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PROLOGO

En epitelios, como la piel de anfibio y la vesicula biliar
de vertebrados, el transporte neto de sustancias es consecuencia de dos
propiedades principales:

i) Las células epiteliales se contactan unas con otras para formar unio
nes oclusoras, las cuales confieren a la capa celular el papel de —
una barrera de permeabilidad efectiva, vy,

i) Dichas células esté&n polarizadas, esto es, canales, acarreadores, -—-
bombas y receptores hormonales presentes en la membrana basolateral,
son diferentes a los encontrados en la membrana apical.

Estas propiedades han sido observadas en monocapas de célu
las MDCK (1linea celular epitelial de rifibn de perro). Esta monocapa se
Parece a un epitelio permeable, ya que la mayor parte del flujo trans-—-
epitelial procede por la via paracelular, cuya ruta principal es a tra-
vés de las uniones oclusoras.

El objetivo de este trabajo es, estudiar la cinética de -~
formacibén de la unién oclusora y su importancia en la polarizacién de -
las células; asi como, la influencia del ntmero de células por &rea y -
de la edad de la monocapa, en la permeabilidad transepitelial. Para es-
to, se trabaja con monocapas de células epiteliales MDCK. Las células -
se despegan unas de otras y del sustrato con una mezcla de tripsina- =
EDTA, se vuelven a sembrar como células aisladas y se sigue el desarro-
1lo de la unidén oclusora por medicidén de su resistencia transepitelial.
La organizacibn de esta tesis es la siguiente: en el capitulo I se hace
una revisién de los conocimientos actuales sobre los epitelios, sus ru-
tas de permeabilidad y su polaridad. Los capitulos II y III estén més -
focalizados hacia las uniones oclusoras, pues tal como se detalla en el
capitulo IV (Objetivos), son el centro de nuestro estudio. E1l capitulo
V detalla los materiales y métodos empleados y el capitulo VI los resul
tados obtenidos. Dichos resultados se presentan acompafiados de la discu
sibén, porque eso brinda una base para comprender porqué se emprendieron
los distintos estudios a partir de las conclusiones que se iban obte -~
niendo. Estas se resumen en el capitulo VII. El1 capitulo VIII muestra -~
la bibliografia revisada. Nuestros resultados muestran que la ruta para
celular es la que determina el curso temporal de la resistencia y, que”
no existe correlacién aparente entre el nfimero de filamentos o la pro--
fundidad de la unién oclusora y la densidad celular de la monocapa en -~
la permeabilidad de esta ruta, aunque es posible modular la resistencia
transepitelial modificando la densidad de siembra. '
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. CAPITULO I: EPITELIOS

1.1 Qué son las membranas epiteliales

1.2 Permeabilidad de las membranas epiteliales



I EPITELIOS

1.1 Qué son las Membranas Epiteliales

El intercambio de sustancias entre las células y -
la solucién extracelular se lleva a cabo a través de la mem-
brana celular; en cambio, el intercambio de sustancias entre
los organismos superiores y el medio, toma lugar a nivel de
las membranas epiteliales, constituidas por una o mds capas
de células. La mucosa intestinal, los tibulos renales, la ve
sicula biliar y la piel de rana son ejemplos de membranas —-
epiteliales; é&stos son tejidos cuya funcidén es, no solamente
la de ser continentes de los liquidos que se producen en los
organismos vivos (sangre, bilis, orina, humor acuoso, lagri-
mas, sudor, etc.) sino ademés, y fundamentalmente, la de re-
gular la composicibn de esos liquidos, por 1o que las céluim-
las epiteliales, ademés de controlar su propia composicién -
citoplésmica mediante bombas, acarreadores, canales, etc. co
mo lo hace cualquier otra célula del organismo, también regu
lan la del compartimiento que limitan, puesto que estos s
quidos tienen una composicidén distinta a la del medio inter-

no.

Para cumplir estas funciones es necesario:
a). Que las células estén selladas entre si mediante las lla
madas uniones oclusoras, que constituyen una barrera a -

la libre difusibn de sustancias, y

b). Que las células estén polarizadas, es decir, que las bom
bas, acarreadores, canales, etc. presentes en la membra-
na apical sean diferentes a las de la basolateral; 10 -

cual permite el transporte vectorial neto de sustancias.



Como ya se mencioné, las membranas epiteliales son
asimétricas, es decir, en un dominio pueden ser permeables a
ciertos iones e impermeable en el lado opuesto. La asimetria
del tejido es el resultado de la asimetria individual de las

células; éstas son, en primer lugar, anatémicamente asimétri

cas. Asi, organelos como el nficleo, el complejo de Golgi, —
las mitocondrias, etc. estdn generalmente distribuidos en un

polo definido de la célula epitelial. También funcionalmente

asimétricas: la membrana luminal es muy permeable a sodio e
impermeable a potasio, en tanto la contraluminal tiene las -
propiedades de permeabilidad contrarias. Desde el punto de -

vista bioquimico la asimetria se manifiesta por la presencia

de verdaderas enzimas marcadoras de dominio como la alfa ami
no leucino peptidasa para la cara apical y la Nat - xF e
ATPasa para la basolateral. La polarizacién se manifiesta —-

desde el punto de vista estructural por la distribucidén asi-

métrica de particulas intramembranales en el dominio apical
y basolateral y entre las caras P y E y, por la ubicacién de

los distintos tipos de unibn.



1.2 Permeabilidad de las Membranas Epiteliales

En los afios 50 el estudio de los mecanismos de trans
porte en epitelios fué transformado por los aportes del fisib-
logo danés H.H. Ussing (Ussing 1949; Ussing y Zerahn 1951; Xoe
foed-Johnsen, Ussing y Zerahn 1952; Xoefoed-Johnsen y Ussing -
1953; Andersen y Ussing 1957; Xoefoed-Johnsen y Ussing 1958; -
Ussing y col. 1960) y colaboradores, quienes desarrollaron me
vos métodos, tales como la medida de corriente de corto circmi
to y flujos de trazadores con doble marca, para la identifica-

ci6én de iones transportados activamente por el epitelio.

La suposicibdn tdcita del modelo de Ussing y col, ==
(1960), es que la ruta fundamental de los iones a través del -
epitelio es por las dos membranas de la célula epitelial. Sin
embargo, si bien algunas preparaciones como la piel de rana o
la vejiga urinaria del sapo, proveian resultados de acuerdo —--
con dicho modelo, otros epitelios como la vesicula y el rifién,
no se comportaban segfin las predicciones de la teoria (Diamond

1962, a, b v ¢; Fromter, Muller y Wick 1971).

Mas afin, ciertos estudios en piel de rana y vejiga -
urinaria, fallaron en confirmar muchas de las predicciones del
modelo (Frazier 1962; Cereijido y Curran 1965; Cereijido y Ro-
tunno 1968; Finn 1974).

Y, es que los distintos epitelios tienen, en efecto,
muy diversas propiedades. Los voltajes medidos a circuito —-

abierto, oscilan desde 0 mv (vesicula) a 100 mv (piel de rana);



las resistencias eléctricas cubren una gama desde 5 Ohm Cm2 -

(tGbulo proximal del rifiéa) a 3000 Ohm cm? (vejiga de mamife-
ros); algunos epitelios tienen una permeabilidad pasiva simé-
trica en tanto otros son asimétricos; algunos como la piel de
rana, mantienen abruptos gradientes de concentracibén entre —-
las dos soluciones que separan, en tanto otros, como el tbu-
lo proximal del rifién sélo separan pequefios gradientes; algu-
nos, como la gléndula salina de los p&jaros marinos, transpor
tan flufdos hipertbémnicos; en tanto otros, como la vesicula y

el intestino, transportan flufdos isoténicos (Xeymes 1969).

Durante los afios 60 comenzaron a acumularse bastan-
tes evidencias indirectas, apoyando la idea que las diferen—-
cias entre los distintos epitelios, podria deberse al grado -
de permeabilidad de sus uniones oclusoras, las cuales forman
parte del complejo de unién que mantiene unidas a las células
epiteliales entre si (éstas se estudiarén en un capitulo pos-

terior).

La funcibén de las uniones oclusoras, fué objeto de
mucha especulacibn acerca de si son herméticas, o sea, que no
dejan pasar sustancias o si son permeables, porque permiten -

el intercambio de materia entre el medio interno y el externo.

Los estudios de microscopia electrbnica de transmi-
sién, demostraron que las uniones son impermeables a grandes
moléculas como, hemoglobina (Miller 1960; Farquhar y Palade -
1963), ferritina (McNutt y Weinstein 1970) y lantano coloidal
(Goodenough y Revel 1970). '

Otros estudios fueron llevados a cabo por Fromter,

Muller v Wick (1971) en rifibn de rata, Barry, Diamond y Wri--



ght (1971) en vesicula biliar, Clarkson (1967) en intestino -
de rata, Blum y col. (1971) en mucosa géstrica de Necturus y
Bentzel, Parsa y Hare (1969) en ttbulo proximal de Necturus,
los cuales concluyeron que una cantidad significante de H20 vy

iones no atraviesan las células.

Sin embargo, un gran nftimero de observaciones sugi—
rieron que estas uniones pueden ser permeables a los iones: -
La primer evidencia tentativa fué obtenida por Lundberg (1957)
en la gléndula sublingual del gato y por Ussing y Windhager -
(1964) en piel de rana. M4s tarde, Windhager, Boulpaep y Gie-
bish (1967), Hoshi y Sakai (1967) y Boulpaep y Seely (1971),
mostraron que en rifién de Necturus y Salamandra la conductan-
cia del epitelio tubular proximal fué mds alta que la conduc-

tancia de las células de la pared peritubular.

A pesar de estas evidencias indirectas para la exis
tencia de una ruta no transcelular, todavia se especulé si la

via paracelular podria ubicarse entre las uniones oclusoras.

Asi, en principio, los solutos tienen dos rutas pa-

ra atravesar el epitelio: la tramscelular, que implica atrave

sar las dos membranas de las células epiteliales (luminal y -
basolateral) y la paracelular, que no atraviesa a las células,
(fFig. 1.1).

La evidencia concluyente sobre el predominio de una
ruta paracelular, surgid con los trabajos de Fromter (1972) v
Fromter y Diamond (1972) en vesicula biliar de Necturus; ésta
presenta la ventaja de tener una sola capa de células, planas,
sin vellosidades, ni invaginaciones o criptas y consiste de -

un solo tipo de células, lo cual simplifica el andlisis de ca



Fig. 1.1 Diagrame esquemdtico de un epitelio simple gque
muestra las vias transcelular y paracelular para el flu
jo de corriente transepitelial (Claude 1978)..



ble; las células pueden ser vistas a través del estereomicros-

copio v se pueden fijar facilmente con los microelectrodos. =~

Sus

1.

objetivos fueron los siguientes:

Determinar si la corriente que fluye a través del epitelio
de la vesicula biliar es uniforme o si hay vias discretas

de alta conductancia por las cuales los iones se desvien;

Determinar la conductancia de estas vlas, cuantitativamen-
te, v estimar qué parte de la corriente transepitelial to-
tal, fluye a través de la ruta paracelular y cual la trans

celular, vy;

Determinar la localizacién de la via paracelular.

Los dos tipos de experimentos llevados a cabo fueron:

Andlisis de cable: la fig. 1.2 esquematiza el circuito —-
equivalente mds simple, que describe las resistencias —
transversas de la vesicula de Necturus y la localizacién -
de los electrodos de registro. Pasando corriente desde el

lado luminal (A), hacia el intersticial (B) se registra la
cafda de voltaje con los electrodos A y B. De este modo se
obtiene la resistencia transepitelial (Rt)

1 1 1
= +

R R Rl + Rb




Fig. 1.2 Circuito equivalente para las resistencias trans
versas de la vesficula de Necturus. R, = resistencia de la

membrana luminal; = resistencia de la membrana basolate
ral; Rs = re51stenc1a de la unibn oclusora y del espac1o -
intercelular; A = electrodc colocado en la solucién lumi-—
nal; B = electrodo colocado en la solucibn basal; C = elec
trodo insertado en la célula epitelial. (Fromter y Diamond
1972).
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A continuacibdn se inserta el microelectrodo C en —-
una célula epitelial; pasando corriente desde el lado luminal
(A), hacia el intersticial (B), se registra la caida de poten
clial V1 a través de la membrana luminal (entre los eiectro--
dos Ay C), v la caida de potencial v, a través de la membra
na basal (entrellos electrodeos C y B). La relacién entre vol-

tajes es 1gual a la relacidn entre las resistencias R1 y Rb:

Finalmente se inyecta corriente por medio de un mi-
croelectrodo en el interior del compartimiento celular. La co
rriente fluye hacia los compartimientos externos A y B, a tra
vés de las resistencias R1 y Rb.
electrodo intracelular (C) y la solucién luminal (A) a través

Se obtiene 1la RZ entre el --

lelo:
de R1 y Rb + RS en paralelo

Los resultados experimentales indican que las resig
tencias de las membranas luminal y basolateral, fueron de —-—
4500 y 2900 Ohm Cm2 respectivamerte, y la R transepitelial —-
fué de 310 Ohm cm2, entonces, el 95% de la conductancia trans
epitelial pasa por una derivacibébn paracelular. Andlisis seme-
jantes se hicieron en otros dos epitelios: tabulo proximal de

rifién (Boulpaep, 1976) y estbébmago (Sachs, Shoemaker y Col. —-
1971).
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2.~ Mapeo de voltaje: La anterior serie de experimentos esta
blece la existencia de una ruta paracelular, pero no la carac
teriza anatémicamente. La ruta paracelular podria estar cons-
tituida por las uniones oclusoras, células descamadas, bordes
dafiados durante el montaje del tejido o bien, epitelios cons-
tituidos por distintos tipos de células. Para discriminar en-
tre estas posibilidades, se pasa una corriente transepitelial
y con un par de microelectrodos sensibles a voltaje, se ras--
trea la superficie apical para detectar las zonas por las que

fluye la corriente (Fig. 1.3 a, sig. hoja).

Si ademds, el movimiento del electrodo se observa bajo el
microscopio, es posible correlacionar los resultados del ba--—
rrido de voltaje con la estructura del epitelio. La fig. 1.3
b, muestra que cada vez que el electrodo se mueve a través y
a lo largo de un borde celular, la deflexibén de voltaje es ma
yor que cuando el electrodo estd encima de una célula, Estas
observaciones confirman que las uniones celulares actfian como

sumideros de corriente.

En cambio, otros epitelios como la piel de rana, la
vejiga de sapo y tortuga y el conducto submandibular, tienen
una muy alta resistencia transepitelial. En estos casos el ca
mino que siguen los solutos es predominantemente intracelular

(Ussing y Windhager, 1964; Cereijido y Curran, 1965).

Otra forma de detectar la existencia de una via pa-
racelular, se origind de los experimentos en 1los cuales se —-
utilizé el lantano en epitelio de piel de rana (Martinez Palo
mo y col. 1971), en tfibulo proximal de rifibn de sapo (Whitteg
bury y Rawlins 1971) y en vesicula biliar de 1leo de conejo -~

(Machen y col. 1972); ellos encontraron por microscopia elec-
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Fig. 1.3 a y b Barrido de voltaje en vesicula de Nectu-
rus (Fromter y Diamond 1972).
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trénica de corte fino, que el lantano penetra las uniones oclu
soras, 1o cual mostr6 que éstas son sitios de alta conductan—

cia.

Otros estudios llevados a cabo por Erlij y Martinez
Palomo (1972), Di Bona y Civan (1973), Wade y col. (1973), —
Brindslev y col. (1974) y Civan y Di Bona (1978), mostraron —-
que el establecimiento de gradientes osmbéticos a través de epi
telios con alta resistencia, asi como, vejiga urinaria de sapo,
piel de rana y Xenopus, por reduccibn de la osmolaridad serosa
0 incremento de la osmolaridad mucosa, causa apertura de la —-
unién oclusora, lo cual permite que los iones atraviesen més -
rédpidamente el canal paracelular, resultando en un incremento

de la conductancia del tejido.

Con todo lo anterior se puede postular una clasifica

cibén de los epitelios, en: herméticos, cuya ruta principal es

a través de las células (transcelular) y permeables, cuya ruta

principal es a través de las uniones oclusoras y el espacio in

tercelular (paracelular).

Augustus y col. (1977) plantearon que el tnico crite
rio para saber si un epitelio es hermético o permeable, es el
cociente de las conductancias de la ruta celular y extracelu--
lar, ya que la resistencia eléctrica no es suficiente para dis
criminar entre las dos clases de epitelio, su propuesta se ba-
saba en su hallazgo de que el epitelio del ducto de la gléndu-
la salival del conejo, tiene una resistencia transepitelial —
muy baja, debido a una alta conductancia transcelular al cloro

y no a una alta permeabilidad de la ruta paracelular.

Claude y Goodenough (1973), intentaron una clasifica
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cibn de los epitelios en funcién de su resistencia transepite
lial. Estos autores encontraron una correlacién entre el ntime
ro de bandas de la unién oclusora (vistas por crio-fractura)

y la permeabilidad paracelular; esto es, a mayor ntmero de —-
bandas en la unién oclusora, menor permeabilidad (tabla 1-1).
Sin embargo, Martinez-Palomo y Erlij (1975), encontraron que
esa correlacibn no existe, pues observaron que las uniones —-
oclusoras de la mucosa de fleo de conejo son permeables a lan
tano y tienen una malla de bandas semejantes a las uniones de

la vejiga urinaria de sapo, que no s permeables a lantano.

Claude (1978), propuso un modelo que relaciona la resistencia
transepitelial con el nfmero de bandas de la unibén oclusora.

Postula que las bandas contienen pequefias regiones andlogas a
poros, que se pueden abrir o cerrar al paso de los iones. Los
cilculos descritos en este reporte estén basados en datos fi-
siolégicos y morfolbégicos, de una variedad de fuentes biblio-
gré&ficas. Observa que al graficar Rj lP (Rj = resistencia de

la unién, 1P = cantidad lineal de elementos paracelulares por
unidad de &rea), que es la Resistencia Especifica, contra la

media del ntmero de bandas de unibn (n) demostrada por Crio--
fractura, (fig. 1.4), el incremento aritmético en el nfimero -
de bandas de la unién oclusora, parece resultar en un incre--
mento logaritmico de la resistencia paracelular. Esto no se -
espera si el nimero de bandas se comporta como una resisten--
cia en serie, en la cual Rj 1P seria directamente proporcio--

nal al ntmero de bandas.

Una interpretaciédn puede ser, segin el autor, que -
las bandas contengan estructuras como poros que puedan abrir-

se 0 cerrarse al movimiento de los iones; si estos poros se =



Resistencia MORFOLOGTA DE LA UNION
TEJIDO Transepitelial} N° de fibrillas ' Profundidad (um) N
Gama PromediozES | Gama PromediotES
MUY PERMEABLE: tfbulo
contorneado proximal
de mamifero
Perro 6
Rata
Ratdn - 1-2 1.19 0.12 * * 48
PERMEABLE: tGbulo con-
torneado proximal de -
Necturus 70 1-6 .30 % 51 0= 0.8{0.46 * 0.02 59 °
Vesicula de conejo 30 2-6 4,10 = 0.1 1.0}0.41 £ 0.02 90
INTERMEDIO: vesicula -
de Necturus 300 4-8 6.20 = 0,211 0.5 1.4[1.00 % 0.05 23
Yeyuno de rata 300
Yeyuno de ratédn 4-7 5.30 £ 0.17({ 03 0.8/0.39 X 0.03 34
INTERMEDIOS A HERMETI-
C0S: tibulo contornea— 300-600
do distal
Necturus 07 4.80 * 0.36) 0.1 1.0l0.38 £ 0.06 17
Ratén 4-7 5.80 = 0.20| 0.1 0.2/0.14 * 0.00¢ 18
MUY HERMETICOS: estéma
go de ratén - 4-11 | 8.10 £ 0.34| 03 0.9}0.63 £ 0.03 25
vejiga urinaria de :
anfibios 10002000
Sapo 5-11 | 8.10 £ 0.94] 0.3 0.5/0.36 X 0.03 7
Rana 5-14 ] 7.90 £ 0,38] 0.3 1.1]0.58 * 0.03 34

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

Alggnos epitelios simples clasificados de acuerdo a su resistencia transepitelial.
Medidas de la morfologia de la uniébn.

(#*) En la mayoria de los lugares la profundidad de la unién era igual al ancho de
una sola fibrilla. N: ntmero de determinaciones. ES: error standard.

Gl
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Fig. 1.4 Gréfica de la resistencia especifica de unién -
(Rjlp) (expresada como Ohm.cm) como una funciofi de el nfime—
ro de bandas (n) de la Zonula Occludens. El coeficiente de

correlacibn es 0.93 (Claude 1978).
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abren y cierran al azar por periodos cortos de tiempo, la re
sistencia local de cada banda estar& relacionada a la proba-
bilidad (p) de que la banda tenga o no un poro abierto en —-—
esa regi6n. Entonces, una ecuacién para la resistencia espe-

cifica de unibn puede ser la siguiente:

log R. 1 = Jlog R. 1 - n lo
%5 p 5% 9P
min
Esta es la ecuacibén de la fig. 1.4, de la cual se -

puede obtener el intercepto, la pendiente y el coeficiente -

de correlacién.

Concluye que la morfologfa y fisiologia de la unién
oclusora es compatible con un modelo de la unién en la cual
cada banda de unién contiene poros que pueden abrirse o ce--
rrarse a pequefios iones, con la probabilidad.de que cada ba&

da tenga un poro abierto.

Marcial y col. (1984) estudiaron la relacién estruc
tura/funcién de la unién oclusora entre los epitelios de {leo
de cuyo y vejiga urinaria de sapo, usando técnicas morfomé—-
tricas cuantitativas y aplicando la ecuacién de Claude (1978).
Mostraron que la morfologia de la uni6én oclusora tiene una -
relacién directa con la resistencia transepitelial, si se —
considera la geometrfia del epitelio. Lo anterior no apoya el
trabajo de Martinez-Palomo y Erlij (1975), va que estos in--
vestigadores no consideraron la diferencia en morfologia ce-

lular que existe entre los epitelios estudiados.

Podemos concluir que las uniones oclusoras desempe-
fian un papel importante en el transporte transepitelial de -
solutos. En los sig. capitulos se estudia dicha unién con —-
més detalle.
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IT LA UNION OCLUSORA

2.1 Morfologla

Las membranas epiteliales de células adjuntas se man
tienen fusionadas por la unibn oclusora (Farquhar y Palade -~
1963; Gilula 1974; Martinez-Palomo y Erlij 1975), que forma -
un cinturédn alrededor de cada célula, actfia como una barrera
al movimiento transepitelial de sustancias, y delimita dos ca
ras: la apical, cubierta por microvellosidades y que estéd en

contacto con el 1liquido que contienen y, la basolateral, la -

cual es lisa y est4 en contacto con el sustrato (fig. 1.1).

El examen de microscopia electrédnica de un corte a -
través de la uniébn oclusora, muestra que la lamina externa de
la membrana celular de las células contiguas se fusiona, y —=
aparece en la micrograffia como una linea finica. A cada lado -
de la linea obscura, hay una linea més clara, que representa
la l4mina media de la membrana celular respectiva. Las lineas
obscuras que se ven en la superficie citopldsmica de las zO--
nas mis claras, representan las ldminas internas de dos célu-

las contiguas (fig. 2.1(a).

Pero la 1finea de fusibn es discontinua, ya que con--
siste de una o varias aperturas de la linea de fusién, segui-
da por su refusién (Farquhar y Palade 1963; Bullivant y Ames
1966) (fig. 2.1 b).
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Fig. 2.1(a) Micrograffa electrénica (x 230 000) de un -
corte a través de la uwnidén oclusora entre dos células -
de mucosa gédstrica de rata. f1 = linea de difusién en--
tre las capas externas de las membranas celulares de —-
las dos células; ol e il representan las capas externas
e internas de la membrana celular de cada elemento (Far
quhar y Palade 1963).

\
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Fig. 2.1(b) Micrografia electrébnica de la unibén oclu-—
sora de hepatocito de rata, donde se muestran las 1i--
neas de fusién y refusién (Bullivant y Ames 1966).
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La técnica de crio-fractura, que produce una e€sCi—-
sién de la membrana a lo largo del plano central de la bica-
pa lipidica (Pinto Da Silva y Branton 1970), permite obser--
var que en la regibén de la unibén oclusora existe una red de
fibras intramembranales, que se observan en forma de bandas
en la cara de fractura P (protoplédsmica), y canales comple—-
mentarios en la cara de fractura E (exoplésmica) (Stahelin y
col. 1969; Chalcroft y Bullivant 1970; Friend y Gilula 1972;
Claude y Goodenough 1973; Wade y Karnovsky 1974; Branton y -
col. 1975). Estos filamentos son los que constituyen la 1i--
nea de fusién de las membranas de dos células contiguas ——-
(Claude 1978) (fig. 2.2).

Fig. 2.2 Crio-fractura de la unibn oclusora de 1leo de
conejo. En la cara P los componentes de la uniédn apare-
cen como filamentos, mientras que en la cara E se obser
van surcos complementarios. 50 000 x (Martinez-Palomo ;
col. 1978).
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2,2 Formacibn de la unidén oclusora

La formacibédn de la uniédn oclusora implica cambios -
significativos de las membranas de ambas células. El1 ensam-
blaje de las uniones formadas de novo, se caracteriza por la
acumulacién progresiva de particulas intramembranales, las -
cuales se alinean y se funden para formar filamentos conti—
nuos, como se observa por la técnica de crio-fractura (Montg
sano y col. 1975; Benedetti y col. 1974; Wanson y col. 1977;
Robenek y col. 1979).

Una variedad de sistemas experimentales se han usa-
do en el estudio del ensamblaje de la unibn oclusora; teji—
dos en estados tempranos de diferenciaci6tn (Montesano y col.
1975 y 1978); reagregacién de células embrionarias (Dermiet-
zel y col. 1977; Seeds y Hoffke 1978); induccién de uniones
in vitro por vitamina A (Elias y Friend 1976); o por enzimas
proteoliticas (Polak-Charcon y col. 1978; Talmon y Ben-Shaul
1979).

Kaiho (1977) estudi6 en células MDCK el desarrollo
de las uniones intercelulares y encontré6 en tres o cuatro —-
dias aposicién de las membranas celulares y condensaciébn de
material floculento extracelular entre las células vecinas, ‘
lo que consider6 como signos tempranos de la formacidn de —-
desmosomas. Finalmente, los espacios intercelulares se cerra

ron por el complejo de unién en el lado apical.

Epstein y col. (1977) observaron que en células No-
vikoff la cicloheximida no impidié la formacidn de las unio-
nes oclusoras, a pesar de estar en presencia de ésta por més

de 13 horas, desde la hora de sembrado.
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Cereijido y col. (1978) encontraron que si la ciclo
heximida se afiade en las primeras dos horas de sembradas, se
produce un retardo considerable en el desarrollo de la resig
tencia transepitelial. Estos datos los confirmaron Hoi Sang

y Col. (1980) y Griepp y col. (1983).

En monocapas maduras (40-48 horas de sembradas) la
cicloheximida, la puromicina y la actinomicina D, no causan
efecto alguno sobre 1la resistencia transepitelial, Esto indi
ca que no se requiere sintesis protéica ni RNAm para el man-
Tenimiento de la resistencia en monocapas bien establecidas

(Griepp v col. 1983).

En monocapas tratadas con EGTA, el resellado por —-:
calcio no se altera ﬁor la cicloheximida y la puromicina -
(Martinez-Palomo y col. 1980, Griepp y col. 1983). Esto con-
cuerda con observaciones de Meldolesi y col. en 16bulo pan—-

credtico de cobayo.

Se ha visto (Cereijido y col. 1978 b), que monoca—
pas sembradas a confluencia con células provenientes de cul-
tivos de baja densidad celular presentan un retraso temporal
en el desarrollo de su curva de resistencia. Estas monocapas,
a diferencia de las provenientes de cultivos confluentes son
sensibles a la actinomicina D. Sin embargo, no requieren de
nueva sintesis de RNAm si se les mantiene, 24 horas antes de
sembrarse, en cultivo en suspensién (Griepp y col. 1983). In
cluso, si a estas células después de estar en suspensibn por
24 horas, se les trata al momento de sembrarse con ciclohexi
mida, no se previene en absoluto la aparicién de 1la resisteg
cia. Pero, si se les trata con tripsina inmediatamente antes

de sembrarse, las células son incapaces de tener resistencia
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en ausencia de sintesis protéica.

En sintesis, se puede decir que las proteinas estéan
involucradas en la formacibdn de uniones oclusoras. Estas prg
teinas que no se degradan répidamente en condiciones de esta
do estacionario de la monocapa, son destrufdas por 1la tripsi
na y, pueden resintetizarse en ausencia de contacto célula--

célula o célula-sustrato.
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en ausencia de sintesis protéica.

En sintesis, se puede decir que las proteinas estén
involucradas en la formacibébn de uniones oclusoras. Estas pro
teinas que no se degradan rapidamente en condiciones de esta
do estacionario de la monocapa, son destruidas por la tripsi
na y, pueden resintetizarse en ausencia de contacto célula-—

célula o célula-sustrato.



2.3 Cambios estructurales y funcionales de la unibén oclusora

Varios estudios sugieren que las uniones oclusoras -
sufren cambios de configuraciédn répidos en varias condiciones
fisiolégicas y experimentales (Pitelka y col. 1973; Wade y —-
Karnovsky 1974). ©No se conocen los factores involucrados en
el ensamblaje y modulacién de las uniones oclusoras, asi como
la regulacién de su configuracibn espacial. Los cambios en la
ultraestructura de la forma de las uniones se han estudiado -
por técnicas de crio-fractura y microscopia electrédnica con--

vencional.

a) Por ejemplo, drogas cbmo la pronasa en células beta pan —-
credticas (Orci y Amherdt 1973), la faloidina y el tetra——
cloruro de carbono en hepatocitos de rata (Montesano y col.
1976; Robenek 1979), y la N-nitroso morfolina en hepatoci-
tos de rata (Robenek 1980), producen un desarrollo extensi
vo de uniones oclusoras. Las bandas de unién pireden su —-
orientacién paralela predominante. Estos cambios indican -

proliferacién y reorganizacibn de los elementos de unién.

b) Metz y cel. (1977), encontraron que al aplicar presién me-
canica al ducto biliar, se produce una disminucién en el -
nmero de bandas de unibn con varias interrupciones en las
mismas, y la peroxidasa atraviesa la unién. Sin embargo, -
Koga y Todo (1978) encontraron que al aplicar presibén mecd
nica hay un aumento en la profundidad de las uniones oclu-

soras, pero sin cambio en el nimero de bandas.

c) Las uniones oclusoras sufren cambios en organizacién y en
profundidad, al someterse a diferentes condiciones hormona

les, por ejemplo, cuando se inyecta progesterona y estrégg
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no a animales ovarisectomizados (Murphy y col. 1980 y 1989)
o en diferentes estados de prefiez en la rata (Murphy y col
1982); se altera la organizacién de la unién y disminuye -

su eficiencia como barrera de difusibn.

d) Humbert y col. (1976), reportaron que el desarrollo de las
uniones oclusoras, del epitelio de t@bulo proximai de Nec-
turus, varia en paralelo con un cambio en la conductancia
eléctrica. Asi, cuando el epitelio se somete a una diure-—-
sis salina, la complejidad de las uniones disminuye, con -

un incremento en la conductancia de la via paracelular.

e) La temperatura también produce cambios en las uniones oclu
soras, asi, cuando se incuba a 37 grados tejidos de présta
ta de rata, hay una proliferacidédn de nuevas bandas de —=-
unién, lo cual ocurre afin en presencia de inhibidores de -
la sintesis de proteinas; lo cual sugiere que la reordani-
zacibn molecular proviene de un almacén de componentes pre

existentes (Xachar y Pinto DaSilva 1981).

Cuando se cambia la temperatura de 37 a 3 grados —-
centigrados en células MDCK, la resistencia eléctrica de la -
monocapa cambia reversiblemente de 63 a 193 Ohm cm2; cuando -~
la monocapa se fija con glutaraldehido a cada temperatura, la
forma de las uniones oclusoras, la distribucién estadistica -
del nfimero de bandas y la profundidad de las bandas de la -—-

unién no cambia apreciablemente (Cereijido y col. 1983).

Bentzel y col. (1980), mostraron que la adicién de =
faloidina (que aumenta el nfmero de bandas de la unién) a ve-

sicula biliar de Necturus, resulta en un aumento en la resis-
tencia transepitelial.
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Como observamos por todo lo anteriormente expuesto,
se desconoce la relacién que guarda la estructura de la unién

oclusora y su permeabilidad.

2.4 Los cationes divalentes y la unién oclusora

De los cuatro cationes alcalino-terreos magnesio, ~—-
calcio, estroncio y bario, aunque todos son bastante simila—
res en sus propiedades fisicas y quimicas, solo dos, el cal--
cio y el magnesio ocurren naturalmente en los sistemas biolé-

gicos.

El calcio es esencial para la vida de la mayorfa de
los sistemas biolégicos. Entre sus mhltiples funciones esti
la de controlar la permeabilidad de los iones monovalentes; -
ademds, participa en la generacién del potencial de accibébn en
nervio y misculo esquelético. En el caso particular de las cg
lulas epiteliales, el calcio tiene ademds otro papel fundamen
tal, permite la interaccibédn de sus membranas, para dar una —-
unién oclusora. De modo que la permeabilidad de la ruta para-
celular, puede estar determinada por la selectividad al cal-;
cio (Beaty, G. 1978 tesis). ‘

Los estudios de Galli y col. (1976) y Meldolesi Y ==
col. (1978), mostraron que el calcio interviene en la forma—-
cién y mantenimiento de la unién oclusora. Ellos observaron -
en réplicas de crio-fractura, que la incubacién de lébulos -
pancreaticos de cuyo, en un Ringer Xrebs de bicarbonato libre
de calcio y conteniendo 0.5 mM de EGTA, resultéd en la fragmen
tacibn progresiva de la unidén oclusora con formacibn de unio-

nes maltiples discretas (fascia occludentes) localizadas en -
la membrana lateral y luminal; después de una a dos horas en
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dichas condiciones, la mayoria de las uniones oclusoras apa-
recen desensambladas. Si los jones calcio son reintroducidos
hasta el medio de incubaciédn, la unidén oclusora se reforma -

alrededor de los &pices de la célula.

Meldolesi y col. (1978), observaron que la ciclohe-
ximida (usada en la dosis que inhibe sintesis de proteinas)
y la citocalasina B (dosis a la cual rompe los microfilamen-
tos y modifica la forma celular), no tiene efecto sobre la -~
organizacién de la unibén oclusora, sobre su desensamblaje —-
por el medio sin calcio o sobre su re-formacibn dependiente
de calcio; la organizacién y desensamblaje tampoco son afec-
tados por colchicina, pero el re-ensamblaje es defectuoso. -
Estos investigadores concluyen que la estructura de la unibn

oclusora depende del calcio extracelular.

Fujimoto y Ogawa (1982), observaron que en vesicula
biliar de rat6én, incubada en un Ringer Xrebs sin calcio adi-
cionado de 0.5 mM de EGTA, el citoplasma apical toma forma -
de domo que gradualmente se constrifie a nivel de la unién -
oclusora, con el subsecuente abultamiento de microfilamentos
Después de 120 minutos de incubaciébn, el citoplasma apical -

se pierde y sale al lumen.

Cereijido y col. (1978), encontraron que las células
MDCK sembradas inmediatamente después de la tripsinizacién em
piezan a desarrollar resistencia transepitelial dentro de 4-6
horas. En este caso la resistencia alcanza un méximo de 340 -
Ohm cm2 a las 24 horas, luego declina a un valor estable de -
100 Ohm cm2 en pocos dfas. (fig. 2.3) Si la monocapa estabili

zada se coloca en un medio libre de calcio, adicionado de —-
EGTA, la resistencia cae casi a cero, si se le adiciona cal--
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cio, la resistencia aumenta en 60 minutos hasta el valor origi
nal (fig. 2.4). Asi, el calcio parece ser necesario para el =
establecimiento de la unién oclusora. Los demds cationes alca-

lino-terreos (magnesio, estroncio y bario), no lo reemplazan.

Pitelka y col. (1983), usaron bajas concentraciones -
de EGTA o citrato de sodio para quelar el calcio extracelular
en cultivos primarios de células mamarias de rata. Mostraron -
que los eventos que se presentaron en estas células fueron: —-
contraccibn del cuerpo celular, migracibdn centripeta de las mi
crovellosidades, desestabilizacién de la organizacién intramem
branal de la unién oclusora, convolucién de la membrana perifé
rica en y cerca a la unién oclusora y endocitosis de la uniébn

oclusora fragmentada.
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Fig. 2.3 Desarrollo de la resicstencia eléctrica en mono-
capas de células MDCK sembradas a alta densidad sobre dis
cos de colégena. Los discos fueron montados entre dos ca—
maras de lucita conteniendo CDMEM para la medicién de la

recistencia eléctrica. E1 punto lleno sobre uvna linea ho—
rizontal representa el valor de la resistencia en 219 mo-
nocapas maduras, por lo menos de 2 dias de sembradas. (ce
reijido y col. 1978). B
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Fig. 2.4 Efecto de la remosibén del calcio y la adicién
de EGTA sobre la resistencia eléctrica de monocapas de
células MDCK. El reemplazamiento de CDMEM por un medio
libre de calcio adicionado de EGTA provoca una caida ra
pida de la resistencia a la mitad de su valor control,
seguido por un lento decremento. La adicibn de un medio
con calcio, recuperd el valor original de la resisten—-
cia. (Cereijido y col. 1978).
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ITI POLARIDAD

3.1 Polaridad de las membranas epiteliales

3.1.1 asimetria molecular

Hay evidencias hasta la fecha, de que las membranas epi-
teliales son estructuras vectoriales; esto es, sus componen-—-
tes estén asimétricamente distribuidos entre las dos superfi-
cies. Esto suministra una base molecular para la asimetria —-
funcional. Para proteinas y carbohidratos, la asimetria es -
absoluta. Cada copia de una cadena polipeptidica, tiene la -
misma orientacibn en la membrana. Los carbohidratos de la mem
brana plasmadtica se unen a proteinas o lipidos siempre por el
lado externo. Sin embargo, la asimetria de los 1lipidos no es
absoluta; casi cada tipo de 1lipido esté presente en ambos la-
dos de la bicapa lipidica, pero en diferentes cantidades. lLa
asimetria de la membrana se mantiene por una baja frecuencia
de movimiento espontdneo de los constituyentes de una superfi

cie a la otra (Rothman y Lenard 1977).

3.1.2 asimetria anatdédmica

Desde el punto de vista anatbmico se observa también una
marcada asimetrfa, por ejemplo, la cara apical muestra micro-
vellosidades, en cambio la basolateral es lisa. Adem&s, los -
organelos celulares no se disponen al azar sSino que aparecen
orientados. La membrana de la superficie lateral de las célu-
las epiteliales presenta tres tipos de uniones intercelulares:
i) uniones oclusoras; ii) uniones comunicantes o nexus, y iii)
desmosomas, en la direccibn apical a basolateral (Farquhar y
Palade 1963, Revel y Xarnovsky 1967, Goodenough y Revel 1970,
Weinstein y McNutt 1972). |
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3.1.3 asimetria funcional

Desde el punto de vista funcional, en tfibulo distal de -
rifién de mamifero, por ejemplo, la cara apical de una célula
epitelial es muy permeable a sodio y muy poco permeable a po-
tasio, entre ténto, la cara basolateral tiene una alta permea
bilidad al potasio y parece ser relativamente impermeable a -
sodio; en la cara basolateral existe un transporte activo de
sodio que extruye iones sodio de las células, intercambiéndo-
lo por iones potasio (bomba de sodio-potasio), en cambio, la

cara apical carece de bombas (Koefoed-Johnson y Ussing 1958).

Las células acinares del péncreas, también como otras -
gléndulas exb6crinas, estén altamente polarizadas. La libera-
cibén de los productos de secrecién, la cual ocurre por exoci
tosis, estd restringida a ciertas porciones de la membrana -

celular luminal (De Camilli y col. 1974).

Las células LLC-PK, (1inea celular de rifibn de cerdo) -
en cultivo, forman una monocapa de células epiteliales orieg
tadas asimétricamente y unidas unas a otras por uniones oclg.
soras. Estas células transportan glucosa del lado luminal al
basolateral solamente, al igual que el tfibulo proximal de ri

fibn (Misfeldt y Sanders 1981).

El hepatocito es una célula epitelial que muestra marca
da polaridad morfolégica y funcional. La polaridad funcional
es claramente demostrada por transporte transcelular de sa—-
les biliares, proteinas, varios compuestos orgénicos, de la

sangre al compartimiento biliar (Barth y Schwrtz 1982).

Hay mucho interés en conocer los mecanismos biogenéti--

cos, por los cuales los componentes celulares son segregados
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hasta regiones especificas de la membrana celular. Una de 1las
herramientas para estudiar el camino intracelular de las pro-
teinas de membrana y de los productos de secreci6n, ha sido -
el uso de virus que tienen la propiedad de gemar polarizada-—-—
mente; asf, el virus de la influenza, el sendai y el virus si
mian 5, geman exclusivamente por 1la membrana‘luminal de las -
células epiteliales, mientras que el virus de la estomatitis

vesicular gema por la membrana basolateral (Rodriguez Boulan

y Sabatini 1978, Roth y col. 1979, Rodriguez Boulan y Pender-
gast 1980, Green y col. 1981, Rodriguez Boulan y col. 1983).

Este sistema tiene la ventaja de que puede seguirse con rela-
tiva facilidad el camino intracelular de las, pocas en varie-
dad pero abundantes en cantidad, particulas virales. Presupo-
ne que la ruta de las proteinas virales es idéntica a las de

las proteinas intrinsecas de la membrana.

3.1.4 asimetria farmacolédgica

La asimetria se manifiesta también en el efecto de hormo
nas y drogas: la hormona antidiurética, que estimula el trans
porte de sodio y el glucédsido cardliaco ouabaina que lo inhibe
solo tienen efecto en la cara basolateral; en tando la amilo-
rida bloquea el transporte pasivo de sodio en la cara apical

(Biber 1971, Aceves y Erlij 1971, Biber y col. 1972).

La linea celular de rifibn de sapo (A6), muestra un incre
mento en la corriente de cortocircuito (equivalente a un flu-
jo de sodio neto aunado al de glucosa) y en la diferencia de
potencial cuando se adiciona insulina (104 micro U/ml.) en la
solucién del lado basolateral, pero no se produce efecto cuan
do la insulina se adiciona a la solucién del lado apical. Es~

to indica que los receptores de insulina se encuentran en la
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superficie basolateral y que muy poca de esta hormona atravig

sa el epitelio (Fidelman y col. 1982).

3.1.5 asimetria bioquimica

El transporte activo de sodio a través de las membranas
de las células epiteliales, se realiza por la ATPasa sodio-po
tasio activada. La localizacibn de esta enwzima, asi como ——-
otras, se ha estudiado en células epiteliales. Asi la ATPasa
de sodio-potasio se localiza en la membrana celular basolate-
ral de las células de los tfibulos proximal y distal y tdbulo
colector de rifibn de conejo, y membrana basolateral de la 1i-
nea celular epitelial MDCK; asi como, la fosfatasa alcalina -
sensible a cisteina, se encuentra en la membrana luminal de -
las células del tfibulo proximal del rifibn de conejo y la ami-
nopeptidasa se encuentra en la membrana luminal de células --
epiteliales MDCK (Rostgard y Moller 1980, Louvard 1980, Lamb
vy col. 1981). ‘

3.2 La polaridad y la unibn oclusora

La formacién de una monocapa celular epitelial polariza-
da involucra dos tipos de eventos: i) la formacién de uniones
intercelulares ii) la polarizacibén celular por una distribu-
cibn asimétrica de los componentes de la membrana, entre ios
dominios apical y basolateral y, por una distribucibn polar -

de organelos instracelulares.

Una vez establecida la polaridad, se mantiene a pesar —-
del continuo recambio de moléculas. En varios sistemas epite-
liales el estado polarizado es descrito a niveles morfolégi--

co vy molecular, pero el mecanismo involucrado en la génesis
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v mantenimiento de la polaridad celular, asi como los facto-

res que toman lugar en la determinacién de la orientacibn de

la polaridad, son casi desconocidos.

In vivo, la orientacién de la capa celular estd determi
nada durante la morfogénesis. La superficie basolateral esta
siempre en contacto con el medio interno, del cual adquiere

los nutrientes, en epitelios monoestratificados.

In vitro, las células epiteliales aisladas se reorgani-
zan en monocapas celulares polarizadas. La superficie apical
de la monocapa estéd en contacto con el medio de cultivo, y -
la membrana basal est& unida al sustrato (pléstico, vidrio,
colégena, etc.). En estas condiciones, como in vivo, se ori-
gina y se mantiene una orientaciédn de la polaridad celular.
Esta polaridad se puede invertir experimentalmente sin que -
se rompa la unién intercelular, por inclusibn de vesiculas -
de células de tiroide porcina en coldgena (Chambard y col. -
1981).

Se conoce poco acerca dg porqué el epitelio se polariza.
El crecimiento de la mayoria de las lineas celulares epite-
liales, depende de la adhesibn al sustrato, esto es, 155 cé-
lulas no se dividen ni crecen, a menos que se adhieran a una

superficie (pléstico, coldgena, vidrio, etc.).

Rodriguez Boulan y col. (1983), mostraron que la adhe--
sibn, de células epiteliales aisladas, a un sustrato o a —-
otra célula es suficiente para la expresiédn de la polaridad
de la membrana plasmética, la cual se demuestra por la Jgema-

cibn asimétrica de virus.
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La secuencia de eventos por los cuales las células epi-
teliales se polarizan, y el papel de la unibén hermética en -
el mantenimiento de esa polaridad, se ha investigado utili--

zando células en cultivo.

Hoi Sang y col. (1979, 1980), trataron la monocapa con-
fluente de células MDCK, con una soluciédn buffer de fosfato
(pBS) adicionado de 0.1 mM de EGTA, mantenidas a una tempera
tura de 37 grados centigrados, y obtuvieron una suspensibn -
celular en 1 a 4 horas, la cual sometieron a crio-fractura,
para establecer el efecto de la ruptura de la unibén oclusora
sobre la densidad de las particulas intramembranales en las
membranas luminal y basolateral. Observaron que, mientras —-
las monocapas de células MDCK confluentes mostraron uniones
oclusoras intactas y una distribucibn diferencial de partic&
las intramembranales, entre las membranas luminal y basolate
ral, los cultivos disociados con EGTA perdieron los elemen—-
tos de unibn y la distribucién diferencial de particulas in-
tramembranales. Cuando la suspensibén celular se siembra a -
confluencia, en un medio completo (que contiene calcio), las
uniones oclusoras se reforman y las particulas intramembrana

les se redistribuyen de una manera asimétrica..

Estos estudios de disociacibn-asociacibn sugieren una -
relacibén cercana, entre la integridad de la unibén oclusora y
el mantenimiento de la polaridad de las particulas intramem-

branales, entre las membranas apical y basolateral.

En 1l6bulos pancredticos la incubacién en un Ringer-Krebs
de bicarbonato adicionado de 0.5 mM de EGTA, produce desarre
glo y ruptura de las uniones oclusoras, con la consecuente -

desaparicién de la distribuciébn asimétrica de las particulas
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intramembranales entre las membranas apical y basolateral (Ga

11i y col. 1976).

Los trabajos de Pisam y Ripoche (1976) en células epi-
teliales de vejiga urinaria de sapo, los de Drasten y col. —-
(1981) en monocapas de células Ag usando marcadores fluores-—-—
centes y los de Herzlinger y col. (1984) con células MDCK y -
anticuerpos monoclonales, muestran que la unidén oclusora con-
tribuye a mantener la especializacifn de la superficie celu—

lar en epitelios.

Rabito y Tchao (1980), determinaron la unibén de ouabaina
(H3) en la linea celular MDCK durante su reorganizaciétn epite-
lial. La ouabafina, un potente inhibidor de la ATPasa sodio-po-
tasio, tiene una alta afinidad por esta enzima. Esta caracte--
ristica hace posible el uso de ouabaina como una medida del -~

funcionamiento de esta enzima.

En este estudio se usbd la ouabaina (H3), como una estima
cién de la cantidad de ATPasa sodio-potasio durante la reorga-
nizacibébn de células MDCK (de células suspendidas a una monoca-
pa completa). En células suspendidas, la unibn especifica de
ouabaina se redujo en un 67% comparada con la unibén a una mono
capa completa. Después de la resiembra en un soporte permeable,
tanto la resistencia transepitelialvcomo la unibén de ouabaina
incrementaron con el tiempo de incubacibn. Los resultados mos
traron que la monocapa completa muestra més sitios de unién de
ouabaina que las células individuales no polarizadas. Conclu-
yveron que la reduccién en el nfimero de sitios de unidén de oua-
baina (3H) cuando la organizacién de la membrana epitelial se
rompié, como se indicé por la calda de la resistencia eléctri-

ca transepitelial, y el incremento en los sitios de unién cuan
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do la membrana es reorganizada, puede ser una expresién del -
desarrollo de las caracteristicas de permeabilidad especifi--
cas de la membrana apical (alta permeabilidad a sodio), con -
un concomitante incremento de la concentracibén de sodio intra
celular que enciende la sintesis de nuevas bombas de sodio-po
tasio, para reducir la concentracién de sodio intracelular y

establecer un nuevo estado de equilibrio.

Hoi Sang y Evans-Layng (1983), encontraron que en célu-
las MDCK en suspensibn la ATPasa sodio-potasio se encuentra -
uniformemente distribuida a lo largo de la membrana celular,
pero una vez que la unibn oclusora se forma, la enzima apare-

ce finicamente en la membrana basolateral.

Gonzdlez-Mariscal (tésis de maestrfia 1983) encontrd que
la polarizacibén de las particulas intramembranales surge re--

cién cuando la unién oclusora es funcional.
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IV FOCALIZACION DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS DE LA TESIS

4.1 Presentacibn del problema

En la introducciédn hemos mencionado que la funcidén de —-
los epitelios es regular el intercambio de materia entre los
organismos y el medio, y que para cumplir esta funcibdn es ne-
cesario:

1). que las células estén selladas entre siI constituyendo —-
una barrera a la difusiédn de solutos. La estructura res-

ponsable del sellado de la unibn intercelular es la —_
unidén oclusora, y

2). que las proteinas de membrana que operan y regulan el —-
transporte vectorial de solutos estén distribuidos a31mé
tricamente, es decir, estén polarizados.

Un problema central en la biologia de las células epite-
liales es, c6tmo y porqué estédn polarizadas sus membranas. Da-—
do que la unidén oclusora forma un cinturdn alrededor de las -
células, delimitando los dominios apical y basolateral, y —-
constituyendo una barrera para la difusibn lateral de los com
ponentes de membrana, parece 16gico suponer que debe existir
una relacién entre la aparicién de la unidn oclusora y el de-

sarrollo del fenbmeno de la polaridad.

El objetivo central de esta tesis, es caracterizar el —-
proceso de formaciédn de la unidén oclusora, asi como, su evolu
cién con la edad de la monocapa, desde el punto de vista fun-
cional (evolucién de la resistencia y de la permeabilidad) y
estructural (ndmero de bandas y profundidad de la unién). Co-
lateralmente se analizan algunos aspectos del desarrollo de -

la polaridad.



1)e-

2).-

3).-

41

70197

N . . i
Los objetivos especificos son los siguie St

Disefiar un protocolo experimental que permita estudiar -
el proceso de ensamblado de la unién oclusora, separando
lo de todos los-otros procesos que sufre la célula, des-
de que se siembra hasta dque se establece la monocapa ma-
dura.

Estudiar el rol del calcic en la sintesis y ensamblaje -
de los componentes de la unién oclusora, y en el sellado
de la unibn intercelular.

Estudiar si la resistencia depende de la edad de la mono
capa, y de ser asi, demostrar si esta dependencia se co-
rrelaciona con cambios en el nGmero de células por unie-
dad de &rea y/o con la estructura (ntmero de fibrillas y
profundidad de la unién oclusora).

Ventaja de las células epiteliales en cultivo

Los cultivos celulares son de gran valor para el estudio

de una variedad de funciones celulares, asi, las células epi=-

teliales en cultivo son fitiles para estudiar el transporte ——-

transepitelial y el control del transporte por algunas sustan

cias

(hormonas y drogas) o por cambios fisicos.

Handler vy col. (1980), citan las ventajas de las células

epiteliales en cultivo:

a).

b).

c).

Se minimiza la variabilidad entre las muestras en un ex-
perimento. Todas las preparaciones se pueden derivar del
mismo lote de células precursoras, minimizando diferen--
cias genéticas; asi, las preparaciones pueden ser mante-
nidas en el mismo medio por un periodo apropiado antes -
del experimento, eliminando diferencias que pueden resul
tar de factores nutricionales, endbécrinos y de edad.

Se puede contar con grandes cantidades de material.

Las células se pueden congelar y descongelar después de
algln tiempo, permitiendo retornar al mismo material ex-
perimental.
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d). Se evita que haya mds de un tipo celular.
e). Se pueden desarrollar lineas celulares mutantes.

£f). Se puede partir de células epiteliales separadas y asimé
tricas y seguir temporalmente la formacibn de un epite-—-
lio polarizado.

4.3 Caracteristicas Morfolbgicas y Funcionales de la linea

celular epitelial MDCK (Madin and Darby Canine Kidney)

La linea celular MDCK deriva de un rifibn de perro Cocker
Spaniel adulto (Madin and Darby 1958).

Esta linea celular tiene propiedades de epitelio tubular
renal y de adenocarcinoma papilar (Leighton y col. 1970; Rin-
dler y col. 1979).

Estudios morfolbgicos y bioquimicos sugieren que las cé-
lulas MDCK derivan de los t@bulos contorneado distal (Rindler
y col. 1977, 1979) y colector (Valentich 1981). Sin embargo,
Herzlinger y col. (1982), observaron que las c&lulas MDCK ex-
presan antigenos de superficie correspondientes a la porciédn
ascendente gruesa del asa de Henle y al t@bulo contorneado —-
distal. Este posible origen mtltiple de las células MDCK, se
evidencia también en el hecho de que la captacién de sodio en
ellas es inhibible tanto por amilorida (lo que las asemeja al
tbulo contorneado distal) como por los diuréticos furosemiaa
y bumetamida que actian fundamentalmente sobre el asa de Hen-
le (Rindler y col. 1979, McRoberts y col. 1981).

El origen diverso de las células MDCK puede tal vez eX—-

Plicar la heterogeneidad encontrada, tanto en la formacibn de
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ampollas (Lever 1979) como en la magnitud de la resistencia
transepitelial de las monocapas (Simmons 1981; Barker y Sim-

mons 1981 ).

Leighton v col. (1970), mostraron que cuando las célu--
las crecen sobre un soporﬁe impermeable y s6lido, forman am-
pollas que resultan del transporte vectorial de agua del me~
dio hacia el soporte y, que la ouabaina, un inhibidor especi
fico de la ATPasa de sodio-potasio (cara basolateral) acopla

da al flujo neto de agua, impide la formacibdn de ampollas.

Leighton vy col. (1970), Cereijido y col. (1978), Rind--
ler y col. (1979), mostraron que las paredes de las ampollas
estédn constituidas por epitelio polarizado, esto es, ﬁna mem
brana apical con microvellosidades y una membrana basolate——

ral lisa.

La polarizacién celular se manifiesta:

a). Morfolbégicamente, por la presencia de microvellosidades
en la cara apical, de uniones oclusoras en la porcién -
anterior de la cara lateral y de interdigitaciones en -~
la membrana lateral de las células vecinas (Kaiho 1977;
Leighton y col. 1969, 1970).

b). Bioquimicamente, por la localizacibdn asimétrica de enzi
mas de membrana, tales como la ATPasa sodio-potasio y -
la leucina aminopeptidasa que se encuentran en las Ca——
ras lateral y apical respectivamente (Louvard 1980).

c). Funcionalmente, por el transporte vectorial de agua y -
electrélitos (Mifeldt y col. 1976; Cereijido y col. —-
1978 a y b), asi como por la gemacibén asimétrica de vi-
rus (Rodriguez-Boulan y Sabatini 1978).

La monocapa de células MDCK tiene la habilidad de for--

mar uniones oclusoras que le confieren una resistencia eléc-
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trica y por lo tanto, actlian como una barrera de permeabili—
dad. Estas uniones estéin formadas por un conjunto de fibri —-
llas, interpuestas entre el lUimen y el espacio intercelular,

que vistas por crio-fractura, aparecen como una red comunicag
te de fibras en la cara de fractura P y como canales comple——

mentarios en la cara de fractura E (Fig. 4.1).

Cereijido y col. (1980), mostraron que las uniones oclu-
soras de la monocapa de células MDCK, no forman como en la ma
yoria de los epitelios naturales, un cinturé4n homogéneo a tra
vés del perimetro de las células adjuntas, y ademés estas --
uniones presentan regiones de alta resistencia intercaladas -
con sitios de baja resistencia. Los estudios de crio-fractura
mostraron que las uniones estln compuestas de regiones de —-
8-10 bandas, intercaladas con otras donde las bandas se redu-

cen a una o dos.

Cuando la monocapa se forma sobre un soporte permeable y
transléicido (disco de nylonM cubierto con coldgena) se puede -
montar a manera de diafragma entre dos camaras de Lucita lle-
nas de medio, pasarlés una corriente y con la deflexién de -——
voltaje producido, calcular la resistencia transepitelial, la
cual empieza a desarrollarse durante las cuatro a 6 horas de
sembradas. E1 valor de esta resistencia aumenta constantemen-
te durante las primeras 24 horas, al final de la cual alcanza
un méximo, después del cual decrece hasta un valor cohstante,

aproximadamente 104 Ohm cm2

Si se adiciona cicloheximida (6 microgramos/ml.) en las

primeras dos a seis horas de sembradas, hay un retardo en el

desarrollo de la resistencia, por lo tanto, podemos suponer -
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Fig. 4.1 Réplica de crio-fractura de una monocapa con-
fluente de células MDCK. En la cara P de la membrana —-
(PM) la unidbén oclusora (TJ) se v& abajo de las microve--

llosidades (MV). C citoplasma; N membrana interna nuclear
(b) bandas de unién en cara de fractura P. (c) surcos en
cara de fractura E.

(Cereijido y col. 1978).
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que los componentes de la unién se sintetizan en ese periodo

de tiempo (Cereijido y col. 1981) (Fig. 4.2)

Hoi Sang y col. (1979, 1980), proponen tres fases
en la formacién de las uniones oclusoras de las células MDCK
reagregantes: una fase inicial de sintesis (primeras 5 horas
después de sembradas), una fase intermedia, correspondiente
al transporte e insercién de los componentes de la unién has
ta la membrana celular y, una fase de ensamblaje final de 10

a 18 horas.

Cereijido y col. (1978), observaron que la monoca-
pa de células MDCK crecida sobre un soporte permeable, desa-
rrolla un potencial eléctrico esponténeo de aprox. lmv., asi
la monocapa se considera un epitelio permeable, caracteristi
ca que constituye una clara ventaja para el estudio de even-
tos eléctricos a nivel de las uniones oclusoras; este valor
estd de acuerdo con el reportado por Misfeldt (1976), y con
lo esperado para un epitelio permeable, donde la via parace-

lular predomina.

La habilidad de la monocapa para discriminar entre
aniones y cationes, fué calculada por Cereijido y col. 1978,
midiendo el cociente entre la permeabilidad a sodio y cloro.
Se obtuvieron los potenciales de dilucién generados, montan—
do la preparacibén entre dos soluciones Ringer conteniendo 75
y 150 mM de NaCl. Los resultados indicaron que la prepara—

cibn es 8 a 9 veces més permeable a sodio que a cloro.

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

traron que las uniones oclusoras pueden ser abilertas cuando
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Fig. 4.2 Desarrollo de la resistencia eléctrica a través
de monocapas'de células MDCKX sembradas a confluencia a —-
tiempo cero.. La resistencia eléctrica surge lentamente a

medida que las uniones se sintetizan y cierran (circulos

vacfos). La cicloheximida (6 micragramos/ml.) presente du
rante el perfodo marcado por el recténgulo vacio retrasa

el desarrollo de la resistencia (cuadrados vacios). La pu
romicina (10'4M) tiene el mismo efecto (circulos 11enos)f
Si la cicloheximida est& presente en el periodo marcado -
por el rectangulo lleno, no inhibe el desarrollo de la re
sistencia eléctrica (cuadrados llenos). (Cereijido y col.
1981).
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la monocapa se coloca en un medio sin calcio conteniendo EGTA,
yva que la resistencia transepitelial disminuye a cero (Fig. -
4.3), y la micrografia electrénica muestra apertura de la -—-
unién (Fig. 4.4) (Cereijido y col. 1978). Cuando se le adicio

né calcio, la resistencia se recuperd totalmente (Fig. 4.3).

E1l proceso de apertura y sellado no se afectd por -
la adicién de ciclcheximida. Estos investigadores también en-
contraron que existe un éptiro en la concentraciédn de calcio,
mas alld de la cual la resistencia no varia notablemente —--

(Fig. 4.5) (Martinez-Palomo y col. 1980).

Meza y col. (1980), mostraron que la asociacién de
los microfilamentos y la membrana plasmatica, en la regién de
la unidn oclusora, resulta en una accid4n concertada, lo cual

regula la funcidr de la unidn.

Las uniones oclusoras de las células MDCK son imper
meables a los trazadores macromoleculares de microscopia elec

trbénica, como la lactoperoxidasa y el rojo de rutenio.

4.4 Objetivcs

Con base en las preguntas planteadas al principio -
de este capitulo, se proponen para el presente estudio los si

guientes objetivos:
1). Analizar el papel del calcio en el sellado de la unibn —~
cclusora. '

Para estudiar Jlo anterior, se disefi6 el siguiente protoco

lo: las células se siembran a confluencia sobre discos de
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Fig. 4.3 Recuperaciédn de la resistencia eléctrica a tra-
vés de monocapas de células MDCK. En la flecha 1 todos -
los discos se colocan en MEM sin calcio y 2.5 mM de EGTA.
E1l calcio se reestablece a los tiempos marcados por las -
flechas. (Martinez-Palomo 1S80).
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Fig. 4.4 (a y b) Micrografia electroénica de una monocapa
de células MDCK tratadas por 10 minutos con EGTA en un -
medio libre de calcic. Las uniones oclusoras (flechas) y

los desmosomas estén abiertos. (a) 6 120 x y (b) 22 000
x. (Cereijido y cocl. 1978).
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Fig. 4.5 Resistenciafeléctrica en funcibn de la concen-
tracibén de calcio en ;1 medio de cultivo. Previamente ——
los discos se incuban por 45-90 minutos en medio con di-
ferentes concentraciones de calcic. (Martinez-Palomo Yo
col. 1980).
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nylon cubiertos con coldgena en un medio que contiene calcio;

a los 60 minutos se pasan los discos con la monocapa a un me-

dio sin calcio, en el cual permanecen 20 horas. Esto hace que

las células se recuperen de la tripsina, se extiendan y ade-—-

clien sus bordes unas a otras. Al final de este tiempo, si se

pasa la monocapa de células a un medio con calcio, es posible

estudiar la cinética de sellado de la unién oclusora.

2).

3).

Estudiar si los componentes protéicos de la unibn ocluso-
ra estén formados o se sintetizan en el momento de agre-—-—

gar el calcio.

Se sigue el protocolo anterior, pero a las 20 horas de es
tar sin calcio las células, se pasan a un medio con cal——
cio que contiene cicloheximida, en la misma concentracién
usada para las recién sembradas, y se sigue la cinética -
de sellado.

Estudiar si solamente es necesario la adhesién al sustra-
to para que se polaricen las células o si se necesita la

unién oclusora.

Para esto, a las 20 horas de estar la monocapa en un me—-—
dio sin calcio, se somete a un estudio de crio-fractura -
para observar si las bandas de la unién oclusora estén --
formadas y por cuenta de las particulas intramembranales,
saber si estén polarizadas. Lo mismo se hace con monoca-

pas que permanecieron 20 horas con calcio.

Como primera parte de los objetivos de esta tesis, se es-

tudia especificamente el sellado de la unidén oclusora.
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Los siguientes objetivos se refieren a la permeabilidad -

transepitelial.

Estudiar si la permeabilidad de la monocapa varia con la

edad y ntmero de células.

Para esto, se siembran monocapas a alta y baja densidad -
celular y se sigue el desarrollo de la resistencia trans-
epitelial con el tiempo de sembradas y a la vez, se cuen—

ta el nimero de células que existen en ese momento.

Estudiar la relacidn entre la permeabilidad de la monoca-

pa y la estructura de la unidén oclusora.

Para esto, se someten monocapas de células a alta y baja
densidad, de 24 y 72 horas de sembradas, a un estudio de
crio-fractura, para contar el numero de bandas y su pro--

fundidad.
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V MATERIAL Y METODOS

5.1 Cultivo celular

Se utilizan células MDCK (Madin Darby Canine Kidney),
entre los pasajes 60470. Las células iniciadoras del cultivo

fueron obtenidas de la American Type Tissue Collection.

Las células se cultivan a 35.6 grados centigrados en
botellas de pléstico desechables de 150 cm® de Area (Costar
3150, Cambridge, Mass), en una atmbésfera coripuesta por 95% —

de aire y 5% de CO, que mantiene el pH a 7.4 (incubadora VIP

2
CO. 417, Lab Line Instruments Inc., New Brunswick, N.Y%). Ca

2
da botella contiene 20 ml. de medio esencial minimo de Dulbe
cco (DMEM) con sales de Earle (Grand Island Biological Col.
(GIBCO) 430-1600, Grand Island, N.Y.)adicionado de 100 U/ml.
de penicilina, 100 microgramos/ml. de estreptomicina, 1 U/mL
de insulina (GIBCO 600-5145 y Lilly, respectivaménte) y 10%
de suero de ternera GIBCO 200-6170). A este medio se le deno-

mina medio completo (CDMEM).

Las células se adhieren a la superficie del recipien
te v forman una monocapa confluente. E1 medio de cultivo se
cambia cada tercer dfa. Las células se cosechan con una mez-
cla de tripsina-EDTA (GIBCO 610-5305). La suspensién de célu-
las tripsina-EDTA se centriguga por dos minutos a 500 r.p.m.
y la pastilla se resuspende en CDMEM. Esta suspensiédn celu—-—
lar se utiliza tanto para sembrar los discos de nylon, como

para crecer monocapas en botellas de cultivo.

5.2 Cultivo de monocapas con fines experimentales sobre dis

cos de nylon recubiertos con cclégena.
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5.2.1 Preparacién de la colégena

Se disecan sobre hielo colas de rata y se desprenden
los tendones longitudinales, que aparecen como hilos blancos
brillantes. Después de cortarlos en pequefios pedazos, se CO-
locan en &cido acético al 2% y frio. Se mantienen en agita-—-
cién y 4 grados centigrados por una hora. La suspensibdn se -
centrifuga a 2000 g, a 4 grados centigrados, descartandose -
la pastilla de material insoluble. E1l sobrenadante se diali-
za contra agua destilada a 4 grados centigrados, a fin de —-
eliminar el &cido. La solucién resultante estd lista para —-

usarse. El1 exceso se refrigera.

5.2.2 Preparacidén de los discos de nylon

Como soportes se utilizan discos de nylon de 1.3 cm
de di&metro, con un a&rea de cuadro de la malla de 100 x 120
micras (HC-103 NITEX, TETKO, Inc.). Estos discos se limpian
por sonicacibébn durante 15 minutos en acetona, se enjuagan —-

con etanol al 96% y se secan a la temperatura ambiente.

5.2.3 Preparacidén de los discos de nylon con colége
na

Los discos de nylon se cubren con colagena sumergién.
dolos en ésta, en frio; se exponen por 3-4 minutos a vapores
de amoniaco a temperatura ambiente, a fin de promover el en-
trecruzamiento de la colégena. Se transfieren a etanol al —-
70% y se dejan por 24 horas paraque se esterilicen. Para eli
minar el etanol se lavan 5 veces con amortiguador salino de

fosfatos de Dulbecco (PBS, GIBCO 450-1300) estéril. 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 coléagena

cada disco se ccloca en una cémara individual de una
bandeja multicompartimentada con pozos de 16 mm. de diémetfo
(Linbro Chemical, Co. New Haven, Conn.). En cada compartimen
to se siembra un mililitro de la suspensibén de células en —-
CDMEM con 106 células/ml.; la bandeja se incuba a 35.6 gra--
dos centigrados en un ambiente del 95% de aire y 5% de 002 a
humedad constante. A los 90 minutos, en los cuales las célu-
las se adhieren al sustrato, se transfieren a otro comparti-
mento que contiene un mililitro de CDMEM sin células, de es-

ta manera se eliminan las células no adheridas al sustrato.

En los experimentos para estudiar la primera parte -
de los objetivos, los discos con las monocapas se transfie--

ren a un medio sin calcio (MEM sin calcio, GIBCO 410-1300).

Para los experimentos de la segunda parte de 1los Ob-.

5 6

jetivos, se siembran 10° y 10~ células/ml. para los tiempos

de 24 horas de sembradas a baja y alta densidad, respectiva-
mente; para las 72 horas se siembran 104 y 10° células/ml. -

para baja y alta densidad, respectivamente.

5.3 Cultivo celular sobre caja de Petri

Se siembran 2 ml. de la suspensién celular por caja
de Petri de pléstico de & cm® de Area cultivable (Lux 5221,

Miles Laboratories, Naperville, II).

5.4 Cultivo celular en botellas de plastico

Se siembran 10 ml. de suspensibén celular por botella
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Falcon de 75 cm2 de &rea de cultivo (Falcon 3024, Oxnard, -
cal.)

5.5 Mediciones eléctricas

Los discos se colocan a manera de diafragma entre —-
dos céamaras de lucita con un volumen cada una de 1 cma. El -
drea del disco que queda expuesta es de 0.23 cm2. La difereg
cia de potencial eléctrico entre las dos cémaras se registra
con un par de electrodos de Ag/AgCl colocados a 1 mm. de dis
tancia a cada lado del disco o conectado a-un voltimetro. La
corriente se pasa a través de electrodos de Ag/AgCl coloca—-
dos a 2 cm. de la monocapa. A fin de evitar potenciales de -
asimetria entre los electrodos de Ag/AgCl, éstos se pPreparan

de la siguiente manera:

En un vasc de precipitados de 100 ml. conteniendo —
HC1 1.0 normal, se coloca un anodo de alambre de Ag enrrolla
do en forma Helicoidal sobre la pared interna del vaso. En -
el centro se sumergen. dos alambres de Ag que actﬁan.como cé~-
todos y se hace circular corriente para producir la electr6-
lisis. En estas condiciones los dos c&todos estén sometidos
a un campo eléctrico igual y constante y en consecuencia, se
"platean" en forma pareja. Se obtienen asi dos electrodos de

Ag/AgCl con un potencial de asimetria entre O y 0.1 mv.

5.5.1 Medicién y cdlculo de la resistencia de 1la
monocapa '

La monocapa epitelial adherida al disco de coléigena
se monta entre las dos cémaras conteniendo medio esencial mi

nimo completo (salvo que se especifique el uso de otras solu
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ciones). Se pasa un pulso de corriente de 20 micro ampere y
se mide el cambio de potencial registrado. La resistencia —-

por unidad de &rea se calcula segln la siguiente ecuaciébn:
RY = V' . A/T

donde V' es la diferencia de potencial medida al pasaxr unaj—
corriente I de 20 micro ampere a un area de disco A de 0.23

2
cm .

A este valor R' se descuenta la resistencia de la so
lucién contenida en la cémara y la resistencia del soporte -
(disco de nylon cubierto con colégena). Este valor se obtie-
ne de la misma forma dque el anteriér pero colocando entre am

bas cémaras un disco libre de células.

Asi pues, la resistencia de la monocapa epitelial re

sulta ser:
R=DR! —R" = A (W - V") /I

donde R' y R" son las resistencias por unidad de &rea del -—
disco cubierto por la monccapa y del disco’libre, respectiva
mente; A es el Area expuesta del disco (0.23 cm2), I es la -
intensidad de la corriente (20 microampere); V! y V" son las
diferencias de potencial registradas en presenéia y ausencia

de la monocapa epitelial respectivamente.

5.5.2 Medicién del potencial de diluciémn. Célculo
del cociernte de permeabilidad sodio-cloro

La monocapa epitelial adherida al disco se monta en-

.tre dos cé&maras de lucita. La cé&mara en contacto con el lado
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basolateral de la preparacidn, es decir, el que estéd pegado -
al soporte, contiene una solucidédn 150 mM de NaCl. E1 lado lu-
minal de la preparacibébn estd bafiado por una solucibn 75mM de

NaCl. Se genera asi, una fuerza impulsora desde el lado baso-
lateral hacia el luminal, debida al gradiente de concentracig
nes, pero como dentr de la membrana el catibén sodio tiene ma
yor movilidad (es mé&s permeable) que el anibén cloruro, apare-
ce inmediatamente una diferencia de potencial que hace positi
vo el lado luminal y negativo el lado basolateral. Esta dife-
rencia de potencial es el llamado "potencial de dilucién". Pa
ra medirlo correctamente es necesario trabajar a temperatura

constante y con agitacibdn enérgica.

La ecuacién de Goldman-Hodkin-Katz permite calcular -
el cociente de permeabilidades entre catién y anién, conocien
do el potencial de dilucidén y las actividades a cada lado de

la membrana.

o a 1,
B = RT 1n N Na Cl C Ec. # 1
F P a" + P a'

donde E es el potencial de dilucién; R,T y F tienen sus signi

ficados habituales; LY PC1 son las permeabilidades de la -

PN

. . . 1 - i,
membrana al catién sodio y al anidbn cloruro y a_Na d_Cl y -
a"Na = a"Cl son las actividades medias del electrblito NaCl

en las soluciones externa e interna, respectivamente. LLaman-—
do betta al cociente de permeabilidades entre cloro y sodio.

PCl

PNa

B =
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la ecuaciébn # 1 resulta:

at + Ba"

E = ?T 1y . Na cl
1" 1
a Na + Ba c1
y en consecuencia:
I F/R T
p - N Na
v _ _ an ‘
aly, € - E F/RT - a c1

Los potenciales de dilucién se determinan utilizando las si-

guientes soluciones:

lado luminal NaCl 75mM, CaCl2 1mM, TRIS 1.5mM, sacarosa 150
mM.

lado basolateral NaCl 150 mM, Ca012v1mM, TRIS 1.5mM, sacaro-

sa 150 mM. pH de ambas soluciones = 7.4

5.5.3 Medidas eléctricas con microelectrodos

El registro con microelectrodos fué hecho en monoca-
pas cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio cubiertos con co
lagena, sobre la platina de un microscopio de contraste de -~
fases Leitz. La solucibén de registro fué CDMEM. Los experi--
mentos fueron llevados a cabo a 37 grados centigrados. La —
temperatura del bafio fué electrénicamente controlada y fué -
monitoreada con un extremo pequefio de un teletermémetro ¥YSI
localizado cerca a la monocapa. Para evitar la evaporacién -
de la solucidn, ésta se cubrid con una capa delgada de acei-

te.
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Los microelectrodos se hicieron con un P77 Brown Fla-
ming, Sutter Ins, Co. de tubos capilares de microfibras de vi
drio de Borosilicato. Fueron llenados con una solucién 3 M de
KC1 o 4M de acetato de potasio. Se prefirid microelectrodos -
llenos de acetato de potasio, ya que tienen menos rectifica--
cibén. Las resistencias de los microelectr dos variaron de 60~
250 m Ohm. En la mayoria de los casos se usaron microelectro-
dos con resistencias de 100-150 M Ohm, la cual d4 penetracién
estable y muestran pocas propiedades de rectificacién con la

corriente que se usé (menos de 0.5 micro ampere).

Los microelectrodos fueron conectados a amplificado~—-
res de alta impedancia estandar (WPI XS 700) lo cual permite
registrar el potencial de membrana e inyectar corriente simul

tdneamente, via un circuito sustractor.

La corriente inyectada fué registrada con un pre am-—-—
plificador WIP (XS 700) o via un convertidor corriente voltaem
je (analog Devices 52), con 100 M Ohm en el asa alimentadora
negativa, asi, 1 mv = 0.01 nano ampere. E1 bafio se conecté a
tierra via un alambre de AgCl el cual fué conectado a la en—-—

trada negativa del convertidor corriente-~voltaje.

Antes de la penetracidén el circuito sustractor del —-
voltaje fué cuidadosamente ajustado repartiendo pulsos de co-

rriente de 0.1-1 nano ampere.

Una vez que la célula fué penetrada, fueron necesa —-—
rios ligeros ajustes del balance, y el punto nulo puede ser -
acertadamente determinado debido a la gran constante de tiem-

PO relativo de la membrana, en comparaciédn con la constante -
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de tiempo del circuito de registro. Este procedimiento pudo -
ser 6ptimamente obtenido con la compensacién de la capacidad

negativa antes de la oscilacién.

Los pulsos de corriente de amplitudes crecientes fue-
ron repartidos para obtener la relacidn corrientg/yoltaje. La
constante de tiempo de la membrana fué medida al 63% del Ni--
vel del estado de equilibrio del voltaje de respuesta. Los mi
croelectrodos fueron montados sobre una pieza de mando piezo-
eléctrica (Burleigh, Inchworm Controller, PZ 550) montado so-
bre un micromanipulador tipo Huxley. Para penetrar las célu-—-

las se fueron dando pasos de 4 micro metros.

5.6 Estudios morfolbégicos

5.6.1 Crio-fractura

Las réplicas de crio-fractura se obtienen de monoca——
pas sembradas en botellas de 75 cm2 de &rea cultivable. Estas
monocapas se fijan con glutaraldehido al 2.5% en amortiguador
de cacodilato de sodio 0.1 M, por un tiempo minimo de 30 min.
Gradualmente se infiltran con glicerol, hasta llegar a una —-
concentracién final del 20% en la que permanecen du;ante ana
hora. Enseguida la monocapa se raspa del sustrato y se conge-
la en frebn 22 enfriado a -196 grados con nitrbégeno liquido.
La crio-fractura se realiza con un aparato Balzers 300 (FL —
9496, Balzers Leichenstein) equipado con una bomba turbo molg

6 mm de

cular a -120 grados centigrados y un vacio de 2 x 10
Hg. Después de la evaporacibén del platino y el carbdn, las ré
plicas se lavan en hipoclorito de sodio por 24 horas. Final--

mente se enjuagan con agua destilada y se recogen en rejillas
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en un microscopio electrédnico Zeiss EM 10 (Zeiss, Oberkochen

Germany).

Hacemos notar que las monocapas que estuvieron 20 -
horas sin calcio, al despegar la monocapa del sustrato las -
células se dispersaron y hubo que formar una pastilla por —-
centrifugacién. Las muestras para congelar se tomaron con pi

peta Pasteur.

5.6.2 Microscopia electrbénica de transmisién

Las monocapas sembradas en caja de Petri de 8 cm2 -

de &rea, se fijan con glutaraldehido al 2.5% en amortiguador
de cacolidato de sodio 21 0.1 M. Después de 3 lavados con el
amortiguador, las muestras se postfijan con tetradxico de os
mio al 1% en la solucidédn amortiguadora con rojo de rutenio -
(0.5 mg/ml.). Posteriormente se deshidratan en series gradqi
les y se embeben en epon 812. Los cortes finos se hacen con

navaja de diamante y se recogen en rejillas recubiertas con

forvar. Las muestras se tifien con citrato de plomo y acetato
de vranilo. Se examinan con un mMiCroscopio eleétrénico Zeiss

EM 10.

5.6.3 Cuantificacién de la morfometria de la
wnidn oclusora

A fotografias de las réplicas de crio-fractura ame--
pliadas a 83000 x se les traza una linea paralela al eje —
principal de la unibén y lineas perpendiculares a ésta cada -
133 nm. Se cuenta el nimerc de filamentos que intersecta con

cada una de estas lineas secundarias y se mide la distancia
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entre el filamento superior y el inferior, lo que se toma co
mo profundidad de la unibén. Un solo filamento se considera -
profundidad cero. Los datos obtenidos se procesan con el pPro
grama de distribuciédn normal en una microcomputadora Hewlwtt

Packard 85 C.

5.6.4 Analisis de densidad de particulas intra-
membranales (PIM)

A fotografias de réplica de crio-fractura de mem-
brana plasmdtica con un aumento de 110 000 X,'se les trazan
circulos de 4.52 cm2 de &rea (0.037 micrémetros2 de membrana)
en los que se cuenta el nuimero de PIM. Los circulos se dibu-
jan con el fin de evitar estructuras tales como, microvello-
sidades, zonas de poco contraste o regiones donde el plano --
de fractura abandona la membrana plasmética. Los resultados .
se expresan como # PiM/ micrémetro2 error estandar. La -—
identificacién positiva de las regiones de membranas estudia
das apical y basolateral, fué llevada a cabo tomando en cuen
ta:

i) La presencia de microvellosidades crio-fracturadas en -
el caso de la superficie apical.

ii) desmosomas, uniones oclusoras, ausencia de microvellosi
dades y presencia de vesiculas pinociticas, en la re —
gibén basolateral.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 E1 desarrollo de la resistencia

El uso de cémaras de pléstico para determinar las
propiedades eléctricas y flujos ibnicos de epitelios de anfi-
bio, se conoce desde los trabajos clésicos de Ussing, (1960. )~
Muchos investigadores han considerado la posibilidad de que -
un artefacto de la conductancia real puede ocurrif en los bor

des fijados de una preparacibn.

Asi, la permeabilidad anormal en los bordes, lle-
va a una reduccidédn en la diferencia de potencial, con el co--
rrespondiente incremento de la conductividad del tejido. En--
tonces, el flujo transepitelial de iones marcados se puede au
mentar en ambas direcciones, obscureciendo pequefios cambios -
en la verdadera permeabilidad ibnica pasiva, en respuesta a -

varios estimulos (Walser 1970).

Civan y col. (1966), redujeron el dafioc de borde -
aplicando una presién minima para fijar el tejido y, no encon

traron cambios en la diferencia de potencial.

Un examen més directo de borde fué llevado a cabo
por Dobson y Kidder (1968) en piel de rana, en la cual midie-
ron la extensibn y caracteristicas de esta regidn de dafio, va
riando el cociente borde/superficie, en cémaras de disefio es-
pecial. Encuentran que en el é&rea datiada, la cual se extiende
aproximadamente 0.7 mm. del borde fijado, los'espacios inter-
celulares estln alargados y la conductividad idnica pasiva se
incrementa, explicado por la cafda en la diferencia de poten-

cial transepitelial. La corriente de corto circuito no se al-
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tera y esto sugiere que las células que llevan a cabo el tramns
porte activo no se alteran en la zona de dafio, pero si la con~
ductancia pasiva entre las células, y esto ultimo es responsa-

ble del cambio en la diferencia de potencial observada.

Asi, cualquier proceso, el cual lleve a la apertu-
ra de los espacios intercelulares, asi como, el estiramiento -
ejercido en el montaje del tejido a la cémara, bajard la dife~
rencia de potencial por decremento en la resistencia de la via
paracelular, pero la resistencia total no disminuye hasta cero,
ya que las resistencia transepitelial tiene dos componentes: -
uno intercelular, el cual disminuye por ei dario y, otro intra-

celular, el cual no cambia.

Para ver si dicho dafio de borde puede perturbar —
los valores de la resistencia medida, se estudid el valor de -
la resistencia por cm2 de monocapas, medida en cémaras de dis
tinta 4rea expuesta. El valor encontrado corresponde exclusiva
mente a la monocapa, ya que se le ha descontado la resistencia
de la solucibn y del soporte. Las areas de monocapas expuestas

. . 2
fueron las siguientes: 1.43, 0.69 y 0.23 cm .

La tabla 6.1 muestra que en cada 4rea medida el va
lor de la resistencia fué de 2207F 21(9), 228+ 13(10) vy 266* 16
(18) respectivamente. Como observamos, no hay diferencia signi
ficativa entre cada uno de los valores. Estos resultados indi-
can que no hay bordes dariados y, que por lo tanto, se pueden -
hacer las medidas en cualquiera de estas clmaras; las medidas
de resistencia eléctrica de las monocapas estudiadas se hicie-
ron en la camara de 0.23 cm2 y los potenciales de dilucibn se

midieron en la cé&mara de 0.69 cm2 de ventana.
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Una vez optimizadas las condiciones experimenta—
les, se midié la evolucién de la resistencia de la monocapa -

de células con el tiempo de sembradas.

La figura 6.1 muestra la gré&fica obtenida. La re-
sistencia empieza a desarrollarse a las 5-6 horas de postsiem
bra, alcanza un méximo aproximadamente a las 24 horas y des~—e
pués baja continuamente hasta el 7° dfa; esto esta de acuerdo

con lo encontrado con Cereijido y col. (1978).

Tabla # 6.1
AREA DE LA MONOCAPA RESISTENCIA TRANSEPITELIAL
(cm2) (Ohm cm2)
1.43 220 ¥ 21 (9)
0.69 228 ¥ 13 (10)
0.23 , 266 + 16 (18)

Resistencia transepitelial de monocapas de células MDCK
de distinta 4rea expuesta * error standar (nfimero de determi- -

2
naciones). Intensidad de la corriente 100 mlcroampere/cm . D1'
ferencia no 51gn1£1cat1va por andlisis estadistico (t student)
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Fig. 6.1 Desarrollo de la resistencia eléctrica en monocapas
de células MDCKX sembradas a confluencia sobre un disco de ny-
lon cubierto con coldgena. Los discos se montan entre dos cé-
maras de lucita conteniendo CDMEM a temperatura ambiente (20

grados centigrados) para medicién de su resistencia transepi-
telial. E1 4rea de la monocapa expuesta fué de 0.23 cm2. La -

corriente transmonocapa fué de 100 microAmpere/cm2
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Uno de los objetivos de esta tesis, fué estudiar los -~
fenbmenos que determinan este particular curso temporal de la
resistencia, al que podriamos dividir, para fines de andlisis,
en una primera etapa de ascenso (primeras 24 horas) y, una se
gunda etapa de descenso (dias subsiguientes). Respecto de la
primera etapa, es de suponerse que esta cinética estéd refle—-
jando una serie de procesos (reponerse de la tripsina, exten—
derse, etc.) algunos de los cuales poco tienen que ver con el
proceso que nos interesa: la formacibén de la unibn oclusora.
Por esta razdén se disefi®é un protocolo que permite descartar -
la influencia de estos factores y estudiar exclusivamente el
rol del calcio, del suero y de la sintesis de proteinas en el
desarrollo de la resistencia, y su éorrelato estructural con
la apariciém de la unibn oclusora. Los incisos 6.1 a 6.5, ana
lizan los procesos involucrados en la etapa de ‘desaryrollo de

la resistencia.

Con respecto a la segunda etapa, nos preguntamos, cudl

es la razbn de la mondétona cafda de la resistencia con el —-

tiempo. Experimentalmente analizamos si ésta podria deberse a’

un aumento de la densidad celular, con el consiguiente aumen-—
to de la "longitud" de vias paracelulares o zonas conductoras
o bien, a un aumento en la permeabilidad especifica de la —-
unién oclusora, o, como tercera posibilidad, a un aumento en
la permneabilidad de la membrana celular con el consiguiente -
aumento de la permeabilidad transcelular. En las secciones —-
6.6 ¥y 6.7 se analiza la posible contribucién de estos facto—-

res sobre la caida observada en la resistencia.
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6.2 Papel del calcio en el mantenimiento de la unién oclusora

Galli vy col (1976) y Meldolesi y col (1978), mostra—-
ron que el calcio es fundamental para el mantenimiento de la -
estructura de las uniones oclusoras. En las monocapas de célu-
1as.MDCK, este fendmeno fué estudiado por primera vez por Ce—
reijido y col. (1978), los cuales mostraron que al quitar el -
calcio y afiadir EGTA al medio de cultivo, se produce una dras-
tica cafda de la resistencia. Si se restituye el calciovy se -
quita el EGTA, la resistencia sube nuevamente a los valores -—
testigo, aunque con una cinética mucho mis lenta. Esta caida L
de la resistencia producida por la falta de calcio se estudié
también en la mucosa gélstrica de rana (Forte y Nauss, 1963). -
Los estudios de Martinez Palomo y col. (1980), mostraron que -
la funcién de la unién oclusora como barrera de permeabilidad
especificamente depende de la concentraciédn de calcio extrace-
lular, y no de Magnesio o Bario, aunque pertenecen a la fami—-
lia del calcio.-Las micrografias electrédénicas de cortes trans-—
versales de monocapas de células MDCK, tratadas con bajo cale-
cio y adicionadas de EGTA, muestran que la cafda de la resis—
tencia coexiste con una marcada apertura de las uniones inter-

celulares (Martinez Palomo y col. (1980).

Estos experimentos indican que el calcio es esencial pg
ra la unién entre las células vecinas, posiblemente por la for
macién de puentes salinos, entre este catiédn divalente y si —
tios negativamente cargados de las dos membranas en aposicién.
En estos trabajos se utiliz6 EGTA como agente quelante del cal
cio y, por consiguiente, para abrir la unidén entre las células.

Disefiamos un procedimiento distinto, en el cual no se utilizé
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EGTA para abrir la unibn. Esto es porque el EGTA, al ser un -
agente quelante, puede afectar la morfologia y funcién de los

componentes de la unién oclusora (Pitelka y col. 1983).

Como observamos en la figura 6.1 hay un retardo en la
aparicién de la resistencia, la cual empieza a desarrollarse
aproximadamente 3.5 horas después de sembrar las células; eS-
to resulta 16gico, si pensamos qué las células se deben depo-~
sitar sobre la coldgena, recuperarse de la tripsina, extendea
se, adecuar sus bordes a las vecinas, resintetizar los compo-
nentes de la unidn oclusora y sellarcse. A fin de eliminar la
influencia de todos estos procesos, y estudiar exclusivamente

el de sellado, diseflamos el sigulente experimento:

En la figura 6.2, los clrculos blancos ilustran el de
sarrollo de la resistencia de monocapas en CDMEM, el cual con
tiene calcio, y los circulos negros corresponden a monocapas
que fueron sembradas en medio completo, pero que a los 90 mi-
nutos, se pasaron a un medio sin calcio; 20 horas después, -—-
mientras que los controles presentan una resistencia de 250 -
Ohm cm2, las monocapas que estuvieron en un medio sin calcio,
presentaron resistencia nula. Estas monocapas vistas al mi —-
croscopio invertido, estén completas y sin espacios entre las
células, sin embargo, su resistencia evidencia que las unio--
nes no estén selladas. Si ahora les agregamos un medio con —-
calcio (CDMEM), la resistencia sube, pero con una velocidad -
mayor que los controles. Con lo anterior podemos constatar —-—

que el calcio es necesario para sellar la unibn.

La rapidez del proceso lleva a preguntarnos, si 10S —-

componentes de la unibén estén ya sintetizados y la cinética -
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Fig. 6.2 Resistencia transepitelial de monocapas de células
MDCK, las cuales permanecieron en un medio con calcio (cfrcu
los blancos) el tiempo marcado en la grafica y, en un medio

sin calcio por 20 horas, al cabo del cual se les adiciond —-
calcio (circulos negros).
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observada corresponde exclusivamente al ordenamiento y sellado
de la unién. Para comprobar esta hipbtesis, es necesario blo—-
quear la sintesis de proteinas durante este lapso, experimen——

tos que se describen en el punto 6.3.

Como se observa en la figures 6.2 a las 20 horas de per-
manecer la monocapa sin calcio, funcionalmente las uniones —-
oclusoras no estan formadas. Entonces, para constatar si las -
uniones oclusoras estédn morfolbdgicamente abiertas antes de —-
agregarles el calcio, se observaron por microscopia electréni-
ca de barrido monocapas que permanecieron 20 horas con calcio
y sin calcio. La figura 6.3 2, muestra que la monocapa que per
manecid en un medio con calcio, las células se encuentran en -

aposicibébn y sin espacios entre ellas.

En la figura 6.3 b, se observa que en las células que -
permanecieron 20 horas sin calcio, hay espacio entre ellas. En
ambos casos se observan microvellosidades en la cara apical. -
Sin embargo, en las monocapas que Se mantuvieron sin calcio; -
las microvellosidades tienden a abandonar la zona de la unidén
intercelular, hecho que ya ha sido descrito en células mama --
rias (Pitelka y Taggart 1983). Por esta razém, no sabemos si -
las células estén realmente cseparadas entre si o si estan se--
lladas, pew hay disminucibén de vellosidades en la zona de la -
unién. Para diférenciar entre estas 2 posibilidades, se obser-
v6 por microscopia electrédnica de transmisién, la penetracidn
del rojo de rutenio en monocapas sembradas a confluencia, que

permanecieron 20 horas con calcio y sin calcio.

La figura 6.4 a , muestra la micrografia de las célu

las que permanecieron 20 horas con calcio, en la cual se obser
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(a) (b)

Fig. 6.3 Micrografia electrénica de barrido de (a) monoca-

pas que permanecierorn 20 horas en un medio con calcio y (b)
en un medio sin calcio. En la fotografia (b) se observan —-—

los dos tipos de células que reporta Valentich (1981).
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va la unién oclusora y debajo de ella los desmosomas y el espa
cio intercelular, entre dos células vecinas. E1 rojo de rute-
nio tifie la superficie apical, pero no penetra a través de la

unién oclusora.

14
En la figura 6.4 R, el corte muestra dos células MDCK -
pertenecientes a una monocapa que se mantuvo durante 20 horas
en un medio libre de calcilo. El rojo de rutenio tiene libre ac

ceso al espacio intercelular y lo tifie completamente.

Estos experimentos muestran que con el protocolo utili-
zado, las células forman una monocapa perfecta pero, que el —-

calcio es fundamental para que los extremos apicales se sellen.

6.3 Papel del suero en el sellado de la unibén oclusora por
calcio

En primer lugar estudiamos si es necesario el suero en
el sellado de la unién por el calcio, ya que es uno de los cog
ponentes mé&s importantes del medio completo. Debido a que en
los siguientes experimentos emplearemos un medio sin calcio al
cual le agregamos 2mM de calcio (misma concentracién que el --
DMEM empleado en la preparacién del CDMEM), debemos conocer si
el suero influye en la aparicién de la resistencia transepite-
lial cuando le agregamos un medio con calcio, sin suero o con
suero, después de mantener las monocapas en un medio sin cal--
cio. Para esto, sembramos las células en un medio completo y a
los 90 minutos las sometimos a varias condiciones experimenta-

les:

La tabla 6.2 muestra que las monocapas que se mantuvie-
ron en un medio completo (CDMEM) por 20 horas, presentaron una

2 .
resistencia de 136 %20 (7) Ohm cm” y cuando se cambiaron al -
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(a) (b)

Fig. 6.4 Micrografia electrébnica que muestra el tratamiento

con rojo de rutenio de (a) monocapas que permanecieron en un
medio con calcio y (b) en un medio sin calcio durante 20 ho-
ras. Se observa que el rojo de rutenio penetra al espacio in

tercelular en las células que permanecen 20 horas sin calcio.
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mismo tipo de medio por 4 horas, desarrollaror una resistencia

de 130 ¥ 13 (9) ohm cn- .

Otro lote de monocapas se mantuvo en un medio sSin cale-
cio adicionade de 2mM de calcio perc sin suero, las cuales pre
sentan resistencia de 108 * 5 (8) al cabo de 20 -horas, si es—
tas monocapas se mantienen por otras 4 horas en un medio sin -
calcio adicionado de 2mM de calcio y sin suero, presentan una

resistencia de 93 t 6 (10).

Un tercer lote de monocapas permanecié 20 horas en un -
medio sin calcio, al cabo del cual presentan una resistencia -
nula; un lote de estas monocapas se pasa a un medio sin calcio
adicionado de 2mM de calcio y sin suero durante 4 horas y ﬁre—
sentan una resistencia de 141 * 11 (9); el otro lote se pasa a
un medio completo, el cual contiene suero, durante el mismo —-
tiempo y presentan una resistencia de 111 * 15(10). De lo ante
rior podemos deducir que el selle de la unibn oclusora necesi-
ta calcio ¥ no se afecta por la presencia o0 ausencia de suero
en el medic. Entonces, podemos emplear en los siguientes expe
rimentos un medio adicionado de calcio perc sin suero, al cual

le llamaremos medio con calcio.

6.4 Papel del calcio en la sintesis de los componentes
protéicos de la unibn oclusora

Hasta aqui los experimentos realizados no nos indican -
si los componentes de la unibn oclusora ya estan formados y el
calcio sb6lo los une, o, si el calcio dispara la sintesis de al
gunos componentes y luego los une. Para contestar la pregunta

anterior, disefiamos el siguiente experimento:
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Las células se siembran en un medio completo y a los 90
minutos se pasa un lote de monocapas a un medio con calcio, —-
las cuales al cabo de 24 horas presentah una resistencia de ——
183 + 10(12) Ohm cm2. Otro lote se pasa a un medio sin calcio,
en el cual permanecen durante 20 horas, al final del cual pre-
sentan una resistencia nula. Las monocapas que permanecieron -
50 horas en un medio sin calcio se dividen en dos lotes; el —-
primer lote se pasa a un medio con calcio, las cuales presen—-
tan una resistencia de 179 *10(12) a las 4 horas de incuba—-—
cién: el segundo lote se transfiere a un medio con calcio adi-
cionado de 6 microgramos/ml. de cicloheximida y al cabo de 4 -
horas presentan una resistencia de 182 * 10(12). Observamos —-
que la resistencia eléctrica alcanza 1los mismos valores en uno
y otro grupo experimental, demostrando que los componentes pro

téicos de la uwnidén oclusora ya estén formados.

6.5 Papel del calcio en la estructura de la unién oclusora
vy la polaridad celular epitelial

La técnica de crio-fractura muestra que las uniones —-—
oclusoras aparecen en forma de bandas en la cara E y surcos so
bre la cara P. A fin de determinar si estas estructuras carac-
teri{sticas de la unién oclusora aparecen antes y/o después de
agregar el calcio, sonetimos a las monocapas que permanecieron
20 horas en un medio sin calcio, a la técnica de crio-fractura
Esta revela que en ausencia de calcio no hay bandas peroc que -
después de 4 horas en presencia de calcio, ya se han desarro--
1lado. Ahora bien, puede que los componentes de la unién oélu—
sora estén acomodados en la membrana epitelial en forma de par
t{culas intramembranales y sb6lo esperen ser unidas por el cal-

cio, para formar las bandas. Para probar 10 anterior, contamos
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TABLA 6.3

SELLADO DE LA UNION OCLUSORA EN CELULAS MDCK: efecto de la cicloheximida

Condiciones Resistencia Resistencia
después eléctrica Condiciones eléctrica
de la siembra (20 horas) (24 horas)
2
Ohm cm Ohm cm2

MEM con calcio MEM con calcio 183 + 110(12)
MEM sin calcio 0o (s) MEM con calcio 179 * 10(12)

MEM con calcio 182 + 10(12)

+ Cy
MEM con calcio = medio esencial minimo adicionado de 2 mM de calcio
MEM sin calcio = medio esencial minimo sin calcio
MEM con calcio + Cy = medio esencial minimo adicionado de 2 mM de calcio y de 6

microgramos/ml. de cicloheximida

Se sigue el mismo protocolo de la tahla 6.2

Area de la monocapa expuesta 0.23 cm

Media t error estandar (nfmero de observaciones).

Corriente transmonocapa = 100 micro Ampere/cm2
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el numero de particulas intramembranales (PIM) en las caras de
fractura E y P, tanto apical como basolateral y, en presencia

y ausencia de calcio.

La figura 6.5 muestra las réplicas de crio-fractura, —-
donde observamos las particulas intramembranales en las caras
de fractura E y P de las membraznas apical y basolateral, en —-
pPresencia y ausencia de calcio. Cualitativamente no se obser-—-
van diferencias entre las membranas apical y basolateral. Para
un anélisis cuantitativo, las particulas intremembranales se -
cuentan en fotografias magnificadas a 110 000 x. Los errores -
introducidos por microvellosidades o regiones donde el plano -
de fractura abandona la bicapa lipfidica, se minimizan al con-——
tar las PIM contenidas en circulos de 4.5 cm2, que representa

un &rea de membrana de 3.7 X 10_8 n> (Fig. 6.6).

La tabla 6.4 resume los resultados obtenidos. Se obser-
va que en las condiciones control hay una marcada asimetria en
la densidad de las PIM, siendo &stas mé&s abundantes en la cara
P que en la cara E (114 % 47(12) contra 727 * 34(17) en la api
cal y 2704 * 78(13) contra 962 ¥ 62(20) en la cara basolateral.
La asimetrfia también es muy marcada entre los dominios basola-
teral y apical, siendo la densidad de PIM mayor en el primero’
que en el segundo (2704 + 78(13) en la basolateral, contra —-
1114 * 47(12) en la apical, de las caras de fractura P, y, —-
962 %62(20) en la basolateral, contra 727 ¥ 34(17) en la api-

cal, de las caras de fractura E.

Las monocapas que permanecieron 20 horas sin calcio, -—
mantiene la polaridad entre las caras P y E de 1los dominios —-

apical y basolateral, pero no hay diferencias entre los domi—

nios apical y basolateral (26297F 61(35) contra 6241 * 62(45)



Fig. 6.5
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Fig. 6.5 Réplicas de crio-fractura de las caras E y P
de las regiones apical (A) y basolateral (B) de la mem
brana plasmdtica de células MDCK incubadas por 20 hom—
ras en presencia y ausencia de calcio. Note la diferen
cia en la densidad de particulas intramembranales en -
cada condicién. Esto es muy subjetive, por lo tanto se
puede apreciar mejor la diferencia, en la tabla # 6.4

Fig. 6.6 Método para evaluar la densidad de PIM en las
distintas réplicas de células MDPCK. Se trazan circulos
de 4.52 cm~ que representan 0.037 micrémetrosz, de mem-~
brana sobre fotograffas magnificadas a 110 000 x. Los -
circulos tienen como finalidad evitar estructuras ta--
les como microvellosidades o regiones donde el plano de
fractura abandona la membrana plasmédtica, introduciendo
errores considerables en la evaluaciébn del édrea.



TABLA 6.4

NUMERO DE PIM POR MICROMETRO CUADRADO DE MONOCAPAS DE CELULAS MDCK : en presencia y

ausencia de calcio.

Ntmero de PIM por micrémetro cuadrado

Apical Basolateral
P : E P , E
+ Ca 1114 X 47(12) 727 1 34(17) ~ 2704% 78(13) 962% 62(20)
- Cca 2629 * 61(35) 955 ¥ 32(42) 2641 ¥ 62(45) 990% 47(37)

Las PIM se cuentan en fotograffas magnificadas a 110 000 x trazando circulos de
2 -
4,5 cm  que represente un &rea de membrana de 3.7 x 10 8 mz.

Media * error estandar (ntmerc de observaciones).

8
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entre las caras P y 955 + 32(42) contra 990 ¥ 47(37) entre —

las caras E de ambos dominios.

Como conclusiédn de estos experimentos, resulta que el
calcio es esencial, tanto para que aparezcan las fibrillas de
la unibén oclusora, como para que se polaricen las PIM..(Parti

culas intramembranales).

6.6 Permeabilidad de la monocapa con la edad y ntmero de
células ‘

cuando la monocapa se tripsiniza y se resiembra, las -
células hacen uniones de nuevo (Cereijido y col. 1981), esto
introduce un grado de sincronizacién en la edad de las unio--

nes de la monocapa.

La figura 6.7 muestra la evolucibén de la resistencia -
eléctrica de la monocapa en funcién de su edad y nfimero de cé
lulas. Observamos que hay un répido incremento inicial de la
resistencia eléctrica y luego un decremento; este fenbmeno --
puede estar asociado al numero de células en la monocapa, es-
to es, cuando el ntimero de células incrementa, hay mas elemen
tos conductivos en paralelo. Asi, la longitud del espacio in-
tercelular por unidad de &rea de monocapa, también incrementa.
Entonces, es posible estudiar la resistencia eléctrica como -

una funcidn de la densidad celular.

La figura 6.8 muestra, que mientras las monocapas de -
2.3 difias de sembradas la resistencia eléctrica cae con la den
sidad celular, como se esperaba (Claude 1978, Marcial 1984),

en monocapas mas jévenes la tendencia es la opuesta. Esto pue

de ser debido al hecho que el selle de los espacios intercelu
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Fig. 6.8 Resistencia eléctrica como una funeién de la den .
sidad celular en monocapas de células MBPCK a las 22, 30, -
48 y 72 horas de sembradas. La densidad celular fué conta-
da en el mismo disco usado para medir la resistencia trans

epitelial.
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lares y la instalacién de elementos conductivos sigue difereE
te curso de tiempo, o, que la permeabilidad iénica varie con

la edad.

Asi, hemos observado que a las 24 horas desPués de sem
bradas, cuando la monocapa exhibe su mé&xima resistencia, su -
habilidad para discriminar entre sodio y cloro no estéd toda-—-

via desarrollada (Cereijido y col. 1978).

En la tabla 6.5 se muestran las permeabilidades de -
monocapas de 1 y 5 dias de sembradas,. y tenemos que la‘discri
minacién entre sodio y cloro es muy pequefia entre las de uno
y 5 dias de sembradas (1.26 % 0.095(35) contra 0.91 * 0.06(35)

respectivamente. Observamos también que no hay discriminacién

entre sodio y potasio en las de un dia Ryacl = 128 + 7(29) y
— + _ +

Reey = 137 2 9(30) y en las de 5 dias Ryac1 = 73 = 6(31) vy

Recp = 78 * 6(31) de sembradas. Pero si existen diferencias

en las permeabilidades de sodio y porasioentre las de un dia y
5 dias de sembradas, como se observa comparando los datos da-

dos inmediatamente antes.

A fin de determinar cudnto contribuye la ruta parace
lular al desarrollo de la resisténcia transepitelial con la -
edad de la monocapa, se midié la resistencia transmembranal,
en funcibén del tiempo. Para esto se utilizd un microelectrodo
intracelular de punta muy fina (resistencia de aproximadamen-
te 100 Mega Ohm) (Stefani y Cereijido 1983). Con este procedi
miento es posible mandar un pulso cuadrado de corriente y, al
mismo tiempo, registrar la variacidén de voltaje producido. El
curso de tiempo de esta variacién permite la medida de la ca !/

pacidad eléctrica.
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En la tabla 6.6 observamos que el potencial eléctrico
encontrado en las células de al cabo de un dia de éembradas _
fué de -49 * 2(67) mv y de -42 ¥ 9(79) en las de 3-7 dfas. La
resistencia eléctrica fué de 59 * 6(41) y de 89 % 7(67) vy 1la -
capacidad de la membrana de 49 * 4(40) y 51 ¥ 5(60) picofarad,
en las de 1 y 3-7 dias de sembradas, respectivamente. Entonces
la resistencia de la membrana es significativaménte menor en -

las células mas jévenes.

Esto no se debe a que exista diferente cantidad de —-
membrana por célula, ya que la capacidad fué igual 49 * 4(40)
para las de un dfa y 51 ¥ 5(60) para las de 3-7 dias de sembri

das.

Como conclusién de estos experimentos podemos sefialar

que a nivel de ruta transcelular, la edad de la monocapa pare-

ce inducir la pérdida de canales, fenbmeno que se contrapone -
con el curso temporal de la resistencia transepitelial. Esto -
indica que la ruta paracelular es la principal contribpyente -
y, la responsable del fenbémeno observado a nivel de la resis—-

tencia transepitelial.

6.7 Relacién entre la estructura y funcién de la unién
oclusora

Los estudios llevados a cabo en epitelios naturales -
han mostrado que en ciertas condiciones, las bandas de la ——
unién oclusora (vistas por crio-fractura), varian su disposi-;
cibén, sugiriendo una correlacibn entre arreglo y permeabilidad
(Bentzel y col. 1980; Meldolesi y col. 1978; Claude 1978; Clau
de v Goodenough 1973; Wade y Karnovsky 1974). Existe controver



TABLA 6.6

TIEMPO DE POTENCIAL

RESISTENCIA CAPACIDAD
SEMBRADAS INTRACELULAR MEMBRANA MEMBRANA
(dfas) (mv) (Mega Ohm) (pF)
1 49 * 2 (67) 59 * 6 (41) 49t 4 (40)
3-7 ~42 2 9 (79) 89 I 7 (67) 517 5 (60)

Registro con microelectrodo 'en monocapas de células MDCKX de uno y 3-7 dias

de sembradas sobre cubreobjetos de vidrio cubiertos con colédgena, sobre la

platina de un microscopio de contraste de fases Leitz. Solucidén de registro

CDMEM. Temperaztura 37 grados centigrados. Microelectrodo de acetato de pota

sio. Resistencia del microelectrodo de 100 -~ 150 Mega Ohm. Corriente menor

que 0.5 microAmpere.

Media ! error standar (numero de observaciones).

16
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sia en si el ntmero de bandas de la unibén oclusora estd rela-
cionado con su permeabilidad (Martinez-Palomo y Erlij 1975; Ce
reijido y col. 1980 y 1982; Marcial y col. 1984). Los estudios
llevados a cabo por Cereijido y col. (1983) sobre el efecto de
la temperatura en la resistencia transepitelial y el arreglo -
de las bandas de la unién oclusora, muestran que el cambio de

temperatura de 37 a 3 grados centigrados, hace que la resisten
cia de la monocapa cambie reversiblemente de 63 a 193 Ohm cm2

y que la distribucién estadistica del nfimero de bandas de la -

. unién y su profundidad no varie apreciablemente.

Se trata de determinar si la densidad celular en la -
monocapé confluente modifica el nimero de fibrillas o la Pro-—-
fundidad de la unién oclusora. La idea directriz del experimen
to era que posiblemente la célula sintetizara una cantidad —-
aproximadamente constante de componentes de la unibén, y que el
hecho de tener que distribuirlos en un perimetro mayor (siem—
bra a baja densidad) o menor (siembra a alta densidad) podria
modificar el ntmero de fibrillas que constituian en promedio -

la unibn.

En el presente estudio, para analizar morfométricameg
te a la unién oclusora, se sigue el procedimiento mostrado en
la figura 6.9. Primeramente se traza una linea paralela al --
eje principal de la unibén, y a partir de ésta se trazan lineas
perpendiculares cada 133 mm. ¥y se cuenta el mimero de filamen-
tos que intersectan a dichas lineas. La profundidad de la -~
unién estéd dada como la distancia entre los filamentos supe--

rior e inferior.
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Fig. 6.9 Método para evaluar el ntimero de filamentos y
la profundidad de 1la uwnién oclusora. Se traza una linea
paralela al eje principal de la unibén y las lineas per-
pendiculares a éstas se dibujan cada 133 nm. Se cuenta

el nimero de filamentos que intersectan a cada una de -
estas lineas. La distancia entre los filamentos supe —-
rior e inferior (flechas) se toma como profundidad de -
la unibén. Un solo filamento se considera profundidad cg

Iro.
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A fin de determinar si existe alguna relacién entre
la edad y ntmero de células de la monocapa y/o el ntmero de
bandas y su profundidad, se conté el ntmero de bandas y se -
evalué su profundidad, en monocapas de 24 y 72 horas de sem-

bradas, con diferente ntmero de células en la monocapa.

La tabla 6.7 muestra que no existe diferencia signi
ficativa en el ntmero de bandas o en la profundidad de la —-
unién oclusora, entre monocapas con alta y baja densidad ce-
lular a las 24 y 72 horas de sembradas, a pesar de su dife--
rencia en la resistencia transepitelial. Asi, en las monoca-

4y 58 x 10% células/cm2 a las

pas con alta densidad (53 x 10
24 y 72 horas de sembradas respectivamente), a los tiempos -
marcados en el paréntesis, no muestran diferencias en el ni-
merc de bandas (3.30 ¥ 0.41(27) v 3.12 £ 0.24(33) ), ni en -
la profundidad de las bandas; (0.137 ¥ 0.03(27) y 0.148% 0.02
(33) ) pero si en la resistencia (138 I oo(6) y118% 17(7)
Lo mismo sucede con las monocapas que tienen baja densidad -

celular a las 24 y 72 horas de sembradas (32 x 104 vy 48 x -

104 respectivamente) ya que no hay diferencia significativa
entre el nfmero de bandas (2.62 % 0.19(134) v 3.17 ¥ 0.33(23)
v la profundidad de éstas (0.03 ¥ 0.01(134) y 0.123 I 0.02 -

(23) ) pero sf en la resistencia (56 ¥ 15(6) y 235 I 21(7) )



PABLA 6.7

ALTA  DENSIDAD BAJA DENSIDAD

24 Hrs, 72 Hrs. 24 Hrs. 72 Hrs.
NUMERO DE BANDAS 3.30 + 0.41 (27) 3.12% 0.24(33) 2.62% 0.19(134)  3.17%0.33(23)
PROFUNDIDAD ( m) 0.1371 0.03 (27) 0.148%0.02(33) 0.103% 0.01(134) 0.123 20.02(23)
(ohm cm>) 138 ¥ 22 (6) 118 * 17 (7) 56 ¥ 15 (6) 235F 21 (7)

RCDIWEIM

\O
w

Ntmero de bandas y profundidad de monocapas dé células MDCK a alta y baja deg
sidad y a las 24 y 72 horas de sembradas. Se cuantifica como se describe en -
la figura 6.7 Media ' error estandar (nfimerc de observaciones)

Alta densidad a cada tiempo, repectivamente = 53 x 104 y 58 x 104 células/cm2

Baja densidad a cada tiempo, respectivamente = 32 x 104 y 48 x 104 células/cm2



CAPITULO VII: CONCLUSIONES

7.1 Desarrollo de un protocolo experimental apto para
disecar el proceso de ensamblaje de la unién oclu
sora de otros procesos celulares simultaneos.

7.2 Desarrollo de la unibn oclusora desde el punto de
vista funcional y estructural

7.3 Evolucién de la unién oclusora con la edad de la
monocapa
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VII CONCLUS IONES

Desarrollo de un protocolo experimental, apto para
disecar el proceso de ensamblaje de la unibén oclu-
sora de otros procesos celulares simultaneos.

Resultados: cuando las células son sembradas en la for-—

ma habitual, pero una vez que se adhieren al sustrato se
mantienen 20 horas libres de calcio, al cabo de este laE

so, carecen de uniones oclusoras y de resistencia.

Es importante sefialar que la puesta a punto de este pro-
tocolo experimental, provee de un modelo particularmente
apto para atacar la dificil pregunta, de si existe algu-
na relacién entre la unidén oclusora y el desarrollo de -
la polaridad, ya que permite disponer de una preparacién
de monocapa confluente y madura que carece de uniones -—-
oclusoras y de resistencia. En esta preparacion pueden -
estudiarse distintas manifestaciones de la polaridad: --
anatbémicas (microvellosidades), estructﬁrales (distribu~
cibén de las particulas intramembranales), bioquimicas —-
(distribucidbn de enzimas marcadoras como la ATPasa) y —-

Puncionales (gemacibén asimétrica de virus).

Desarrollo de la unidn oclusora desde el punto de v1sta
funcional y estructural

Resultados: cuando a las monocapas mantenidas 20 horas

sin calcio, se les afiade 2 mM de calcio, la resistencia
alcanza los valores control en aproximadamente 4 horas.

Desde el punto de vista estructural se observa:
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a) que en este lapso las monocapas dejan de ser permea—
bles al rojo de rutenio vy, Que.la polaridad anatémica, -
dada por la presencia de mic;oﬁellosidades, es indepen—-
diente de la formacién de la -unién oclusora. E1l desarro-
1lo de la resistencia no es afectado por la cicloheximi-
da, ni por la presencia o ausencia de suero, indicando -
que los elementos de la unién oclusora ya estaban sinte-
tizados, y que el calcio es esencial, no para la sinte--
sis, sino para el ensamblaje de la misma. En cuanto a la
polaridad estructural, juzgada por la distribucién asimé
trica de las particulas intramembranales, se observa que
el desarrollo de la unibén oclusora es necesario para la

aparicién de la polaridad estructural.

De estos datos podemos concluir, que el fenbmeno de fo-
larizacién no sigue la ley del todo o nada, puesto que -
en esta condicién experimental (ausencia de uniones oclu
soras), se manifiesta polaridad anatémica pero no estruc

tural.

Evolucién de la unibdn oclusora con la edad de la monocapa

Resultados: 1los datos experimentales indican que la re-

sistencia de la monocapa cae gradualmente con el tiempo,
a partir de las 24 horas de sembradas. Se determiné que
el numero de células aumenta monStonamente a partir del
momento de la siembra, y que existe una relacién directa
entre la resistencia y la densidad celular durante las -
primeras horas de sembradas y, una relacibén inversa en—-

tre estos parémetros a tiempos mayores.

Estos datos indican que, a tiempos largos el aumento de
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la densidad celular implica la instituciédn de nuevos ele-
mentos conductores, en paralelo, que disminuyen la resis-
tencia transepitelial, pero que a tiempos cortos son otros
parametros, distintos a la densidad celular, los que de~—

terminan el valor de la resistencia.

E1l an&lisis de las permeabilidades de la ruta paracelular
no arroja mayores cambios, en cuanto a capacidad de dis--
criminar a medida que pasa el tiempo, aunque se observa -
un notorio aumento en la permeabilidad a sodio y potasio

con el tiempo de sembradg lo cual explica el curso tempo-

ral de la resistencia.

El andlisis de la ruta transcelular indic¢a que la resis—-—

tencia de la membrana celular aumenta con el tiempo.

La conclusidn de estos experimentos es, que la ruta para-
celular es la que deternina el curso temporal de la resis
tencia y, por lo tanto, la mas importante de este tipo de

preparacién.

Finalmente, no existe correlacién aparente entre el nime-
ro de filamentos o la profundidad de la unién oclusora y
la densidad celular de la monocapa, aunque es posible mo-
dular la resistencia transepitelial modificando la densi-

dad de siembra.
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