  son casi  desconocidos . 
I n  v ivo ,  l a   o r i e n t a c i 6 n  de l a  capa ce lu lar   es t6   de termi  - 

nada durante l a  morfoghesis .  La s u p e r f i c i e   b a s o l a t e r a l   e s t 6  

siempre en contacto con e l  medio interno,  del  cual  adquiere 

los n u t r i e n t e s ,  en epi te l ios   monoestrat i f icados .  

I n  v i t r o ,  l a s   c e l u l a s   e p i t e l i a l e s   a i s l a d a s   s e   r e o r g a n i -  

zan en monocapas celulares  polarizadas.  La s u p e r f i c i e   a p i c a l  

de l a  monocapa e s t a  en contacto con e l  medio de c u l t i v o ,  y - 
l a  membrana b a s a l   e s t a   u n i d a   a l   s u s t r a t o   ( p l d s t i c o ,  vidrio, 
coldgena,   etc .  ) . En estas  condiciones,  como i n   v i v o ,  se o r i -  

gina y s e  mantiene una or ientaci6n de la   po lar idad  ce lu lar .  

Esta  polaridad  se puede i n v e r t i r  experimentalmente s i n  que - 
se  rompa la   uni6n   in terce lu lar ,   por   inc lus i6n  de ves icu las  - 
de c e l u l a s  de t i r o i d e  porcina en colagena (Chambard y co l .  - 
1981 ). 

Se  conoce poco acerca de porque e l  e p i t e l i o  se p o l a r i z a .  

E l  crecimiento de l a  mayoria de l a s   l i n e a s   c e l u l a r e s   e p i t e -  

l i a l e s ,  depende  de l a  adhesi6n a l   s u s t r a t o ,   e s t o   e s ,  las cd- 

l u l a s  no se   dividen  ni   crecen,  a menos que se adhieran  a una 

superf ic ie  ( p l a s t i c o ,  coldgena, v i d r i o ,  e t c .  ) . 
Rodriguez  Boulan y c o l .  (1983), mostraron que l a  adhe-- 

s i b n ,  de c d l u l a s   e p i t e l i a l e s   a i s l a d a s ,  a un sus t ra to  o a -- 
oWa  ce lula   es   suf ic iente   para   la   expresidn de l a   p o l a r i d a d  

de l a  membrana plasmAtica,  la  cual  se  demuestra por l a  gema- 

c i6n  as imetr ica  de virus .  
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La secuencia de eventos  por l o s  cuales  las c e l u l a s  epi -  

t e l i a l e s   s e   p o l a r i z a n ,  y e l  papel de l a  uni6n  hermetica  en - 
e l  mantenimiento  de esa   po lar idad,   se  ha inves t igado   u t i l i - -  

zando c e l u l a s  en c u l t i v o .  

Hoi Sang y c o l .  (1979,  1980), t r a t a r o n   l a  monocapa con- 

f l u e n t e  de c e l u l a s  MDCK, con una soluci6n b u f f e r  de f o s f a t o  

(PBS ) adicionado de 0.1 mM de EGTA, mantenidas a una  tempera 

tura  de 37 grados  centigrados, y obtuvieron una suspensi6n - 
c e l u l a r  en 1 a 4 horas,   la   cual   sometieron a c r i o - f r a c t u r a ,  

p a r a   e s t a b l e c e r   e l   e f e c t o  de l a  ruptura de l a  uni6n  oclusora 

sobre l a  densidad de las  particulas  intramembranales  en  las  

membranas luminal y baso la tera l .  Observaron  que,  mientras -- 
l a s  monocapas de c e l u l a s  MDCK confluentes  mostraron  uniones 

oc lusoras   in tac tas  y una d i s t r i b u c i 6 n   d i f e r e n c i a l  de par t i cu  

l a s  intramembranales,  entre  las membranas luminal y basolate  

r a l ,  l o s  cult ivos  disociados  con EGTA perdieron l o s  elemen-- 

t o s  de uni6n y l a   d i s t r i b u c i b n   d i f e r e n c i a l  de particulas in-  

tramembranales. Cuando l a  suspensi6n  celular se siembra a - 
conf luencia ,  en un medio completo  (que  contiene  calcio) ,   las  

uniones  oclusoras  se  reforman y l a s   p a r t i c u l a s  intramembrana 

l e s  se redistr ibuyen de una  manera  asim&trica., 

I 

I 

I 

Estos  estudios de disociaci6n-asociaci6n  sugieren una - 
r e l a c i 6 n   c e r c a n a ,   e n t r e   l a   i n t e g r i d a d  de l a  uni6n  oclusora y 

e l  mantenimiento de l a  polaridad de l a s   p a r t i c u l a s  intramem- 
b r a n a l e s ,   e n t r e   l a s  membranas a p i c a l  y baso la tera l .  

En 16bulos  pancredticos l a  i n c u b a c i h  en un Ringer-grebs 

de bicarbonato  adicionado de 0 . 5  mM de EGTA, produce desarre 

g l o  y ruptura de las  uniones  oclusoras,   con l a  consecuente - 
desaparici6n de l a   d i s t r i b u c i 6 n   a s i m e t r i c a  de l a s   p a r t i c u l a s  

-.. 
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intramembranales  entre  las membranas a p i c a l  y b a s o l a t e r a l  (Ga 

lli y c o l .  1976). 

- 

Los t raba jos  de Pisam y Ripoche (1 976) en c e l u l a s  e p i -  

t e l i a l e s  de v e j i g a   u r i n a r i a  de sapo, los de Drasten y c o l .  -- 
(I 981 ) en  monocapas de cg lu las  A6 usando  marcadores fluoreso- 

centes  y l o s  de Herzlinger y c o l .  (1984) con chlulas  MDCK y - 
anticuerpos  monoclonales,  muestran que l a  uni6n  oclusora con- 

tribuye a mantene: l a   e s p e c i a l i z a c i 6 n  de l a   s u p e r f i c i e   c e l u -  

l a r  en e p i t e l i o s .  

Rabito y Tchao (19801, determinaron la uni6n de ouabafna 

( H  3 ) en l a   l i n e a   c e l u l a r  MDCK durante  su  reorganizacibn epite- 

l i a l .  La ouabaina, un potente  inhibidor de l a  ATPasa sodio-po- 

t a s i o ,   t i e n e  una a l ta   a f in idad por esta enzima. Esta   caracte-  

r f s t i c a   h a c e   p o s i b l e  e l  uso de ouabaina como una  medida del -- 
funcionamiento de e s t a  enzima. 

En e s t e   e s t u d i o   s e   u s 6   l a  ouabaina ( H  3 ) ,  como una estima 
c i 6 n  de l a  cantidad de ATPasa sodio-potasio  durante l a   r e o r g a  

nizaci6n de c e l u l a s  MDCK (de  c6lulas  suspendidas a una monoca- 

pa completa). En c6lulas   suspendidas ,   la   unidn  especi f ica  de 

ouabaina se redujo en un 67% comparada con l a  uni6n a una mono 

capa  completa. Despues de la   resiembra en un soporte  permeable, 

tanto l a   r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l  como l a  uni6n de ouabaina 

incrementaron  con e l  tiempo de incubacibn. Los resultados mos 

traron que l a  monocapa completa  muestra mas s i t i o s  de uni6n de 

ouabaina que las   c6 lu las   indiv iduales  no polarizadas. Conclu- 

yeron que l a   r e d u c c i h  en e l  n h e r o  de s i t i o s  de uni6n de oua- 

baina ( H )  cuando l a  organizaci6n de l a  membrana e p i t e l i a l  se 

rompi6, como s e   i n d i c 6  por l a   c a i d a  de l a   r e s i s t e n c i a  electri-  

c a   t r a n s e p i t e l i a l ,  y e l  incremento en l o s  s i t i o s  de uni6n cuan 

.I 

3 



39 

do l a  membrana es reorganizada, puede ser una expresi6n d e l  - 
desarro l lo  de l a s   c a r a c t e r i s t i c a s  de permeabilidad especifi” 

cas  de l a  membrana apical   (a l ta   permeabi l idad a sodio) ,   con - 
un concomitante  incremento de la   concentrac ibn  de sodio   in t ra  

c e l u l a r  que enciende l a   s i n t e s i s  de nuevas bombas de sodio-po 

tas io ,   para   reduc i r   l a   concentrac i6n  de sodio   in t race lu lar  y 

e s t a b l e c e r  un nuevo estado de e q u i l i b r i o .  

- 

I io i  Sang y Evans-Layng (1 9 8 3  ) , encontraron que en c6lu- 

l a s  MDCK en  suspensi6n l a  ATPasa sodio-potasio  se  encuentra - 
uniformemente d is t r ibuida  a l o  largo de l a  membrana c e l u l a r ,  

pero una vez que l a  unibn  oclusora se forma, l a  enzima apare- 

c e  finicamente  en l a  membrana baso la tera l .  

Gonzalez-Mariscal ( tes is  de maestria 1 9 8 3 )  encontr6 que 
l a   p o l a r i z a c i 6 n  de las  particulas  intramembranales surge re-- 

cidn cuando l a  uni6n  oclusora es funcional. 



CAPITULO I V :  FOCALIZACION DEL PROBLEMA Y 
0B.TETIVOS DE LA TESIS 

4.1 P r e s e n t a c i h  d e l  problema 

4 .2  Ventajas 'de las  c e l u l a s   e p i t e l i a l e s  en cu l t ivo  
4 .3  Caracterist icas  morfol6gicas y funcionales de 

l a   l i n e a   c e l u l a r   e p i t e l i a l  MDCK (Madin and Dar 
by Canine  Kidney) .I 

4.4 Objetivos 
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I V  FOCALIZACION  DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS DE LA T E S I S  

4.1 Presentaci6n  del  problema 

En la   in t roducc i6n  hemos mencionado que l a  funci6n de -- 
~ O S  e p i t e l i o s   e s   r e g u l a r   e l   i n t e r c m b i o  de materia  entre los 

organismos y e l  medio, y que para c u m p l i r  e s t a  fuulci6n es n e  

cesar io :  

que l a s   c e l u l a s   e s t h   s e l l a d a s   e n t r e  s i  constituyendo -- 
una barrera  a l a   d i f u s i 6 n  de solutos .  La estructura  res- 
ponsable  del   sel lado de l a  uni6n  intercelular  es l a  -- 
uni6n  oclusora,  y 

que las proteinas de membrana  que operan y regulan e l  -- 
t ranspor te   vec tor ia l  de sol.utos  est&  distribuidos asim6 
tr icamente ,   es   decir ,   es ten  polar izados .  

I 

Un problema c e n t r a l  en l a   b i o l o g f a  de l a s   c e l u l a s   e p i t e -  

l i a l e s   e s ,  c6mo y porqu6 e s t h  polarizadas  sus membranas. Da- 

do que l a  uni6n  oclusora f o r m  un cintur6n  alrededor de l a s  - 
c&lulas,   delimitando l o s  dominios apica l  y b a s o l a t e r a l ,  y -- 
constituyendo una barrera  para. l a   d i f u s i 6 n   l a t e r a l  de l o s  com 

ponentes de membrana, parece  16gico  suponer que debe exis t i r  

una r e l a c i 6 n   e n t r e   l a   a . p a r i c i 6 n  de l a  uni6n  oclusora y e l  de- 

s a r r o l l o   d e l  fen6meno de la   po lar idad.  

I 

E l  o b j e t i v o   c e n t r a l  de e s t a   t e s i s ,   e s   c a r a c t e r i z a r  e l  -- 
proceso de formaci6n de l a  uni6n  oclusora,  as5 como, su  evolu 

c i 6 n  con l a  edad de l a  monocapa, desde e l  punto de vista fun- 
cional   (evoluci6n de l a   r e s i s t e n c i a  y de l a  permeabilidad) y ,  

es t ruc tura l  (nfitnero de bandas y profundidad de l a  uni6n).  Co- 

lateralmente  se  analizan  algunos  aspectos d e l  desarrol lo  de - 
l a  polaridad. 

I 
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7.0&9 7 
Los objet ivos   especff icos  son los s i g u l e  es: 

1 ).- 

2) .- 

3)" 

4.2 

Diseñar un protocolo  experimental que permita  estudiar - 
e l  proceso de ensamblado de l a  uni6n  oclusora, separando 
l o  de todos los.otros procesos que sufre l a   c k l u l a ,  des- 
de que s e  siembra hasta que se e s t a b l e c e   l a  monocapa ma- 
dura. 

Estudiar e l  rol d e l  c a l c i o  en l a   s f n t e s i s  y ensamblaje - 
de l o s  componentes  de l a  uni6n  oclusora, y en e l  se l lado 
de  l a  u12i6n i n t e r c e l u l a r .  

Estudiar s i  la r e s i s t e n c i a  depende  de l a  edad de l a  mono 
capa,  y de ser a s f  , demostrar s i  e s t a  dependencia se c o z  
rre lac iona  con cambios  en e l  n h e r o  de c e l u l a s  por uni- 
dad de &ea y/o con l a   e s t r u c t u r a   ( n h e r o  de f i b r i l l a s  y 
profundidad de l a  uni6n  oclusora).  

- 

Ventaja de l a s   c 6 l u l a s   e p i t e l i a l e s  en c u l t i v o  

Los cu l t ivos   ce lu lares   son  de  gran va lor  para  e l  estudio 

de una variedad de f u n c i o n e s   c e l u l a r e s ,   a s l ,  las c e l u l a s  epi-  

t e l i a l e s  en c u l t i v o  son at i les  para  estudiar e l  transporte - - I  

t r a n s e p i t e l i a l  y e l  contro l  del transporte  por  algunas sustan 

c i a s  (hormonas y drogas) o por cambios fisicos . 
.I 

Handler y c o l .  (1980), c i t a n  las venta jas  de l a s   c e l u l a s  

e p i t e l i a l e s  en cu l t ivo :  

Se  minimiza la   var iab i l idad   entre   l as   muest ras  en un ex- 
perimento. Todas las  preparaciones se pueden derivar del , 

mismo l o t e  de ce lulas   precursoras ,  minimizando difereno- 
c i a s   g e n e t i c a s ;   a s i ,   l a s   p r e p a r a c i o n e s  pueden ser mante- 
nidas en el: mismo medio por un periodo  apropiado antes - 
del experimento,  eliminando  diferencias que pueden r e s u l  
t a r  de factores   nutr ic ionales ,   end6cr inos  y de edad. 

Se puede contar con grandes  cantidades de material .  

Las c e l u l a s  se pueden congelar y descongelar  despu6s de 
algtu?  tiempo,  permitiendo  retornar a l  mismo mater ia l  ex- 
perimental. 

". 
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d) .  Se e v i t a  que haya rnds de un t i p o   c e l u l a r .  

e ) .  Se pueden d e s a r r o l l a r   l i n e a s   c e l u l a r e s  rnutantes. 

f).  S e  puede partir de c & l u l a s  ep i te l ia les  separadas y asime 
t r i c a s  y seguir temporalmente l a  formacibn de un epite- 
l i o  polarizado. 

4 .3  Caracteristicas Morfol6gicas y Funcionales de l a  l i n e a  

c e l u l a r  e p i t e l i a l  MDCK (Madin and Darby Canine  Hidney) 

La l i n e a   c e l u l a r  MDCK deriva de un riñibn de perro Cocker 

Spaniel   adulto (Madin and Darby 1958). 

Esta l inea   ce lular   t iene   propiedades  de e p i t e l i o  tubular 

r e n a l  y de adenocarcinoma papilar   (Leighton y co l .   1970 ;  Rin- 
d l e r  y co l ,   1979) .  

Estudios  morfol6gicos y bioquimicos  sugieren que las c& 
l u l a s  MDCK derivan de los t ~ b u l o s  contorneado d i s t a l  (Rindler 

y col .   1977,   1979)  y co lec tor   (Valent i ch  1981 ). S i n  embargo, 

Herzlinger y c o l .  (1 982),  observaron que las cdlu las  MDCK ex- 

presan  antigenos de superficie   correspondientes a l a  porci6n 

ascendente gruesa d e l  asa de Henle y a l  tflbulo contorneado -- 
d i s t a l ,  Este posible   or igen maltiple de las cblulas MM=K, se 

evidencia tambih  en e l  hecho de que l a  captaci6n de sodio en 
e l l a s  es i n h i b i b l e  tanto  por amilorida ( l o  que las asemeja a l  
t6bulo  contorneado d is ta l )  como por  los  diurt5ticos  furosemida 

y bumetamida que act-dzan fundamentalmente sobre e l  asa de Hen- 
l e  (Rindler y co l .   1979 ,  McRoberts y col .   1981) .  

E l  or igen  diverso de las celulas MDCK puede t a l  vez ex-- 

p l i c a r  l a  heterogeneidad  encontrada,  tanto en l a  formaci6n de 
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ampollas  (Lever  1979) como en l a  magnitud de l a   r e s i s t e n c i a  

t r a n s e p i t e l i a l  de l a s  monocapas (Simmons 1981 ; Barker y Sim- 

mons 1981 ). 

Leighton y c o l .  (1  970),  mostraron que cuando las   c&lu--  

las   crecen  sobre  un soporte impermeable y s 6 l i d 0 ,  forman am- 

p o l l a s  que resul tan   de l   t ranspor te   vec tor ia l  de  agua del me- 

d io   hac ia   e l   sopor te  y ,  que l a  ouabaina, un inhibidor  especf  

f i c o  de l a  ATPasa de sodio-potasio   (cara   basolateral )   acopla  

da a l   f l u j o  neto de agua, impide l a  forn”aci6n de ampollas. 

I 

I 

Leighton y c o l .   ( 1 9 7 0 ) ,   C e r e i j i d o  y c o l .   ( 1 9 7 8 ) ,  Rind-- 

l e r  y c o l .  ( 1  9 7 9 ) ,  mostraron que l a s  paredes de l a s  ampollas 

e s t 6 n   c o r s t i t u i d a s  p o r  ep i te l io   po lar izado ,   es to  es ,  una mem 

brana  apical con  microvellosidades y una membrana basolate” 
I 

l i s a .  

La polar izac i6n   ce lu lar  se manifiesta:  

Morfol6gicamente , por l a   p r e s e n c i a  d.e microvellosidades 
en l a   c a r a   a p i c a l ,  de uniones  oclusoras en l a  porci6n - 
anter ior  de l a   c a r a   l a t e r a l  y de in terdig i tac iones  en - 
l a  membrana l a t e r a l  de las   ce lu las   vec inas  (Kaiho 1977; 
Leighton y co l .   1969 ,  1 9 7 0 ) .  

Bioquímicamente,  por l a   l o c a l i z a c i 6 n   a s i m e t r i c a  de enzi 

l a   l e u c i n a  aminopeptidasa que se encuentran en las ca-- 
r a s   l a t e r a l  y apical  respectivamente (Louvard  1980). 

Funcionalmente,  por e l  t ranspor te   vec tor ia l  de  agua y - 
e lec t r6 l i to . s   (Mi fe ldt  y co l .   1976 ;   Cere i j ido  y c o l .  -- 
1978 a y b ) ,  a s í  como por l a  gemaci6n as imetr ica  de vi- 
rus (Rodriguez-Boulan y Sabat ini  1 9 7 8 ) .  

mas de membrana, t a l e s  como l a  ATPasa sodio-potasio y I - 

La  monocapa de c é l u l a s  MDCK t i e n e   l a   h a b i l i d a d  de for-- 

uniones  oclusoras que l e   c o n f i e r e n  una r e s i s t e n c i a  e l k -  1 
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t r i c a  y por l o  tanto,   actúan como una barrera  de permeabili- 

dad, Estas uniones  est6n formadas por un conjunto de f i b r i  -- 
l l a s ,   i n t e r p u e s t a s   e n t r e   e l  lúmen y e l   e s p a c i o   i n t e r c e l u l a r ,  

que v i s t a s  p o r  crio-fractura,   aparecen como una red comunican 

t e  de f i b r a s  en l a   c a r a  de fractura  P y como canales comple” 

mentarios en l a   c a r a  de f r a c t u r a  E ( F i g .  4 .1  ).  

Cerei   j ido y c o l .  (1980), mostraron que las  uniones  oclu- 

soras  de l a  monocapa de c é l u l a s  MDCK, no  forman como en l a  ma 
I 

y o r i a  de los e p i t e l i o s   n a t u r a l e s ,  un cintur6n homog6neo a t r a  

ves del  perfmetro de l a s   c é l u l a s   a d j u n t a s ,  y adem& e s t a s  -- 
uniones  presentan  regiones de d t a   r e s i s t e n c i a   i n t e r c a l a d a s  m 

con s i t i o s  de b a j a   r e s i s t e n c i a .  Los estudios de cr io- fractura  

mOslTarOn que las uniones  est&? compuestas de .regiones de _- 
8-10 bandas,   intercaladas con o t r a s  donde l a s  bandas s e  redu- 
cen a una o dos. 

Cuando l a  monocapa s,e  forma  sobre un soporte  permeable y 

translúcido  (disco de nylonr cubierto  con  colagena)  se puede - 
montar a manera  de diafragma  entre  dos  charas de Lucita l l e -  

nas de medio,  pasarles una c o r r i e n t e  y con l a   d e f l e x i 6 n  de -- 
v o l t a j e   p r o d u c i d o ,   c a l c u l a r   l a   r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l ,   l a  

cual  empieza a desarrol larse   durante   las   cuatro  a 6 horas de 

sembradas. E l  valor  de e s t a   r e s i s t e n c i a  aumenta constanternen- 

t e  durante  las  primeras 24 h o r a s ,   a l   f i n a l  de l a  cual   alcanza 

un mAximo, despu6s del  cual  decrece  hasta un valor   constante ,  . 

aproximadamente 1 Ort  Ohm cm’. 

S i  se adiciona  cicloheximida ( 6  microgramos/ml.) en l a s  

primeras dos a se i s   horas  de sembradas, hay un retardo en e l  
desarro l lo  de l a   r e s i s t e n c i a ,  por l o  t a n t o ,  podemos suponer - 
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F i g .  4.1 R6plica de c r io - f rac tura  de una monocapa con- 
f l u e n t e  de c 6 l u l a s  MDCK. En l a  cara  P de l a  membrana -- 
(PPI) l a  uni6n  oclusora ( T J )  s e  v6 abajo de l a s  mimove-- 
l los idades  (MV). C citoplasma; N membrana interna  nuclear 
( b )  bandas  de ~ m i 6 n  en c a r a  de fractura  P .  ( c )  surcos en 
cara  de f r a c t u r a  E .  

(Cere i j ido  y c o l .  1 9 7 8 ) .  
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que los componentes de l a  uni6n se s i n t e t i z a n   e n  ese periodo 

de tiempo (Cere i j ido  y c o l .  1981)  ( F i g .  4 .2)  

Hoi Sang y c o l .  (1 979, 1 9 8 0 ) ,  proponen tres f a s e s  

en l a  formaci6n de las  uniones  oclusoras de las  cg lu las  MDCK 

reagregantes:  una fase ixicial  de s intes is   (pr imeras  5 horas 

despuks de sembradas), una f a s e  intermedia, correspondiente 

a l  transporte e i n s e r c i 6 n  de los  componentes de l a  uni6n has- 

t a   l a  membrana c e l u l a r  y ,  una fase de ensamblaje f i n a l  de 10 

a 18 horas. 

Cerei jido y c o l .  ( 1  978),  observaron que l a  monoca- 

pa de c e l u l a s  MDCK crecida sobre un soporte pqmeable ,  desa- 

rrolla un potencial  el.&ctrico  espontdneo de aprox. lmv. , asi 

l a  monocapa se considera un e p i t e l i o  permeable, caracteristi 
c a  que constituye una c l a r a   v e n t a j a  p a r a  e l  estudio de even- 

tos  e l k t r i c o s  a nivel de las   uniones   oc lusoras ;  este valor 
esta de acuerdo  con el reportado  por Misfeldt ( 1  976), y con 

l o  esperado  para un e p i t e l i o  permeable, donde l a  via parace- : 
lu lar  predomina. 

I 

La habilidad de l a  monocapa para  discriminar entre 
aniones y c a t i o n e s ,  fu& calculada por Cere i j ido  y c o l .  1978,  

midiendo e l  coc iente   entre  l a  permeabilidad a sodio y c loro.  

Se obtuvieron l o s  potenciales  de dilucibn  generados, montan- 

do l a  p r e p a r a c i h   e n t r e  dos soluciones  Ringer  conteniendo 75 

y 1 5 0  mM de NaC1. Los resultados  indicaron que l a  prepara-- 
c i 6 n  es 8 a 9 veces m& permeable a sodio que a c loro.  

Los estudios de Martinez-Palomo y col.  (1980), mos 
.I 

t raron que las uniones  oclusoras pueden ser a b i e r t a s  cuando 
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1 HOURS  AFTER  PLATING 

Fig. 4 . 2  Desarrollo de l a   r e s i s t e n c i a   e l e c t r i c a  a travbs 
de monocapas de c 6 l u l a s  MDCK sembradas a confluencia a -- 
tiempo c e r o . . L a   r e s i s t e n c i a   e l d c t r i c a  surge lentamente a 
medida que ].as uniones se s i n t e t i z a n  y cierran ( c i r c u l o s  
vacios) .  La cicloheximida ( 6  micragramos/ml. ) presente du 
rante  e l  periodo marcado por e l  r e c t h g u l o   v a d o   r e t r a s a  
e l   d e s a r r o l l o  de la r e s i s t e n c i a  (cuadrados  vacios). La pu 
romicina tiene e l  mismo e f e c t o  (circulas 1lenos)7 
S i  l a  cicloheximida est6 presente en e l  periodo marcado - 
p o r  e l  r e c t h g u l o   l l e n o ,  no inhibe e l  desarro l lo  de l a   r e  
s i s t e n c i a   e l d c t r j c a  (cuadrados  l lenos) .   (Cerei j ido y c o l .  

I 

I 

1981) .  



l a  monocapa se   co loca  en un medio s in   ca lc io   conteniendo EGTA, 

ya que l a   r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l  disminuye a cero  ( F i g .  - 
4 . 3 ) ,  y la  micrograffa  electr6nica  muestra  apertura de l a  -- 
m i 6 n   ( F i g .  4 .4)  (Cere i j ido  y c o l .   1 9 7 8 ) .  Cuando se le adic io  

n6 c a l c i o ,   l a   r e s i s t e n c i a   s e   r e c u p e r 6   t o t a l m e n t e  ( F i g .  4 . 3 ) .  
- 

E l  proceso de apertura y sel1ad.o no s e   a f e c t 6  por - 
l a   a d i c i 6 n  de ciclokc.xinida.  Estos  investigadores  tambien en- 

contraron que e x i s t e  un 6ptirro en la   concentrac i6n  de c a l c i o ,  

m6s a 1 1 6  de l a   c u a l   l a   r e s i s t e n c i a  no varia  notablemente --- 
( F i g .  4 . 5 )  (Martinez-Pzlono y col.. 1 9 8 0 ) .  

Meza y col.. ( 1  S S O ) ,  mostraron que la asociaci6n de 

l o s  microfilamentos y l a  membrana plasmAtica, en l a   r e g i 6 n  de 

l a  uni6n oclusora, r e s u l t a  en una acci6n.  concertada, l o  cual 

regula   la   funciór ,  de l a  uni6n. 

Lac. uniones  oclusoras de l a s   c e l u l a s  MDCK son imper 

meables a l o s  trazadores  macromoleculares de microscopfa  elec 

t r 6 n i c a ,  cor3.o l a  lactoperoxidasa y e l  rojo de rutenio .  

I 

4.4 0b.jetivos 

Con base en las  preguntas  planteadas a l   p r i n c i p i o  - 
de e s t e   c a p í t u l o ,   s e  proponen para e l  presente estudi.0 los s i  

guientes ob jet i .vos:  
- 

Para  estudiar 1 o anteriol-. ,   se  diseñ6 e l   s i g u i e n t e   p r o t o c o  

l o :  l a s   c e l u l a s   s e  siembran a confluencfa sobre discos  d e  
- 
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I 

F i g .  4 . 3  Recuperaci6n de l a   r e s i s t e n c i a   e l e c t r i c a  a t ra -  
ves de monocapas de c 6 l u l a s  MDCK. En l a   f l e c h a  1 todos - 
l o s  discos  se colocan en MEM s i n   c a l c i o  y 2 .5  mM de EGTA. 
E l  c a l c i o  se rees tab lece  a l o s  tiempos marcad.os por las - 
f l e c h a s .  (Martinez-Palomo 1 S S O ) ,  
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F i g .  4.4 ( a  y b )  Micrografia  electr6nica de una monocap a 

de cb lu las  MDCK t ratadas  pol. 10 minutos con EGTA en un - 
medio l i b r e  de c a l c i o .  Las uniones  oclusor.as (flechas) y 

l o s  desmosomas estAn a b i e r t o s .  ( a )  6 120 x y (b) 22 O00 
x. (Cere i j ido  y col.. 1 9 7 8 ) .  
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e 
F i g .  4.5 R e s i s t e n c i a   e l d c t r i c a  en  funci6n de l a  concen- 
t r a c i 6 n  de c a l c i o  en el medio  de cultivo.  Previamente -- 
los discos  se  incuban por  45-90 minutos en medio con d i -  

ferentes  concentraciones de calc ic . .  (Martinez-Palomo y - 

r 

c o l .  1980). 
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nylon  cubiertos  con  colagena en un medio que cont iene   ca lc io ;  

a l o s  60 minutos s e  pasan l o s  discos  con l a  monocapa a un me- 
d i o  s i n  c a l c i o ,  en e l   c u a l  permanecen 20 horas. E s t o  hace que 
las   ce lulas   se   recuperen de l a   t r i p s i n a ,   s e   e x t i e n d a n  y ade-- 

cfien  sus  bordes  unas a o t ras .  Al f i n a l  de este  t iempo,  s i  se  

pasa l a  monocapa de c é l u l a s  a un medio con c a l c i o ,   e s   p o s i b l e  

e s t u d i a r   l a   c i n e t i c a  de se l lado de l a  uni6n  oclusora. 

2 ) .  E s t u d i a r  s i  l o s  componentes proteicos  de l a  uni6n  ocluso- 

ra estdn  formados o se s i n t e t i z a n  en e l  momento de agre-- 

gar e l   c a l c i o .  

Se  sigue e l  protoco lo  anter ior ,   pero a l a s  20 horas de es 

tar s i n  c a l c i o   l a s   c e l u l a s ,   s e  pasan  a un medio con c a l -  

c i o  que contiene  cicloheximida, en l a  misma concentracibn 

usada  para las  recien  sembradas,  y s e   s i g u e   l a   c i n e t i c a  - 
de sel lado.  

I 

3 ) .  Estudiar s i  solamente es   necesar io   l a   adhes i6n   a l   sus t ra -  

to   para  que s e   p o l a r i c e n   l a s   c e l u l a s  o s i  se n e c e s i t a  l a  
uni6n  oclusora. 

Para   esto ,  a l a s  20 horas   de   estar   la  monocapa  en un me-- 
d i o  s i n  c a l c i o ,   s e  somete  a un estudio de cr io - f rac tura  - 
para  observar s i  l a s  bandas  de l a  uni6n  oclusora e s t h  - 
formadas y por  cuenta de las  particulas  intramembranales,  

saber s i  estan  polarizadas. Lo mismo se   hace  con monoca- 

pas que permanecieron 20  horas  con  calcio.  

Como primera  parte de l o s  ob je t ivos  de e s t a   t e s i s ,   s e  es- 

tudia  especificamente e l   s e l l a d o  de l a  uni6n  oclusora. 
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LOS s iguientes   ob jet ivos  se r e f i e r e n  a l a  permeabilidad - 
t r a n s e p i t e l i a l .  

4) .  Estudiar s i  l a  permeabilidad de l a  monocapa v a r í a  con l a  

edad y nCvne1-o de c 6 l u l a s .  

P a r a   e s t o ,   s e  siembran monocapas a a l t a  y baja  densidad - 
c e l u l a r  y se s igue   e l   desarro l lo  de l a   r e s i s t e n c i a   t r a n s -  

e p i t e l i a l  con e l  tiempo de sembradas y a l a  vez, se cuen- 

t a   e l  número de c é l u l a s  que ex is ten  en ese  momento. 

5 ) .  Es tudiar   l a   re lac i6n   entre   l a   permeabi l idad  de l a  monoca- 

pa y l a   e s t r u c t u r a  de l a  uni6n  oclusora. 

P a r a   e s t o ,   s e  someten  monocapas de c e l u l a s  a a l t a  y b a j a  

densidad, de 2 4  y 72 horas de sembradas, a un estudio de 

crio-.fractura,  para  contar e l  número de bandas y su pro-- 

fundi dad. 
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1 
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5.5.1 Medicih y cdlculo  de l a  r e s i s t e n c i a  de l a  mono 

5.5 .2  Medici6n d e l  potencial  de d i luc ibn  
capa 

C6lculo del coc iente  de permeabilidad sodio-clo 
r o  

I 

I 
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oclusora 

branales (PIM) 
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V MTEBIAL Y METODOS 

I S .  1 Cul t ivo   ce lu lar  

S e   u t i l i z a n   c 6 l u l a s  MDCK (Madin  Darby Canine  Kidney), 

entre  l o s  pasa jes  60-70. Las ce lu las   in ic iadoras   de l   cu l t ivo  

fueron  obtenidas de l a  American Type Tissue  Collection.  

Las c 6 l u l a s   s e   c u l t i v a n  a 35.6  grados  centigrados en 

b o t e l l a s  de pl6st ico   desechables  de 150  cm2 de &rea (Costar 

31 5 0 ,  Cambridge, Mass),  en una atm6sfera  compuesta  por 95% - 
de a i r e  y 5% de C02 que mantiene e l  pH a 7 . 4  (incubadora VIP 

C02 41 7 ,  Lab Line  Instruments I n c .  , New Brunswiclc, NioYC) o CG 

da botel la   cor , t iene 20 m l .  de medio esenc ia l  minimo  de Dulbe 

eco (DMEM) con s a l e s  de E a r l e  (Grand Is land  Biological   Col .  

(GIBCO) 430-1 600 ,  Grand I s l a n d ,  N.Y .) adicionado de 100 U/ml. 

de p e n i c i l i n a ,  100 microgramos/ml. de estreptomicina,  1 U/mL 

de insul ina  ( G I B C O  600-5145 y L i l l y ,  respectivamente) y 10% 

de suero de ternera  (GIBCO 200-6170). A e s t e  medio s e  l e  deno- 

mina  medio completo (CDMEM). 

- 

Las celulas   se   adhieren a l a   s u p e r f i c i e   d e l   r e c i p i e n  

t e  y forman  una monocapa confluente. E l  medio de c u l t i v o  se 

cambia  cada t e r c e r   d i a .  Las celulas  se  cosechan con una mez- 

c l a  de tripsina-EDTA(GIBC0 610-5305) .  La suspensi6n de c6lu- 

l a s  tripsina-EDTA se  centriguga  por dos minutos a 500 rep.m. 

y l a   p a s t i l l a   s e  resuspende en CDMEM. Esta  suspensi6n  celu-- 

l a r   s e   u t i l i z a   t a n t o  para  sembrar l o s  d i s c o s  de nylon, como 

para  crecer monocapas  en b o t e l l a s  de c u l t i v o ,  

5 . 2  Cultivo de monocapas  con fines  experimentales  sobre d i s  

cos de nylon  recubier,tos cm cclagena.  
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5 . 2 .  I P r e p a r a c i 6 n  de l a  colhgena 

S e  d i s e c a n  sobre h i e l o   c o l a s  de r a t a  y se desprenden 

l o s  t e n d o n e s   l o n g i t u d i n a l e s ,  que aparecen como h i l o s  b l a n c o s  

b r i l l a n t e s .  Después de cortar los   en  pequeños  pedazos . ,  se co- 

l o c a n  en Acid0 a c é t i c o  a l  2% y f r i o .  S e  mantienen  en  agita-- 

c i 6 n  y 4 grados   cent ígrados  por una  hora.  La suspensi6n se - 
c e n t r i f u g a  a 2000 g ,  a 4 grados   cent igrados ,   descar tandose  - 
l a  p a s t i l l a  de material i n s o l u b l e .  E l  sobrenadante se d i a l i -  

z a   c o n t r a   a g u a  desti lada a 4 g r a d o s   c e n t i g r a d o s ,  a f i n  de -- 
e l i m i n a r  e l  &ido.  L a  s o l u c i 6 n   r e s u l t a n t e  esta l i s t a  para -- 
u s a r s e .  E l  e x c e s o  se refr igera .  

5 . 2 . 2   P r e p a r a c i 6 n  de l o s  d i s c o s  de nylon 

Como s o p o r t e s  se u t i l i z a n   d i s c o s  de nylon de 1 .3  cm 

de d i h e t r o ,  con un Area de cuadro de l a  malla de 100 x 120 

micras (HC-103 NITEX, TETKO, I n c .  ). E s t o s   d i s c o s  se l impian 

por s o n i c a c i 6 n   d u r a n t e  1 5  minutos en a c e t o n a ,  se enjuagan -- 
c o n   e t a n o l  a l  96% y se secan a l a  temperatura  ambiente.  

5 . 2 . 3   P r e p a r a c i 6 n  de los d i s c o s  de nylon   con   co ldge  
na - 

Los d i s c o s  de nylon se cubren  con  col6gena  swnergién.  - 
dolos en & t a ,  en f r í o ;  se exponen  por 3-4 minutos a vapores 

d e  amoniaco a temperatura ambiente,  a f i n  de promover e l  en- 

t recruzamiento de l a  c o l 6 g e n a .  S e  t r a n s f i e r e n  a e t a n o l  a l  -- 
70% y se dejan por  24 horas  paraque se e s t e r i l i c e n .  Para e l i  

minar e l  e t a n o l  se  lavan 5 veces con  amort iguador   sa l ino de 

f o s f a t o s  de Dulbecco (PBS , G I B C O  450-1 3 0 0 )  e s tér i l .  Antes de 

emplearse se lavan  una vez con CDMEM. 

- 
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5 . 2 . 4  Siembra de células   sobre   discos  de nylon 
cubiertos con colAqena 

Cada disco  se   coloca  en una c h a r a   i n d i v i d u a l  de una 

bandeja  multicompartimentada  con  pozos de 16 mm. de dibnetro 

(Linbro  Chemical, Co. New Haven, Conn. ).  En cada compartimen I 

to   se   s iembra un m i l i l i t r o  de l a  suspensi6n de c e l u l a s  en -- 
CDMEM con l o 6  cblulas/ml.; l a  bandeja se incuba a 3 5 . 6  gra-- 

dos centigrados en un ambiente de l  95% de a i r e  y 5% de C 0 2  a 

humedad constante.  A l o s  90 minutos, en l o s  cuales   las   cé lu-  

l a s   s e   a d h i e r e n   a l   s u s t r a t o ,   s e   t r a n s f i e r e n  a otro  comparti- 

mento que contiene un m i l i l i t r o  de CDMEM s i n   c k l u l a s ,  de es- 

ta.manera se e l iminan  las   cé lulas  no adheridas a l   s u s t r a t o .  

En l o s  experimentos  para  estudiar l a  primera  parte - 
de l o s  o b j e t i v o s ,  l o s  discos con l a s  monocapas se t r a n s f i e ”  

ren a un medio s i n   c a l c i o  (MEM s i n   c a l c i o ,  GIBCO 410-1300). 

Para l o s  experimentos de l a  segunda parte  de l o s  ob- :  

j e t i v o s ,  se siembran 10 y IO6 c?ilulas/ml. parz l o s  tiempos 

de 24  horas de sembradas a b a j a  y a l t a  densidad,  respectiva- 

mente;  para las  72  horas  se  siembran IO4 y 10 celulas/rnl. - 
para   ba ja  y alta  densidad,  respectivamente. 

5 

6 

5 . 3  Cul t ivo   ce lu lar  sobre c a j a  de P e t r i  

Se  siembran 2 m l .  de l a  suspensi6n  celular  por  caja 

de P e t r i  de p l 6 s t i c o  de 8 cm2 de &rea   cu l t ivable  (Lux 5221 , 
Miles  Laboratories,   Napervil le ,  11).  

5 .4  Cul t ivo   ce lu lar  en b o t e l l a s  de plAstico 

S e  siembran 10 ml. de suspensi6n  celular  por  botel la  
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2 Falcon de 7 5  cm de &rea de cul t ivo  (Falcon 3024,  Oxnard, I 

Cal. ) 

5.5  Mediciones electricas 

Los d iscos  se colocan a manera de diafragma e n t r e  -- 
dos c b a r a s  de l u c i t a  con un volúmen cada una de '1 cm 3 . E l  - 
&ea de l  d isco  que queda expuesta es de 0.23 cm 2 . La d i f e r e n  

c i a  de potenc ia l  electric0 e n t r e   l a s  dos c h a r a s  se registra 

con un p a r  de e lectrodos  de Ag/AgCl colocados a 1 m. de d is  

t a n c i a  a cada  lado del disco o conectado a -un volt imetro.  La 

c o r r i e n t e  s e  pasa a traves de e lectrodos  de Ag/AgCl coloca-- 

dos a 2 cm. de l a  monocapa. A f i n  de evitar potenciales  de - 
as imetr ia   entre  los electr,odos de Ag/AgCl, é s t o s  se preparan 

de l a  s iguiente  manera: 

L 

En un vasG de precipitados de 1 O 0  ml. conteniendo 

H C 1  1.0 normal, se coloca  un Anodo de alambre de Ag e n r r o l l a  

do en forma Hel icoidal   sobre  l a  pared  interna del vaso, En - 
e l  centro  se sumergen.  dos alambres de Ag que actllan como cd, 
todos y se hace c i r c u l a r   c o r r i e n t e  p a r a  producir l a  electr6- 

l i s is .  En estas   condic iones  l o s  dos catodos est& sometidos 

a un campo e l é c t r i c o  igual y constante y en  consecuencia, se 
"platean" en forma pare ja .  Se obtienen asi  dos e lectrodos  de 

Ag/AgCl con un potenc ia l  de as imetr ia   entre  O y 0.1 mv. 

- i  

I 

5 . 5 .1  Medici6n y c6 lcu lo  de l a  r e s i s t e n c i a  de l a  
monocapa 

La  monocapa e p i t e l i a l  adherida a l  disco de colagena 

se monta e n t r e   l a s  dos c h a r a s  conteniendo medio esencial m i  

nimo completo  (salvo que se especif ique e l  uso de o t r a s  solu 
II 

- 



ciones).   Se  pasa un pulso de c o r r i e n t e  de 20 micro ampere y 

s e  mide e l  cambio de potencial   regis trado.  La r e s i s t e n c i a  -- 
por  unidad de &ea   se   ca lcu la   se*   l a   s iguiente   ecuac i6n :  

Rt = VS . A/I 

donde V' e s   l a   d i f e r e n c i a  de potencial  medida a l   p a s a r  una - 
corr iente  I de 20  micro ampere a un area de disco A de 0 . 2 3  

cm . 2 

A e s t e   v a l o r  RO s e   d e s c u e n t a   l a   r e s i s t e n c i a  de l a  so - 
luci6n  contenida en la   c&nara  y l a   r e s i s t e n c i a   d e l   s o p o r t e  - 
( d i s c o  de nylon  cubierto con colfigena).   Este  valor se obtie- 

ne de l a  misma forma que e l   a n t e r i o r  pero colocando  entre am I 

b a s   c h a r a s  un d i s c o  l i b r e  de cg lu las .  

A s i  pues, l a   r e s i s t e n c i a  de l a  monocapa e p i t e l i a l  re I 

s u l t a   s e r :  

donde RI y Rtt  son l a s   r e s i s t e n c i a s  por unidad de &ea del -- 
disco cubierto por l a  monocapa y del disco l i b r e ,   r e s p e c t i v a  I 

mente; A e s   e l  Area expuesta  del  disco ( 0 . 2 3  cm ) ,  I es l a  - 
intensidad de l a   c o r r i e n t e  ( 2 0  microampere); VI y VIt son las 

d i ferenc ias  de potencial   regis tradas  en presencia y ausencia 

2 

*. ,. 

de l a  monocapa epi te l ia l   respec t ivamente .  

5 . 5 . 2  Medici6n  del  potencial de dilucibn.   Calculo 
del  cociertte de permeabilidad  sodio-cloro 

La monocapa e p i t e l i a l  adherida a l  disco se monta en- 

. t r e  dos c h a r a s  de l u c i t a .  La cbnara  en  contacto  con e l  lado 
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b a s o l a t e r a l  de la   preparac ibn ,  es d e c i r ,   e l  que esta pegado - 
a l   s o p o r t e ,   c o n t i e n e  una soluci6n 150  mM de NaC1. E l  lado lu- 

minal de l a  preparaci6n  est6 bañado por una soluci6n 75mM de 

NaC1. S e  genera a s i ,  una fuerza  impulsora  desde e l  lado  baso- 

l a t e r a l   h a c i a  e l  luminal,  debida a l   gradiente  de concentracio I 

nes,   pero como dentr de l a  membrana e l   c a t i 6 n   s o d i o   t i e n e  ma I 

yor movilidad  (es mas permeable) que e l  ani6n  cloruro,  apare- 

ce inmediatamente una d i f e r e n c i a  de potenc ia l  que hace   pos i t i  .I 

vo e l  lado  luminal y negativo e l  lado  basolateral .   Esta  dife- 

r e n c i a  de p o t e n c i a l   e s   e l  llamado I1potencial de diluci6nl'. Pa I 

r a  medirlo  correctamente  es  necesario  trabajar a temperatura 

constante y con agi tac i6n  enérs ica .  

La ecuacibn de Goldman-Hodkin-Kat2 permite c a l c u l a r  - 
e l  cociente  de permeabilidades  entre  cati6n y 

do e l   p o t e n c i a l  de di lucibn y las   ac t iv idades  

l a  membrana. 

RT 'Na  Na c1 c1 I 

c1 

a t  + P al1 
E = -   I n  

F PNa al1 + pC1 a '  Na 

donde E es e l  potencial  de d i l u c i 6 n ;  R , T  y F 

ani6n,  conocien 

a cada  lado de 
I 

E c .  # 1 

tienen sus s i g n i  - 
f icados  habituales ; PNa y Pcl son las  permeabilidades de l a  - 
membrana a l   c a t i 6 n   s o d i o  y a l  ani6n cloruro y a* = d*$ Na c1 y - 
all = a11 

Na c1 
son las   ac t iv idades  medias d e l   e l e c t r 6 l i t o  NaCl 

en las  soluciones  externa e interna,  respectivamente. 

do b e t t a   a l   c o c i e n t e  de permeabilidades  entre  cloro y 

LLaman- 

sodio.  

Na 
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l a  ecuaci6n # I r e s u l t a :  

a t  + Ba" 

F al' + Bar  
E = ' -  - RT I n  Na c1 

Na c1 

y en consecuencia: 

a r  e - E F/ R T - al1 c1 c1 

Los potenciales  de di luci6n  se   determinan  ut i l izando  las  s i -  

guientes  soluciones: 

lado  luminal NaCl 75mM, CaC12 ImM,  TRIS I .5mM, sacarosa I 50 

m. 

lado  basolateral  NaCl 150  mM, CaC12 ImM, T R I S  1 .5mM, sacaro- 

s a  1 5 0  mM. pH de ambas soluciones = 7.4 

5.5.3 Medidas e l e c t r i c a s  con microelectrodos 

E l  registro  con  microelectrodos  fu6 hecho en monoca- 

pas  cultivadas  sobre  cubreobjetos de vidrio   cubiertos  con  co 

lagena,  sobre l a   p l a t i n a  de un microscopio de contras te  de - , 

f a s e s  L e i t z .  La soluci6n de r e g i s t r o  fu6 CDMEM. Los experi" 

mentos fueron  llevados a cabo a 37 grados  centigrados. La  'L 

temperztura  del baño fue electr6nicamente  controlada y fu& - 
monitoreada  con un extremo pequeño de un teleterm6metro YSI 

loca l izado   cerca  a l a  monocapa. Para   evi tar   la   evaporaci6n - 
de l a   s o l u c i 6 n ,   e s t a  se cubri6 con una capa  delgada de acei -  

t e .  

L 
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Los microelectrodos  se   h ic ieron con un ?77 Brown F l a  

ming, S u t t e r   I n s ,  C o .  de tubos  capilares de microfibras de v i  I 
dr io  de B o r o s i l i c a t o .  Fueron  llenados con  una soluci6n 3 M de 

K C 1  o 4M de ace ta to  de potasio.   Se  prefir i6   microelectrodos - 
l l enos  de ace ta to  de p o t a s i o ,  ya que t ienen menos r e c t i f i c a - -  

c i6n.  Las r e s i s t e n c i a s  de l o s  microe lec t r  dos variaron de 60- 

250  m Ohm. En l a  mayoria  de l o s  casos  se  usaron  microelectro- 

dos  con r e s i s t e n c i a s  de 100-1 50  M O h m ,  l a   c u a l ’  dA penetraci6n 

e s t a b l e  y muestran  pocas  propiedades de r e c t i f i c a c i 6 n  con l a  

c o r r i e n t e  que s e  us6 (menos de O .  5 micro ampere). 

Los microelectrodos  fueron  conectados a amplificado- 

res de a l t a  impedancia  estandar (WPI KS 700) l o  cua l  permite 

r e g i s t r a r   e l   p o t e n c i a . 1  de membrana e inyectar c o r r i e n t e  simul 
tdneamente, v i a  un c i r c u i t o   s u s t r a c t o r .  

I - 

La corr iente   inyectada  fué   regis trada con un p r e  am-- 

p l i f i c a d o r  WIP ( K S  700) o v i a  un convert idor   corr iente  volt& 

j e  (analog  Devices 5 2 ) ,  con 1 O0 M Ohm en e l  asa  alimentadora 

n e g a t i v a ,   a s í ,  1 mv = 0.01 nano  ampere. E l  baño se conect6 a 

t i e r r a   v i a  un alambre de A g C l  e l   cual   fue   conectado a l a  en-- 
trada  negativa del convert idor   corr iente-vol ta je .  

Antes de l a  penetraci6n e l   c i r c u i t o   s u s t r a c t o r  del  -- 
v o l t a j e   f u e  cuidadosamente ajustado  repartiendo  pulsos de co- 

r r i e n t e  de 0.1 -1 nano ampere. 

Una vez que l a   c e l u l a  fu6  penetrada,  fueron  necesa -- 
r i o s   l i g e r o s   a j u s t e s   d e l   b a l a n c e ,  y e l  punto nulo puede ser - 
acertadamente  determinado  debido a l a  gran  constante de tiem- 

po r e l a t i v o  de l a  membrana,  en comparaci6n con l a   c o n s t a n t e  - 
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de tiempo d e l   c i r c u i t o  de r e g i s t r o .  Este procedimiento pudo - 
ser 6ptimamente  obtenido  con l a  compensaci6n de l a  capacidad 

negativa antes de l a  o s c i l a c i 6 n .  

Los pulsos de c o r r i e n t e  de amplitudes  crecientes fue- 

ron  repartidos p a r a  obtener l a  re lac ibn  corr iente/volta je .  La 

constante de tiempo de l a  membrana fue medida a l  63% del ni-- 
1 .  

vel del estado de e q u i l i b r i o  del  v o l t a j e  de respuesta. Los m i  
croelectrodos  fueron montados sobre una pieza de mando piezo- 

e léc t r i ca  (Bur le igh ,  Inchworm C o n t r o l l e r ,  PZ 5 5 0 )  montado so- 

bre un micromanipulador t i p o  Huxley. Para penetrar las cblu-- 

l a s  se  fueron dando pasos de 4 micro  metros. 

I 

5.6 Estudios  morfol6gicos 

5 . 6 . 1  Crio-fractura 

Las repl icas  de crio-fractura se obtienen de monoca-- 

pas sembradas en b o t e l l a s  de 7 5  cm2 de Area cultivable. E s t a s  

monocapas se f i j a n  con  glutaraldehido a l  2.5% en amortiguador 

de cacodi lato  de sodio 0.1 M ,  por un tiempo mfnimo de 30  min. 
Gradualmente se  i n f i l t r a n  con g l i c e r o l ,  hasta l l egar  a una -- 
concentrac i6n   f ina l  d e l  20% en l a  que permanecen durante ana 
hora.  Enseguida l a  monocapa se raspa del s u s t r a t o  y se conge- 

l a  en f re6n  22 enfriado a -196 grados  con  nitr6geno  liquido. 

La cr io - f rac tura  se real iza  con un aparato  Balzers 300 (FL -- 
9496,  Balzers Leichenste in)  equipado  con  una bomba turbo  mole - 
cular a -1 20 grados  centfgrados y un vacio  de 2 x 10’~ mm de 

Hg. Despugs de l a  evaporaci6n del  p l a t i n o  y e l  carbbn, l as  re 

pl icas  se lavan  en  hipoclorito de sodio  por 24 horas.  Final”. 
I 

mente se  enjuagan  con agua desti lada y se recogen  en r e j i l l a s  
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cubier tas  con forvar .  La observaci6n de l a s   r b p l i c a s  se hace 

en un microscopio  electr6nico  Zeiss  EM 1 0  (Zeiss,  Oberkochen 

Germany). 

Hacemos notar  que l a s  monocapas que estuvieron 20 - 
h o r a s   s i n   c a l c i o ,   a l  despegar l a  monocapa del s u s t r a t o   l a s  - 
cglulas  se  dispersaron y hubo  que formar  una'pasti l la   por -- 
centr i fugaci6n.  Las  muestras  para  congelar se tomaron con p i  

peta  Pasteur o 

4 

5.6.2  Microscopia  electr6nica de .transmisi6n 

Las monocapas  sembradas  en c a j a  de Petri  de 8 cm 2 - 
de Area, se f i j a n  con  glutaraldehido a l  2.5% en amortiguador 

de cacol idato  de sodio 21 0.1 M .  Después de 3 lavados  con e l  

amortiguador,  las  muestras  se  postfi jan con t e t r a 6 x i c o  de os 

mio a l  7 %  en l a   s o l u c i 6 n  amortiguadora  con rojo de rutenio  - 
( 0 . 5  mg/ml.). Posteriormente se deshidratan en series gradua 

l e s  y s e  embeben en epon 81 2 .  Los cor tes   f inos  se hacen  con 

navaja de diamante y s e  recogen en r e j i l l a s   r e c u b i e r t a s  con 

forvar. Las  muestras se   t iñen  con c i t r a t o  de  plomo y acetato  

de m a n i l o .  S e  examinan con un microscopio  electr6nico Zeiss 

EM 10. 

I 

II 

5.6.3 Cuantificaci6n de l a  rnorfornetria de l a  
uni6n  oclusora ' 

~ ~~ 

A fotograf ias  de l a s   r e p l i c a s  de c r io - f rac tura  am- 

pliadas  a 8 3 0 0 0  x se l e s   t r a z a  una l i n e a   p a r a l e l a  a l  e j e  - 
p r i n c i p a l  de l a  uni6n y l ineas  perpendiculares a & t a  cada - 
1 3 3  m. S e  cuenta e l  número de filamentos que i n t e r s e c t a  con 

cada una de estas   l ineas   secundarias  y s e  mide l a  d i s t a n c i a  
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entre   e l   f i l amento   super ior  y e l   i n f e r i o r ,  l o  que se toma co 

m 0  profundidad de l a  uni6n. Un s o l o  filamento  se  considera'  - 
profundidad  cero. Los datos  obtenidos  se  procesan  con e l  pro 

grama de d is t r ibuc i6n  normal en una  microcomputadora Hewlwtt 

Packard 8 5  C .  

I 

- 

5.6.4 Andlisis  de densidad de p a r t í c u l a s   i n t r a -  
membranales (PIM) 

A fo tograf ias  de r k p l i c a  de cr io- fractura  de mem- 

brana  plasm6tica con un aumento de 110 O 0 0  X ,  se les trazan 
c i r c u l o s  de 4-.52 cm2 de Area ( 0 . 0 3 7  micr6metros2 de membrana) 

en l o s  que s e   c u e n t a   e l   n h e r o  de PIM. Los c i r c u l o s  se dibu- 

jan con e l   f i n  de e v i t a r   e s t r u c t u r a s   t a l e s  como, microvello- 

s idades ,  zonas de poco contras te  o regiones donde e l  plano - '  

de f r a c t u r a  abandona la membrana plasmatica. Los resultados , 

se  expresan como # PIM/ micr6metro error  estandar. La -- 
i d e n t i f i c a c i 6 n   p o s i t i v a  de las   regiones  de membranas estudia 

das apica l  y b a s o l a t e r a l ,  fu6 l levada a cabo tomando en m e n  

t a :  

2 

-.I 

I 

i )  La presencia de microvellosidades  crio-fracturadqs en - 
e l  caso de l a   s u p e r f i c i e   a p i c a l .  

ii) desmosomas, uniones  oclusoras,   ausencia de microvel los i  
dades y presencia de v e s i c u l a s   p i n o c f t i c a s ,  en l a   r e  - 
gi6n  basolateral .  

I 



CAPITULO VI: RESULTADOS Y DISCUSION 

6.1 E l  desarro l lo  de l a   r e s i s t e n c i a  

6.2 Papel del c a l c i o  en e l  mantenimiento de l a  uni6n 
oclusora 

6.3 Papel   del  suero en e l   s e l l a d o  de l a   u n i 6 n  por c a l c i o  

6.4 Papel del c a l c i o  en l a  sfntesis de l o s  componentes 

6 .5  Papel del c a l c i o  en l a   e s t r u c t u r a  de l a  uni6n ocluso 

6.6 Permeabilidad de l a  monocapa con l a  edad y n-ro de 

6.7 Relaci6n  entre  estructura y funcibn de l a  uni6n  oclu 

protk icos  de l a  u i 6 n  oclusora 

r a  y l a  p o l a r i d a d   c e l u l a r   e p i t e l i a l  

c e l u l a s  

I 

sora 
II 
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VI RESULTADOS Y DISCUSION 

6.1 El desarrol lo  de l a  r e s i s t e n c i a  

E l  uso de c h a r a s  de p l d s t i c o  para determinar las 

propiedades eldctricas y f l u j o s   i 6 n i c o s  de e p i t e l i o s  de anfi- 

b i o ,  s e  conoce desde l o s   t r a b a j o s   c l a s i c o s  de Ussing, (1 960. )- 

Muchos investigadores han considerado l a  posibi l idad de que - 
un a r t e f a c t o  de l a  conductancia  real  puede o c u r r i r  en l o s  bor 

des f i j a d o s  de una preparaci6n. 

A s i ,  l a  permeabilidad anormal  en los  bordes,  l l e -  

va a una reducci6n en l a  d i f e r e n c i a  de p o t e n c i a l ,  con e l  co-- 

rrespondiente  incremento de l a  conductividad del  t e j i d o .  En” 

t o n c e s ,  e l  f l u j o   t r a n s e p i t e l i a l  de iones  marcados se puede au 

mentar  en ambas direcciones,  obscureciendo pequeños  cambios - 
en l a  verdadera  permeabilidad  ibnica pasiva, en  respuesta a - 
varios  estimulos  (Walser  1970).  

Civan y c o l .  (1 966) ,   redujeron e l  daño de borde - 
aplicando una presión minima p a r a  fijar e l  t e j i d o  y ,  no encon 

traron cambios  en l a  d i f e r e n c i a  de potenc ia l .  

Un examen m& d i r e c t o  de borde fu6  l levado a cabo 

por Dobson y Kidder (1 968)  en p i e l  de rana,   en l a  cual midie- 

ron l a   e x t e n s i 6 n  y caracteristicas de esta regi6n de daño, va 

riando e l  cociente  borde/superficie,   en c h a r a s  de diseño es- 

pecial .  Encuentran que er, e l  Area dañada, l a  cua l  se  extiende 

aproximadamente 0 . 7  m. del  borde f i j a d o ,  l o s  espacios   inter-  

celulares  estdn  alargados y l a  conductividad  i6nica pasiva se 

incrementa,  explicado  por l a  caida en l a  d i f e r e n c i a  de poten- 

c i a l  t ransepite l ia l .  L a  c o r r i e n t e  de c o r t o   c i r c u i t o  no se al-  

\ 

I 
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t e r a  y es to   sugiere  que l a s   c e l u l a s  que l levan a cabo e l  trans 
por te   ac t ivo  no s e   a l t e r a n  en l a  zona de daño,  pero s í  l a  con- 

ductancia   pasiva  entre   las   ce lulas ,  y esto  últ imo es responsa- 

b l e   d e l  cambio en l a   d i f e r e n c i a  de potencial  observada. 

I 

As$, cualquier  proceso, e l  c u a l   l l e v e  a l a  apertu- 

r a  de l o s  e s p a c i o s   i n t e r c e l u l a r e s ,   a s i  como, e l   e s t i r a m i e n t o  - 
e j e r c i d o  en e l  montaje  del   te j ido a l a   c h a r a ,   b a j a r a   l a  dife- 

r e n c i a  de potencial  p o r  decremento en l a   r e s i s t e n c i a  de l a  v i a  

p a r a c e l u l a r ,   p e r o   l a   r e s i s t e n c i a   t o t a l  no disminuye hasta  cero,  

ya que l a s  r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l   t i e n e  dos componentes: - 
uno i n t e r c e l u l a r ,   e l   c u a l  disminuye por e l  daño y ,  o t r o   i n t r a -  

c e l u l a r ,   e l   c u a l  no cambia. 

Para  ver s i  dicho daño de borde puede perturbar  - 
l o s  valores de l a   r e s i s t e n c i a  medida, se estudi6 e l  valor  de - 
l a   r e s i s t e n c i a  por cm de monocapas,  medida .en c h a r a s  de d i s  

t i n t a  Area expuesta. E l  valor  encontrado  corresponde  exclusiva 

mente a l a  monocapa, ya que se l e  ha  descontado l a  r e s i s t e n c i a  

de l a   s o l u c i 6 n  y del  soporte.  Las h e a s  de movlocapas expuestas 

fueron l a s   s i g u i e n t e s :  1.43, 0.69 y 0 . 2 3  cm . 

2 
I 

.I 

2 

La t a b l a  6.1 muestra que en cada Area  medida e l  va 

lor de l a   r e s i s t e n c i a   f u 6  de 220 2 21 (9),  2282  13(10) y 266 2 16 

( I  8 )  respectivamente. Como observamos, no hay d i f e r e n c i a   s i g n i  

f i c a t i v a   e n t r e  cada uno de l o s  valores.   Estos  resultados  indi-  

can que no hay  bordes dañados y ,  que por l o  t a n t o ,   s e  pueden - 
hacer   l as  medidas en cualquiera de e s t a s   c h a r a s ;  las medidas 
de r e s i s t e n c i a   e l e c t r i c a  de l a s  monocapas estudiadas se hicie- 

ron en l a  camara de 0.23 cm y l o s  potenciales  de d i l u c i 6 n   s e  

I 

- 

2 

midieron en l a  cbnara de O .  69 cm de ventana. 2 
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Una vez optimizadas las  condiciones acperimenta- 
l e s ,   s e  midi6 l a  evolucidn de la   res i s tenc ia  de l a  monocapa - 
de celulas con e l  tiempo  de  sembradas. 

La figura 6.1 muestra l a  graEica  obtenida. La re- 
sistencia empieza a desarrollarse a las  5-6 horas de posuiem 

bra,  alcanza un mdximo aproximadamente a las  24’horas y des- 

puds baja continuamente hasta e l  7 O  dia;  esto.  esta de acuerdo 
con l o  encontrado con Cerei j i d o  y col. (1 978). 

- 

Tabla # 6.1 

RESISTENCIA TRANSEPITELIAL 

(ohm cm ) 2 

1.43 

O. 69 

0.23 

~- 

220 2 21 (9 )  

228 * 13 (IO) 

266 +, 16 (18) 

Resistencia  transepitelial de  monocapas de c6lulas MDCK 
de dist inta  &ea  expuesta 2 error standar (nhero de determi- 

naciones).  Intensidad de la   corr iente  100 microampere/cm Di 
ferencia no signif icativa por andlisis  estadistico (t student) 

2 
. I ,  
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DlAS   DE   SEMBRADAS  

F i g .  6.1 Desarrollo de l a   r e s i s t e n c i a   e l e c t r i c a  en monocapas 
de c é l u l a s  MDCK sembradas a confluencia  sobre w? disco de ny- 
lon  cubierto  con col6gena. Los discos se  montan entre dos ca- 
maras  de lucita  conteniendo CDMEM a temperatura ambier,te ( 2 0  

grados  centigrzdos)  para  medicibn de su r e s i s t e n c i a  transepi- 
t e l i a l .  E l  Area de l a  monocapa expuesta fu6 de 0.23 cm 2 . La - 
c o r r i e n t e  transmonocapa fu4 de 100 microhpere/cm 2 . 
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Uno de l o s  ob je t ivos  de e s t a   t e s i s ,  fu6 estudiar  los - 
fen6menos que determinan es te   par t i cu lar   curso  temporal de l a  

r e s i s t e n c i a ,   a l  que podríamos d i v i d i r ,  para   f ines  de anhlisis, 

en una primera  etapa de ascenso  (primeras 24 horas) y ,  una se 

gunda etapa de descenso  (dias  subsiguientes).   Respecto de l a  

primera  etapa,  es de suponerse que e s t a   c i n e t i c a   e s t 3   r e f l e - -  

jando una serie  de procesos  (reponerse de l a   t r i p s i n a ,   e x t e n -  

d e r s e ,   e t c .  ) algunos de l o s  cuales poco t ienen que ver con e l  

proceso que nos interesa :   la   formaci6n de l a  uni6n  oclusora. 

Por esta  razbn  se  diseñ6 un protocolo que permite descartar - 
l a   i n f l u e n c i a  de e s t o s   f a c t o r e s  y estudiar  exclusivamente e l  

rol del   ca lc io ,   de l   suero  y de l a   s i n t e s i s  de proteinas  en e l  

desarro l lo  de l a   r e s i s t e n c i a ,  y su   corre la to   es t ruc tura l  con 

l a   a p a r i c i 6 n  de l a  uni6n  oclusora. Los i n c i s o s  6.1 a 6 . 5 ,  ana 

l i z a n  l o s  procesos  involucrados en l a  etapa de desarro l lo  de 

l a   r e s i s t e n c i a .  

I 

I 

Con respecto a l a  segunda etapa,  nos  preguntamos,  cual 

e s   l a   r a z 6 n  de l a  monbtona caida de l a   r e s i s t e n c i a  con e l  -- 
tiempo.  Experimentalmente  analizamos s i  e s t a  podr ia  deberse, a '  

un aumento de l a  densidad c e l u l a r ,  con e l  consiguiente awnen- ~ 

t o  de l a  ll longitudll de v ias   parace lu lares  o zonas  conductoras 

o b i e n ,  a un aumento en l a  permeabil idad  especif ica de l a  -- 
uni6n  oclusora, o ,  como t e r c e r a   p o s i b i l i d a d ,  a un awnento en 

l a  permeabilidad de l a  membrana c e l u l a r  con e l  consiguiente - 
aumento de l a  permeabilidad  transcelular.  En las   secc iones  -- 
6.6  y 6 . 7  se   ana l iza   l a   pos ib le   contr ibuc i6n  de estos   facto- -  

res sobre  la   caida  observada en l a   r e s i s t e n c i a .  
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6 . 2  P a p e l   d e l   c a l c i o - e n   e l  mantenimiento de l a  uni6n  oclusora 

G a l l i  y co l   (1976)  y Meldolesi y c o l  (1978), mostra” 

rcln  que e l   c a l c i o   e s  fundamental  para e l  mantenimiento de l a  - 
estructura  de las  uniones  oclusoras.  En l a s  monocapas de c6lu- 

l a s  MDCK, e s t e  fen6meno fue  estudiado  por  primera vez por Ce- 

r e i   j i d o  y c o l .   ( 1 9 7 8 ) ,  los cuales  mostraron que a l   q u i t a r  e l  - 
c a l c i o  y añadir EGTA a l  medio de c u l t i v o ,  se produce una &As- 

t i c a   c a i d a  de l a   r e s i s t e n c i a .  S i  s e  rest i tuye  e l  c a l c i o  y s e  - 
q u i t a   e l  EGTA, l a   r e s i s t e n c i a  sube nuevamente a l o s  valores - 
t e s t i g o ,  aunque con  una c i n k t i c a  mucho mas lenta .  Esta c a d a  - 
de l a   r e s i s t e n c i a  producida por l a   f a l t a  de c a l c i o  se estudi6 

tambidn  en l a  mucosa g a s t r i c a  de rana  (Forte  y Nauss, 1963) .  - 
Los estudios de Martinez Palomo y c o l .  ( 1  980), mostraron que - 
l a   f u n c i 6 n  d e  l a  uni6n  ociusora como barrera  de permeabilidad 

especificamente depende de la   concentrac i6n  de c a l c i o   e x t r a c e -  

l u l a r ,  y no  de Magnesio o B a r i o ,  aunque pertenecen a l a  fami-- 

l i a  d e l  c a l c i o . .  Las micrografias  electrónicas de cortes   t rans-  

versa les  de monocapas de cg lu las  MDCK, t ratadas  con ba jo  cal-- 

c i o  y adicionadas de EGTA, muestran que l a   c a i d a  de l a   r e s i s -  

t e n c i a   c o e x i s t e  con  una  marcada apertura de las  uniones  inter-  

celulares  (Martinez Palomo y c o l .  ( 1 9 8 0 ) .  

Estos  experimentos  indican que e l   c a l c i o  es esenc ia l  p a  

r a   l a  uni6n  entre las  cblulas  vecinas,  posiblemente por l a  for 

maci6n de puentes   sa l inos ,   entre  este ca t i6n   d iva lente  y s i  - 
t i o s  negativamente  cargados de l a s  dos membranas en aposici6n.  

I 

En es tos   t raba jos   se  u t i l i z 6  EGTA como agente  quelante d e l  c a l  

cia y ,  por   consiguiente ,   para   abr ir   la   uni6n  entre  las celulas.  

Diseñamos un procedimiento  dis t into ,   en   e l   cual  no se u t i l i z 6  

- 



71 

E T A  para   abr i r   l a   uni6n .   Es to  es porque e l  E T A ,  a l  ser un - 
agente  quelante, puede a f e c t a r   l a   m o r f o l o g f a  y funci6n de l o s  

componentes de l a  uni6n  oclusora  (Pitelka y c o l .  1983) .  

Como observamos en l a   f i g u r a  6.1 hay un retardo en l a  

aparic i6n de l a   r e s i s t e n c i a ,   l a   c u a l  empieza a desarro l larse  

aproximadamente 3-51 horas  despu6s de sembrar l a s   c g l u l a s ;   e s -  

to   resul ta   16g iC0 ,  s i  pensamos que l a s   c 6 l u l a s  se deben depo- 

s i tar   sobre   l a   co l%gena ,   recuperarse  de l a   t r i p s i n a ,   e x t e n d e r  I 

s e ,  adecuar  sus  bordes a l a s   v e c i n a s ,   r e s i n t e t i z a r  los compo- 

nentes de l a  uni6n.  oclusoraa y s e l l a r s e .  A f i n  de el iminar l a  

i n f l u e n c i a  de todos estos procesos,  y estudiar  exclusivamente 

e l  de s e l l a d o ,  diseñamos e l   s i g u i e n t e  experimento: 

En l a   f i g u r a  6 . 2 ,  l o s  circulos b l a n c o s   i l u s t r a n   e l  de 

s a r r o l l o  de l a   r e s i s t e n c i a  de monocapas  en CDMEM, e l  cual con L 

t i e r l e   c a l c i o ,  y l o s  circulos  negros  corresponden a monocapas 

que fueron  sembradas en medio completo,  pero que a l o s  90 mi- 
nutos,  se  pasaron a un medio s i n   c a l c i o ;  20 horas  después, -- 
mientras que l o s  controles  presentan una r e s i s t e n c i a  de 250 - 
Ohm cm , l a s  monocapas que estuvieron en un medio s i n   c a l c i o ,  

presentaron  res is tencia   nula .   Estas  monocapas v i s t a s   a l  mi -- 
croscopio  invertido,  estan  completas y s i n   e s p a c i o s   e n t r e   l a s  

c e l u l a s ,   s i n  embargo, su   res i s tenc ia   ev idenc ia  que l a s  unio-- 

nes no e s t &   s e l l a d a s .  S i  ahora l e s  agregamos un medio can -- 
c a l c i o  (CDMEM) , l a   r e s i s t e n c i z   s u b e ,   p e r o  con  una velocidad m 

mayor  que l o s  controles .  Con l o  anter ior  podemos constatar  -- 
que e l  ca lc io  es necesario  para sell-ar l a  unibn .  

2 

La rapidez del proceso  l leva a preguntarnos, s i  los -- 
componentes de l a  uni6n  estAn  ya s i n t e t i z a d o s   y ' l a   c i n é t i c a  - 
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F i g .  6 .2  R e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l  de monocapas de cb lu las  
MDCK, las   cuales  perxanecieron en un medio  con c a l c i o   ( c f r c u  
los blancos)  e l  tiempo  marcado en l a   g r a f i c a  y, en un medio 
s i n   c a l c i o   p o r  20  h o r a s ,   a l  cabo del c u a l   s e  les adicion6 -- 
c a l c i o  (circulas negros ) . 

.I 
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observada  corresponde  exclusivamente a l  ordenamiento y se l lado 

de l a  uni6n.  Para comprobar es ta   h ip6tes i s ,   e s   necesar io   b lo - -  

quear l a   s i n t e s i s  de proteinas  durante  este  lapso,  experimen” 

tos  que se  describen en el punto 6.3.  

Como se  observa en l a  f i g u r z  6 .2  a l a s  20 horas de per- 

manecer l a  monocapa s in   ca lc io ,   funcionalmente   las   uniones  -- 
oclusoras no esCdn formadas.  Entonces,  para  constatar s i  l a s  - 
uniones  oclusoras e s t h  morfol6gicamente  abiertas  antes de -- 
agregarles  el   calcio,   se   observaron  por  microscopfa  electr6ni-  

c a  de barrido monocapas que permanecieron 20 horas con c a l c i o  

y s i n   c a l c i o .  La f igura  6.3 - a ,  muestra que l a  monocapa que p e r  - 
maneci6 en un medio con c a l c i o ,   l a s   c 6 l u l a s   s e  encuentran  en - 
aposici6n y s in   espac ios   entre   e l las .  

En l a   f i g u r a  6 . 3  b ,  se observa que en l a s   c e l u l a s  que - 
permanecieron 20 h o r a s   s i n   c a l c i o ,  hay  espacio   entre   e l las .  En 

ambos casos  se  observan  microvellosidades en l a   c a r a   a p i c a l .  - 
Sin embargo,  en l a s  monocapas que s e  mantuvieron s i n   c a l c i o ,  - 
las  microvellosidades  tienden a abandonar. l a  zona de l a  uni6n 

i n t e r c e l u l a r ,  hecho que ya ha s ido  descr i to  en c é l u l a s  mama -- 
rias ( P i t e l k a  y Taggart 1 9 8 3 ) .  Por es ta   razbn ,  no sabemos s i  - 
las   células  est&  realmec.te   separadas  entre si o s i  estan se-- 

l l a d a s ,  pelo hay disminuci6n de vellosidades en l a  zona de l a  - 
uni6n.   Para   di ferenciar   entre   es tas  2 posibi l idades ,   se   obser-  

v6 por microscopia  electr6nica de transmisi6n,   la   penetraci6n 

d e l  rojo de rutenio  en monocapas  sembradas a conf luencia ,  que 

permanecieron 20 horas con calcio y sin calc io .  

La f i g u r a  6 . 4  - a , muestra l a  micrografia de l a s   c e l u  I 

l a s  que permanecieron 2 0  horas con c a l c i o ,  en l a   c u a l   s e   o b s e r  - 
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F i g .  6.3 Micrograf ia   e lectrónica  de barrido de ( a )  rnonoca- 

pas que permanecieron 20 horas en un medio con c a l c i o  y (b) 

en un medio s i n   c a l c i o .  En l a   f o t o g r a f i a  ( b )  s e  observan -- 
l o s  dos t i p o s  de cdlulas que reporta  Valentich (1 981 ). 
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va l a  uni6n  oclusora y debajo de e l l a  los desmosomas y e l  espa 

cia i n t e r c e l u l a r ,   e n t r e  dos  cdlulas  vecinas. E l  rojo de rute-  

n i o   t i ñ e   l a   s u p e r f i c i e   a p i c a l ,   p e r o  no penetra a travbs de l a  
uni6n  oclusora . 

I 

En l a   f i g u r a  6.4 b ,  e l  corte  muestra  dos  cklulas MDCK - - 
pertenecientes  a una monocapa  que se mantuvo durante 20 horas 

en un medio l ibre  de c a l c i o .  E l  r o j o  de rutenio   t i ene  l i b r e  ac - 
ceso a l  espac io   in terce lu lar  y lo tiñe completamente. 

Estos  experimentos  muestran que con e l  p r o t o c o l o   u t i l i -  

zado, las c e l u l a s  forman una monocapa perfecta pero, que e l  -- 
c a l c i o  es fundamental p a r a  que los  extremos apicales se sellen. 

6.3 Papel d e l  suero en e l  se l lado  de l a  uni6n  oclusora  por 
c a l c i o  

En primer lugar  estudiamos s i  es necesario e l  suero  en 

e l  se l lado  de l a  uni6n  por e l  c a l c i o ,  ya que es uno de l o s  com 

ponentes mds importantes del medio completo.  Debido a que en 

los siguientes  experimentos emplearemos un medio s i n   c a l c i o   a l  

c u a l  l e  agregamos 2mM de c a l c i o  (misma concentraci6n que e l  -- 
DMEM empleado en l a  preparaci6n del CDMEM), debemos conocer s i  

e l  suero  influye en l a  aparic i6n de l a   r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e -  

l i a l  cuando l e  agregamos un medio con c a l c i o ,   s i n   s u e r o  o con 

suero,  despubs de mantener l a s  monocapas en un medio s i n  cal-- 
c i o .   p a r a   e s t o ,  sembramos las c e l u l a s  en un medio completo y a 

los 90 minutos l a s  sometimos  a varias  condiciones  experimenta- 

les : 

- 

La t a b l a  6.2 muestra que l a s  monocapas que se mantuvie- 

ron  en un medio completo (CDMEM) por 20  horas , presentaron una 
r e s i s t e n c i a  de 1 3 6  5 20 (7 )  Ohm cm y cuando se cambiaron a l  - 2 
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F i g .  6 . 4  Micrograf ia   e lectr6nica  que muestra e l  tratamiento 

con rojo de rutenio de ( a )  monocapas  que permanecieron  en un 

medio con c a l c i o  y ( b )  en un medio s i n   c a l c i o  durante 20 ho- 

r a s .  Se observa que el rojo de rutenio   penetra   a l   espacio  i n  I 

t e r c e l u l a r  en las cblulas  que permanecen 20 horas s i n   c a l c i o .  
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mismo t ipo  de  medio por 4 horas,   desarrollarorl una r e s i s t e n c i a  

de 1 3 0  2 1 3  ( 9 )  O h m  cm . 2 

Otro l o t e  de monocapas s e  mantuvo  en un medio s i n   c a l - -  

cio  adicionado de 2mM de c a l c i o   p e r c   s i n  suero, l as   cua les   pre  I 

sentan   res i s tenc ia  de 1 0 8  _+ 5 ( 8 )  a l  cabo de 20 . h o r a s ,  s i  es-- 

t a s  monocapas se mantienen  por  otras 4 horas  en un medio s i n  - 
calcio  adicionado de 2mM de c a l c i o  y- s in   suero,   presentan una 

r e s i s t e n c i a  de 93  2 6 (IO). 

Un t e r c e r   l o t e  de monocapas permaneci6 20 horas en un - 
medio s i n   c a l c i o ,   a l  cabo del cual  presentan una r e s i s t e n c i a  - 
nula ;  un l o t e  de e s t a s  monocapas se  pasa a un medio s i n   c a l c i o  

adicionado de 2mM de c a l c i o  y sin. suero durante 4. horas y pre -  

sentan una r e s i s t e n c i a  de 141 2 11 ( 9 ) ;  e l   o t r o   l o t e   s e  pasa a 

un medio completo, e l  cual  contiene suero, durante e l  mismo -- 
tiempo y presentan una r e s i s t e n c i a  de I l l  2 15(10) .  De l o  ante I 

r i o r  podemos deducir que e l   s e l l e  de l a  uni6n  oclusora  necesi- 

t a   c a l c i o  y no s e   a f e c t a  por l a   p r e s e n c i a  o ausencia de suero 

en e l  medic. Entonces, podemos emplear en l o s  s iguientes  expe I 

rimentos un medio adicionado de calcic:)  yero s i n   s u e r o ,   a l   c u a l  

l e  llamaremos medio con c a l c i o .  

6 .4  P a p e l   d e l   c a l c i o   e n   l a   s i n t e s i s  de l o s  componentes 
proteicos  de l a  uni6n  oclusora 

Hasta  aqui l o s  experimentos  realizados no nos  indican - 
s i  l o s  componentes d e , l a  uni6n  oclusora  ya  estan formados y e l  
c a l c i o  s610 l o s  une, o ,  s i  e l   c a l c i o   d i s p a r a   l a   s i n t e s i s  de a l  - 
gunos  componentes y luego l o s  une.   Para  contestar  la   pregunta 

a n t e r i o r ,  diseñamos e l  siguic?n-l.e  experimento: 
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Las c é l u l a s   s e  siembran en un medio completo y a l o s  90 

minutos se   pasa  un l o t e  de monocapas a un medio con c a l c i o ,  -- 
l a s   c u a l e s   a l  cabo de 24 horas  presentan una r e s i s t e n c i a  de -- 
1 8 3  _+ 1 0 ( 1 2 )  Ohm cm . Otro l o t e   s e  pasa a un medio s i n   c a l c i o ,  

en e l   c u a l  permanecen durante 20 h o r a s ,   a l   f i n a l   d e l   c u a l  pre- 
sentan una r e s i s t e n c i a   n u l a .  Las mon.ocapas que permanecieron - 
20 horas en un medio s i n   c a l c i o   s e   d i v i d e n  en  dos l o t e s ;   e l  -- 
primer l o t e   s e   p a s a  a un medio con c a l c i o ,   l a s   c u a l e s  presen-- 

tan una r e s i s t e n c i a  de 179 2 l O ( 1 2 )  a l a s  4 horas de incuba-- 

c i 6 n ;  e l  segundo l o t e   s e   t r a n s f i e r e  a un medio con ca lc io   ad i -  

cionado de 6 microgramos/ml. de cicloheximida y a l  cabo de 4 - 
horas  presentan una r e s i s t e n c i a  de 1 8 2  t l O ( 1 2 ) .  Observamos -- 
que l a   r e s i s t e n c i a   e l e c t r i c a   a l c a n z a  l o s  mismos valores en uno 

y o t r o  grupo experimental, demostrando que l o s  componentes pro 

t é i c o s  de l a  uni6n  oclusora  ya  est&  formados. 

2 

6 . 5  Papel   del   calcio en l a   e s t r u c t u r a  de l a  ~ i 6 n  oclusora 
y l a  p o l a r i d a d   c e l u l a r   e p i t e l i a l  

La t é c n i c a  de crio-fractura  muestra que las  uniones -- 
oclusoras  aparecen en f o m a  de bandas en l a   c a r a  E y surcos so 

b r e   l a   c a r a  P .  A f i n  de determinar s i  estas   es tructuras   carac-  

t e r i s t i c a s  de l a  uni6n  oclusora  aparecen  antes y/o después de 

agregar e l   c a l c i o ,  soxretimos a l a s  monocapas que permanecieron 

20 horas en un medio s i n   c a l c i o ,  a l a   t e c n i c a  de c r i o - f r a c t u r a  

E s t a   r e v e l a  que en ausencia de  c a l c i o  BO hay  bandas  pero que - 
despues de 4 horas en presencia de c a l c i o ,  ya s e  han desarro” 
l lado .  Ahora b i e n ,  puede que l o s  componentes de l a  uni6n  oclu- 

sora   esten acomodados en l a  membrana e p i t e l i a l  en forma de p a r  I 

t i c u l a s  intramembranales y s610 esperen ser unidas  por e l   c a l -  

cio,   para  fomlar  las  bandas.  Para  probar l o  a n t e r i o r ,  contamos 



TABLA 6 . 3  

SELLADO DE LA U N I O N  OCLUSORA EN CELULAS MDCK: e f e c t o  de l a  ciclohexixida 

Condiciones 
después 
de l a  siembra 

Res is tenc ia  
eldctrica 
( 20 horas)  

Condiciones 
Resis tencia  
electrica 
(24  horas) 

MEM con c a l c i o  

MEM s i n   c a l c i o  
O co 

Ohm cm 2 
O h m  cm 2 

MEM con c a l c i o  1 8 3  2 l lO(12)  

O 2 O ( 6 )  MEM con c a l c i o  179 2 lO(12) 

MEM con c a l c i o  1 8 2  2 lO(12) 
+ CY 

MZN con c a l c i o  = medio e s e n c i a l  minimo adicionado de 2 mM de c a l c i o  
M E M  s i n   c a l c i o  = medio e s e n c i a l  mínimo s i n   c a l c i o  
MEN con c a l c i o  + C y  = medio e s e n c i a l  minimo adicionado de 2 mM de c a l c i o  y de 6 

S e  sigue e l  mismo protocolo de l a  t a  l a  6 . 2  
Area de l a  monocapa expuesta O .  23 cm . Corriente transmonocapa = 100 micro Ampere/cm 

microgramos/ml. de ciclohexim-ida 

E! 2 

Media 2 error   es tandar   (nhero  de observaciones). 



e l  número de particulas  intramembranzles (PIM) en l a s   c a r a s  de 

fractura  E y p, tanto   apical  como b a s o l a t e r a l  y ,  en  presencia 

y ausencia de c a l c i o ,  

La f igura 6 . 5  muestra l a s   r e p l i c a s  de c r io - f rac tura ,  -- 
donde observamos las  particulas  intramembranales en l a s   c a r a s  

de f r a c t u r a  E y P de l a s  membrmas apica l  y b a s o l a t e r a l ,  en -- 
presencia y ausencia de calcio.   Cualitat ivamente no s e  obser-- 

van d i f e r e n c i a s   e n t r e   l a s  membranas apica l  y basolateral .   Para  

un anA1isis   cuantitat ivo,   las   particulas  intrzmembranales se - 
cuentan en fotografias  magnificadas a 1 1 0  O00 x. Los errores  - 
introducidos For microvellosidades o regiones donde e l  plano - 
de f r a c t u r a  abandona l a   b i c a p a   l i p f d i c a ,  se minimizan a l  con-- 

t a r   l a s  FIM contenidas en c i r c u l o s  de 4.5 cm , que representa 

un Area de  membrana  de 3.7 x 10 m ( F i g .  6 . 6 ) .  

2 

-8 2 

La tabla   6 .4  resume los resultados  obtenidos.  Se  obser- 

va que en las  condiciones  control  hay  una  marcada as imetr ia  en 

l a  densidad de l a s  PIM, s iendo  estas  m6s abundantes en l a   c a r a  

P que en l a   c a r a  E (114  f 4 7 ( 1 2 )  contra 727 +_ 3 4 ( 1 7 )  en l a  api 

c a l  y 2704 2 78(13)   contra  962 f 6 2 ( 2 0 )  en l a   cara   baso la tera l .  

La as imetr ia  t a m b i b  es muy marcada entre  l o s  dominios  basola- 

t e r a l  y apical ,   s iendo  la   densidad de PIM mayor en e l  primero 

que en e l  segundo (2704 2 78(13)  en l a   b a s o l a t e r a l ,   c o n t r a  -A 

1 1  14 i 47(12)  en l a   a p i c a l ,  de l a s   c a r a s  de f r a c t u r a  P ,  y ,  -- 
962 2 62(20)  en l a   b a s o l a t e r a l ,   c o n t r a  727 ? 34(17)  en l a  api- 

c a l ,  de l a s   c a r a s  de f r a c t u r a  E.  

Las  monocapas que permanecieron 20 h o r a s   s i n   c a l c i o ,  -- 
mantiene l a  polar idad  entre   las   caras  P y E de l o s  dominios -- 
apica l  y baso la tera l ,   pero  no hay d i ferenc ias   entre  l o s  doni-- 

n ios   ap ica l  y basolateral   (2629 ? 61 ( 3 5 )  c m t r a  6241 + - 62(45)  



Fig. 6.5 

E 

82 

P 

n ++ 

-r 0 ++ 
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F i g .  6 . 5  Réplicas de c r io - f rac tura  de las   caras  E y P 
de las   regiones   apical  ( A )  y b a s o l a t e r a l  ( B )  de l a  mem 
brana  plasmAtica de ce lu las  MDCK incubadas por  20  ho- 
r a s  en presencia y ausencia de c a l c i o .  Note l a   d i f e r e n  
c i a  en l a  densidad de particulas  intramembsanales en - 
cada  condicibn. E s t o  es  muy s u b j e t i v o ,  por l o  t a n t o  s e  
puede apreciar  mejor l a  d i f e r e n c i a ,  en l a  t a b l a  # 6 . 4  

.I. 

- 

F i g .  6.6 Metodo para  evaluar l a  densidad de PIM en las 
d i s t i n t a s   r é p l i c a s  de c e l u l a s  MDCK. Se  trazan  circulos 
de 4.52 cm que representan 0.037 micr6metros2, de mem- 
brana  sobre  fotografias  magnificadas a 110 O00 x. Los - 

c i rcu los  tienen como f ina l idad   ev i tar   es t ruc turas  ta-- 
l e s  como microvellosidades o regiones donde e l  plano de 
f r a c t u r a  abandona l a  membrana plasmatica,  introduciendo 
errores  considerables en l a  evaluaci6n  del  Area. 

2 



TABLA 6.4 

NCunero de PIM por  micr6metro  cuadrado 

Apical 
P E 

Rasola tera l  
P E 

+ Ca 1114 2 47(12) 727 - 34(17) + 
2704: 78(13) 962' 62(20) 

- Ca 

Las PIM se  cuentan en fotograffas  magnificadas a 1 IO O00 x trazando círculos de 

4.5 cm que represent2 un area de membrana de 3.7 x 10 m . 
Media 2 error  estandar (ndmerc de observaciones).  

2 -8 2 
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entre   l as   caras  P y 955 2 32(42) con*a 990 $ 47(37) entre  - 
l a s   c a r a s  E de ambos dominios. 

Como conclusi6n de estos  experimentos,   resulta que e l  

c a l c i o   e s   e s e n c i a l ,   t a n t o . p a r a  que aparezcan l a s   f i b r i l l a s  de 

l a  unibn  oclusora, como para que se   po lar icen   las  PIM. ( P a r t i  

culas  intramembranales). 

6 . 6  Permeabilidad de l a  monocapa con l a  edad y n h e r o  de 
c6 lu las  

Cuando l a  monocapa s e   t r i p s i n i z a  y se   res iembra,   las  - 
cg lu las  hacen  uniones de nuevo (Cerei j i d o  y c o l .  1981 ) , esto  

introduce un grado de sincronizaci6n en l a  edad de l a s  unio-- 
nes de l a  monocapa. 

La f i g m a  6.7 muestra l a  evoluci6n de l a   r e s i s t e n c i a  - 
e l é c t r i c a  de l a  monocapa en funci6n de su edad y niunero  de c6 I 

l u l a s .  Observamos que hay un rApido incremento i n i c i a l  de l a  

r e s i s t e n c i a   e l é c t r i c a  y luego un decremento;  este fen6meno -- 
puede es tar   asoc iado   a l  número  de chlulas  en l a  monocapa, es- 

t o  e s ,  cuando e l  número  de células  incrementa,  hay m& elemen I 

t o s  conductivos en parale lo .  Asi, l a  longitud  del  espacio  in- 

t e r c e l u l a r  por unidad de Area de monocapa, t a m b i h  incrementa. 

E n t o n c e s ,   e s   p o s i b l e   e s t u d i a r   l a   r e s i s t e n c i a   e l é c t r i c a  como - 
una funci6n de l a  densidad  celular.  

La f i g u r a  6.8 muestra, que mientras   las  monocapas de - 
2-3 dias de sembradas l a   r e s i s t e n c i a   e l k c t r i c a   c a e  con l a  den I 

s i d a d   c e l u l a r ,  como se  esperaba  (Claude 1 9 7 8 ,  Marcial  1984), 

en monocapas m6s j6venes  la   tendencia  es   la   opuesta.  E s t o  pue I 
de s e r  debido a l  hecho que e l  s e l l e  de los  espac ios   in terce lu  - 
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DlAS DE SEMBRADAS 

F i g .  6 .7  Densidad celular (- - - O - - - --) y resisten- 
c i a   e l k t r i c a  ( @ ) a traves de l a  monocapa 

de celulas MDCK como una funci6n del tiempo  de  sembradas. - 
La densidad celular fkt6 contada en el mismo disco en que se 
midi6 la  resistencia  elbctrica. 
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F i g .  6 . 8  R e s i s t e n c i a  eldctrica como una funci6n de l a  den - 1 

sidad celular en monocapas de celulas MDCK a l as  2 2 ,  30 , - 
48 y 7 2  horas de sembradas. La densidad  celular fu6 canta- 

da en e l  mismo disco usado para medir l a  r e s i s t e n c i a  t r a s  I 
epi te l ia l .  



lares y l a  i n s t a l a c i 6 n  de elementos  conductivos sigue d i f e r e n  L 

t e  curso de tiempo, o ,  que l a  permeabilidad  i6nica varie con 

l a  edad. 

 si, hemos observado que a las  2 4  horas después de S e m  

bradas , cuando l a  monocapa exhibe su mdxima reSiSten.Cia, SU - 
habi l idad  p a r a  discriminar  entre  sodio y Cloro no est6 toda-- 

v ia  desarrol lada  (Cerei   j ido y c o l .   1 9 7 8 )  - 

I 

En l a  tabla 6 . 5  se muestran las  permeabilidades de - 
monocapas de 1 y 5 dias de sembradas ,. y t,enemos que l a  discri 

minaci6n  entre  sodio y c l o r o  es muy pequeña e n t r e  las de  uno 

y 5 dias de sembradas ( I  .26 2 :  0.095(35)  contra  0.91  0.06(35) 

respectivamente. Observamos tambien que no hay discriminaci6n 

. ,  

I 

entre   sodio  y potas io  en las  de un dia RNaCl = 128 2 7(29)  y 

RKC 1 
= 137 2 9 ( 3 0 )  y en l a s  de 5 dias IZNaCl = 73 2 6(.31 ) Y 

1 = 78 2 6(31 ) de sembradas. Pero si ex is ten   d i ferenc ias  

en las permeabilidades de sodio  y p o r ~ s i o e n t r e  las de un dia y 

5 dias de sembradas, como se observa comparando l o s  datos da- 

dos  inmediatamente antes .  

A f i n  de determinar  cudnto  contribuye la   ru ta  parace 

lular a l  desarro l lo  de l a  r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l  con l a  - 
edad de l a  monocapa, se midi6 l a  r e s i s t e n c i a  transmembranal, 

en  funci6n del  tiempo. Para e s t o  se u t i l i z 6  un microelectrodo 

i n t r a c e l u l a r  de punta muy f i n a   ( r e s i s t e n c i a  de aproximadamen- 

t e  100 Mega Ohm) ( S t e f a n i  y Eere i j ido   1983) .  Con este procedi - 
miento es posible mandar un pulso cuadrado de c o r r i e n t e  y ,  a l  

mismo tiempo, registrar l a  var iac i6n de v o l t a j e  producido. E l  

curso de tiempo de es ta  var iac i6n  permite l a  medida de l a  ca I 

pacidad elkctrica.  

‘I 

- 
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En l a   t a b l a   6 . 6  observamos que e l  potenc ia l  electrice 
encontrado en l a s   c 6 l u l a s  de a l  cabo de un dia  de sembradas -- 
fu6  de -49 2 2 ( 6 7 )  mV y de -42 2 g(79)  en l a s  de 3-7 dias .  La 

r e s i s t e n c i a   e l b c t r i c a   f u e  de 59 2 6(41)  Y de 89 7 ( 6 7 )  Y l a  - 
capacidad de l a  membrana de 49 t 4(40) Y 51 5(60)   picofarad,  

en l a s  de 1 y 3-7 d ias  de sembradas,  respectivamente.  Entonces 

l a   r e s i s t e n c i a  de l a  membrana es  significativamente menor en - 
l a s   c & l u l a s  m& j6venes. 

Esto  no se debe a que ex is ta   d i ferente   cant idad de -- 
membrana por cdlula ,   ya  que l a  capacidad  fue  igual  49 5 4(4O) 

para   l as  de un dia  y 51 t 5(60)   para   las  de 3-7 d ias  d e  sembra I 

das. 

Como conclusi6n de estos  experimentos podemos señalar  

que a n i v e l  de r u t a   t r a n s c e l u l a r ,   l a  edad de l a  monocaga pare- 

c e   i n d u c i r   l a  pbrdida de c a n a l e s ,   f e n h e n o  que se contrapone - 
con e l  curso  temporal de l a   r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l .   E s t o  - 
i n d i c a  que l a   r u t a   p a r a c e l u l a r  es la   pr incipal   contr ibuyente  4 - 
y ,  l a  responsable  del fenbmeno observado a n i v e l  de l a  resis-- 

t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l .  

6.7 R e l a c i 6 n   e n t r e   l a   e s t r u c t u r a  y funcibn de l a  uni6n 
oclusora 

Los estudios  l levados a cabo  en e p i t e l i o s   n a t u r a l e s  - 
han mostrado que  en c i e r t a s   c o n d i c i o n e s ,   l a s  bandas de l a  -- 
unibn  oclusora  (vistas por cr io - f rac tura) ,   var ian  su disposi- 

c i6n,   sugir iendo una corre lac i6n   entre   a r reg lo  y permeabilidad 

(Bentzel  y col .   1980;   Meldolesi  y co l .   1978 ;  Claude 1978;  Cla; 

de y Goodenough 1973; Wade y Karnovsky 1974).  Existe controver I 



TABLA 6.6 

TIEMPO DE P O T E N C I A L  
SEMBRADAS I N T R A C E L U L A R  

( d i a s )  (mv> 

RESISTENCIA 
MEMBRANA 

(Mega Ohm) 

CAPACIDAD 
MEMBRANA 

(PO 

59 2 6 (41) 

89 - 7 ( 6 7 )  
+ 

Regis t ro  con microelectrodo  en monocapas de c é l u l a s  MDCK de uno y 3-7 d i a s  

de sembradas sobre cubreobjetos de  v idr io   cubier tos  con  colAgena, sobre l a  

p l a t i n a  de un microscopio de c o n t r a s t e  de fases   Le i tz .   So luc i3n  de r e g i s t r o  

CDMEM. Temperztura 37 grados centfgrados .  Microelectrode de ace ta to  de pota 

s i o ,  R e s i s t e n c i a  d e l  microelectrodo de ,100 - 150 Mega Ohm. Corriente menor’ 

que O .  5 microAnpere. 

Media ! error   s tandar  (n-iunello de observaciones) ,  
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s i a  en s i   e l  ntámero de bandas de l a  uni6n oclusora  esta  rela- 

cionado con su permeabilidad (Martinez-Palomo y E r l i  j 1 9 7 5 ;  Ce I 
re i j ido  y c o l .  1980 y 1982;  Marcial y c o l .  1984).  Los estudios 
llevados a cabo por  Cereijido y col. (1983)  sobre e l   e fec to  de 

l a  temperatura en la   res is tencia   t ransepite l ia l  y e l  arreglo - 
de las  bandas de l a  uni6n oclusora, muestran que e l  cambio de 

tempmatura de 37 a 3 grados centigrados, hace que la   res i s ten  

c i a  de l a  monocapa cambie reversiblemente de 63 a 193 Ohm cm 
y que la  distribuci6n  estadistica  del nfimero de  bandas  de l a  - 
uni6n y su profundidad no varie  apreciablemente. 

2- 

Se trata  de determinar s i  l a  densidad celular en l a  - 
monocapa confluente  modifica e l  n h e r o  de f i b r i l l a s  o l a  pro- 

fundidad de l a  uni6n  oclusora. La idea  directriz  del experimen - 
t o  era que posiblemente la   cblula  s intetizara una cantidad - 
aproximadamente constante de  componentes  de l a  uni6n, y que e l  

hecho de tener que distribuirlos en un perimetro mayor (siem- 

bra a baja densidad) o menor (siembra a a l t a  densidad)  podria 

modificar e l  n h e r o  de f i b r i l l a s  que constituian en promedio - 
l a  uni6n. 

En e l  presente  estudio,  para  analizar morfom6tricamen I 

t e  a l a  uni6n oclusora,  se  sigue e l  procedimienfo mostrado  en 
la   f igura  6.9. Primeramente se  traza una l inea  paralela  al  -- 
eje  principal  de l a  uni6n, y a p a r t i r  de esta  se  trazan  lineas 

perpendiculares cada 1 3 3  m. y se cuenta e l  mhero de filamen- 

tos que intersectan a dichas  lineas. La profundidad de l a  - 
unidn esta dada como la  distancia  entre l o s  filamentos supe- 

r i o r  e inferior.  
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L 

1 1 4 3 3 2 4  

- 
133 nm 

F i g .  6 . 9  Metodo para  evaluar e l  n h e r o  de filamentos y 

l a  profundidad de l a  uni6n  oclusora.  Se  traza una l i n e a  
p a r a l e l a   a l   e j e   p r i n c i p a l  de l a  uni6n y las   l ineas   per -  
pendiculares a éstas   se   dibujan  cada 1 3 3  m. Se  cuenta 
e l  número  de filamentos que in tersec tan  a  cada una de - 
e s t a s   l i n e a s .  La d is tanc ia   entre  l o s  filamentos supe -- 
r i o r  e i n f e r i o r   ( f l e c h a s )   s e  toma como profundidad de - 
l a  uni6n. Un solo f i lamento  se  considera profundidad c e  
ro . II 
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A f i n  de determinar s i  existe alguna relaci6n entre 

l a  edad y número de c4l.ulas de l a  monocapa y /o  e l  nfimero de 

bandas y su profundidad, se cont6 e l  n h e r o  de bandas y se - 
evalu6 su profundidad,  en monocapas de 24 y 72  horas de sem- 

bradas, con d i f e r e n t e  número de c6 lu las   en  l a  monocapa. 

La tab la  6.7 muestra que no existe d i f e r e n c i a  signi 

f icativa en e l  nfunero de bandas o en l a  profundidad de l a  -- 
m i 6 n   o c l u s o r a ,   e n t r e  monocapas con a l t a  y ba ja  densidad ce- 

l u l a r  a las  24 y 72  horas  de sembradas, a pesar de su dife- -  

r e n c i a  en l a  r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l - i a l .  A s i ,  en 1% rnonoca- 

pas con a l t a  densidad  (53 x 1 O 4 y 58 x IO4 celulas/cm2 a las  
24 y 72  horas de sembradas respectivamente),  a los tiempos - 
marcados en e l  p a r é n t e s i s ,  no muestran  diferencias  en e l  nú- 

mer6 de bandas (3.30 2 0 . 4 1 ( 2 7 )  y 3 . 1 2  + - 0.24(33) ) ,  n i  en - 
l a  profundidad de las  bandas; (0.137  0.03(27) y 0..148+ 0 . 0 2  

( 3 3 )  ) pero si en l a  r e s i s t e n c i a   ( 1 3 8  + - 2 2 ( 6 )  y 118  17(7)  

Lo mismo sucede  con las monocapas que t ienen ba ja  densidad,- 

- 

c e l u l a r  a las  24 y 72  horas de sembradas ( 3 2  x 10 4 y 48 x - 
10 4 respectivamente) ya que  no hay d i f e r e n c i a   s i g n i f i c a t i v a  

entre  e l  nfunero de bandas (2 .62   0 .19(134)  y 3.17 5 0.33(23) 

y l a  profundidad de estas (0.03 ? O.Ol(134) y 0.123 t 0.02 - 
( 2 3 )  ) pero si en l a  r e s i s t e n c i a  ( 5 6  2 1 5 ( 6 )  y 235 ? 21 (7) ) 



ALTA DENS IDAD BAJA DENSIDAD 

24 € W s .  72 Hrs. 24 HI'S. 72 Hrs. 

NUMERO DE BANDAS 3.30 + - 0.41 (27) 3.122 0.24(33) 2.62' 0.19(134) 3.17: 0.33(23) 

PROFUNDIDAD ( m) 0.1372 0.03 (27) 0.148 0.02(33) 0.1032 O.Ol(134) 0.123 0.02(53) 

(ohm cm ) 2 
R~~~~ 

138 ' 22 (6) 118 17 ( 7 )  56 t 15 (6) 235:  21 (7) 

N h e r o  de  bandas y profundidad de  monocapas  de celulas MDCK a a l ta  y baja den 

sidad y a las  24 y 72 horas de  sembradas. Se cuantifica como se  describe en - 
l a  figura 6.7 Media error estandar (nhero de observaciones) 

Alta densidad a cada tiempo, repectivamente = 53 x I O y 58 x IO celulas/cm 
Baja densidad a  cada tiempo, respectivamente = 32 x 10 y 48 x 10 c4lulas/cm 

II 

4 4 2 .  

4 4 2 
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VI1 CONCLUSIONES 

7 .1  Desarrollo de un protocolo  experimental,  apto  para 
d i s e c a r   e l   p r o c e s o  de ensamblaje de l a  uni6n  oclu- 
sora  de otros procesos  celulares  simult6neos. 

Resultados: cuando las c é l u l a s  son  sembradas  en l a   f o r -  

ma habitual ,   pero una vez que se adhieren a l   s u s t r a t o   s e  

mantienen 20 horas   l ibres  de c a l c i o ,   a l  cabo de este lap- 

s o ,  carecen de uniones  oclusoras y de r e s i s t e n c i a .  

E s  importante  sefialar que l a  puesta a punto  de este pro- 

tocolo  experimental,   provee de un modelo particularmente 

apto   para   a tacar   la  d i f i c i l  pregunta, de s i  existe algu- 

na r e l a c i 6 n   e n t r e   l a   m i 6 n   o c l u s o r a  y e l  desarro l lo  de - 
l a   po lar idad,   ya  que permite  disponer de una preparacibn 

de  monocapa confluente y madura  que carece de uniones -- 
oclusoras y de r e s i s t e n c i a .  En esta  preparaci6n pueden - 
estudiarse  dist intas  manifestaciones de l a  polaridad: -- 
anat6micas  (microvellosidades) ,   estructurales  (distribu- 

c ibn  de las  partículas  intramembranales),   bioquimicas -- 
( d i s t r i b u c i 6 n  de enzimas  marcadoras como l a  ATPasa) y -m 

funcionales  (gemaci6n  asimetrica de virus). 

7.2 Desarrollo de l a  uni6n  oclusora  desde e l  punto de v i s t a  
funcional  v estructural  

Resultados: cuando a l a s  monocapas mantenidas 20 horas 

s i n   c a l c i o ,  se l e s  añade 2 mM de c a l c i o ,   l a   r e s i s t e n c i a  
alcanza l o s  valores   control  en aproximadamente 4 horas. 

Desde e l  punto de v i s t a   e s t r u c t u r a l   s e   o b s e r v a :  



97 

a )  que en este lapso las monocapas dejan de ser  permea- 

bles a l   r o j o  de rutenio  y ,  que l a  polaridad  anat6mica, - 
dada por l a  presencia de microvellosidades, es indepen- 

d iente  de l a  fomnaci6n de .Laruni6n  oclusora.  El desarro- 

llo de l a   r e s i s t e n c i a  no es afect-ado  por l a  cicloheximi- 

da,  ni por l a  presencia o ausencia de suero,  indicando - 
que l o s  elementos de l a  uni6n  oclusora ya estaban  s inte-  

t izados ,  y que e l  c a l c i o  es esencial, no para l a  sinte--  

s i s ,  sino  para e l  ensamblaje de l a  misma. En cuanto a l a  

polaridad  estructural,   juzgada  por l a  d i s t r i b u c i 6 n  asime 

tr ica  de las  particulas  intramembranales,  se observa que 

e l  desarro l lo  de l a  unibn  oclusora es necesario  para l a  

aparic i6n de l a  polar idad  estructural .  

De estos   datos  podemos c o n c l u i r ,  que e l  fen6meno de po- 

l a r i z a c i 6 n  no sigue l a  ley del todo o nada,  puesto que - 
en  esta  condicidn  experimental  (ausencia de uniones  oclu 

s o r a s ) ,  se manifiesta  polaridad  anat6mica  pero no es t ruc  

t u r a l .  

.I 

.I 

0 

7.3 Evoluci6n de l a  uni6n  oclusora  con l a  edad de l a  monocapa 

Resultados: los datos  experimentales  indican que l a  re- 
s i s t e n c i a  de l a  monocapa cae  gradualmente  con e l  tiempo, 

a p a r t i r  de las 24 horas de sembradas. S e  determin6 que 
e l  nfamero de c e l u l a s  aumenta mon6tonamente a p a r t i r  del  

momento de l a  siembra, y que existe una r e l a c i 6 n   d i r e c t a  

e n t r e   l a   r e s i s t e n c i a  y l a  densidad celular  durante las - 
primeras horas de sembradas y ,  una r e l a c i 6 n   i n v e r s a  en-- 
t r e  estos  parbnetros a tiempos  mayores. 

Estos  datos  indican  que, a tiempos  largos e l  aumento de 



98 

l a  densidad c e l u l a r   i m p l i c a   l a   i n s t i t u c i 6 n  de nuevos e l e -  

mentos conductores, en p a r a l e l o ,  que disminuyen l a   r e s i s -  

t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l ,   p e r o  que a tiempos cor tos  son o t r a  

p a r h e t r o s ,   d i s t i n t o s  a l a  densidad c e l u l a r ,  l o s  que de-- 

terminan e l   v a l o r  de l a   r e s i s t e n c i a .  

E l  a n 6 l i s i s  de las  permeabilidades de l a   r u t a   p a r a c e l u l a r  

no a r r o j a  mayores cambios, en cuanto a capacidad de dis-- 

criminar a medida que pasa e l  tiempo, aunque se  observa - 
un notor io  aumento en l a  permeabilidad a sodio  y potasio  

con e l  tiempo de sembrada l o  cua l   expl i ca   e l   curso  tempo- 

r a l  de l a   r e s i s t e n c i a .  

E l  a n 6 l i s i s  de l a   r u t a   t r a n s c e l u l a r   i n d i c a  que l a  resis- 

t e n c i a  de l a  membrana c e l u l a r  aumenta  con e l  tiempo. 

La conclusi6n de estos  experimentos e s ,  que l a   r u t a  para- 

c e l u l a r  es l a  que deterriuna e l  curso  temporal de l a  resis  

t e n c i a  y ,  por l o  t a n t o ,   l a  mas importante de e s t e   t i p o  de 

p r e p a r a c i h .  

- 

Finalmente, no exis te   correlac i6n  aparente   entre  e l  núme- 

ro de filamentos o l a  profundidad de l a  uni6n  oclusora y 

l a  densidad c e l u l a r  de l a  monocapa,  aunque es pos ib le  mo- 

dular l a   r e s i s t e n c i a   t r a n s e p i t e l i a l  modificando l a  densi- 

dad de siembra. 
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