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PROLOGO ' .

Las dos propiedades fundamentales de las membranas

epiteliales sdn: 1) actuar como barreras a la difusidn por
medio de- las uniones estrechas, Yy 2 estar polarizadas
estructural, vbioquimica y fisioldégicamente. En la actualidad
hay dos preguntas que, no -obstante ser fundamentales,
pcrmaﬁecnn en pié. La primera es porqué cutndo'y cdmo.sn
establecen las uniones. v;a segunda es porqué, cusgndo y cémo se
polarizan las células epiteliales. El desarrollo de las lﬁncas

celulares que conservan en cultivo las propiedades de los
epitelios naturales ha permitido abordar dichas preguntas, las
mismas que no se pueden hacer (en rigor: seria muy dificil) a
> log epitelios naturales.

En esta tesis se investigan aspectos relacionados con el
establecimiento Vi naturaleza quimica do‘las uniones esttechas
asi como su relacidén con la polaridad epitelial. Se utiliza la
linea celular MDCK como sistema epitelial modelo.

La organizacidn de esta tesis es la siguiente: en un
primer capitulo se hace una revisién de los conocimientos
actuales sbbre los epitelios, su polaridad y sus rutas de
permeabilidad. El segundo est; va mids focalizado hacia las
uniones estrechas, pues tal como se lo detalla en el Capitulo
111 (Objetivos) son el centro de nuestro estudio. EIl Capitulo
IV indica los mat.riains y'mttodos empleados y el V'cxponc los
resultados obtenidos. Dichos resultados ia presentan
acompafados de la discusidon, porqﬁo @s0o brinda una base para

comprender porqué se emprendieron los distintos |studios‘a




~part{r de las conclusiones que se iban obteniendo.

conclusioﬁes quedan resumidas en el Capitulo VI.

Estas
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\
I INTRODUCCION
El intercambio de sustancias entre los organibmos

superiores y el! medio se realiza a nivel de las membranas
epiteliales, constjtuidas por una o mas  capas de células.
Estas células pueden éumplir tan importante funcién porque
estan dotadas de dos propiedades fundamentales. La primera es
su capacidad de contactar entre si y formarx uniéncs estrechas,
que confieren a la capa celular su papel de verdadera barrera a
la difusién. Gracias a esta propiedad se pueden contener ~
liquidos (orina, bilis, sudor, saliva, jugo éancrcltico etc.),

%in que sus componentes penetren al torrente sanguineo.

La segunda p}opiedad fundamental de las c‘lulas
epiteliales es estar poiarizadas; vale decir, su cara apical
no tiene la misma estructura, composicion quimica ni
propiedades fisioldgicas que su cara basolateral. Asi, la cara

apical pﬁede presentar vellosidades cubiertas por glucocalix,
en tanto que la interna esta cubierta por tejido conectivo.
Los organelos intracelulares tambien pueden estar orientados.
Por ejemplo, el aparato de Golgi puede estar hacia la regién
apical, en tanto que es frecuente encontrar a las mitécondri;s
alineadas del lado bas;;.

Desde el punto de vista biogquimico, la qdlula epitelial
se caracteriza por una distribucién polarizada de
macromoléculas, en particular proteinas, en la noubrana_

plasmatica luminal y contraluminal. Asi se han caracterizado
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proteinas presentes exclusivamente en una u otra caft y_quc por
tanto son consideradas como marcadores intrinsecos de la
membrana en que se localizan. Tal es el caso de la tostatl;a
nlcalin; y la leucina aminqpebtidasa que se ubican en la
superficie apical, asi como de la ATPasa Na‘*-x* que se
encuen@ra en la cara basolateral.

Ademas de su difetente composicién de proteinas, se ha
visto que el dominio  apical y basoclateral de la membrans
plasmidtica difieren considerablemente entre si en su
complemento de azucares y lipidos (Muresan & Jamieson, 1980).
Semenza (1976) demostrd que en células de tubulo renal, _el
acido sidlico esta presente en ptotcin;slbasolltcrales como la
ATPasa Na*-K* y, en cambio no se encuentra en las enzimas
apicales. |

Tambien se ha demostrado que las células de intestino de
mamifero, poseen un menor contenido de fosfolipidos y son mas

ricas en colesterol y glucolipidos en su cara apical (Lewis et

al, ’1975). Esto indica que las células epiteliales no solo
poseen mecanismos para orientar pioteinas, sino tambien
lipidos:

Desde el punto de vista funcional, la segregacioén de

varias enzimas y sistemas de transporte entre la cara apical vy
basolateral, es responsable de las actividades vectorials de
los .epitclios, tales como el transporte unt&trcccional di
fluido, electrolitos y nutrientes, asi como 1; secrecién de
prodﬁctos eglullrcs especificos hacia uno de los dos espacios

extraelulares que el epitelio separa. Por ejemplo, en tdabulo




PAGE 3
distal de ri®én de mamifero, 1;Nnembfinl‘apical de una célulsa
epiteli;l és muy permeable al Na* y muy!poco‘potnolble al X%,
en tanto que la membrana basolateral fiene alta écrmclbilidad
al K y es impermeable al Na‘*. En esta membrana existe un
mecanismo de transporte activo que saca iones Na*t de la ceélula

intercambiandolos por iones K*. La membrana apical en cambio,

‘carece de bombas (Koefoed-Johnsen & Ussing, 1958) . Esta

asimetria se manifiesta tambien al probar el efecto de hormonas

y drogas. Por ejemplo, en el rifén la hormona antidiurética,
que estimula el transporte de Na*t, V4 el glucésido cardiaco
ouabaina que lo bloquea, son activos solamente cuando se afaden
al medio que ba®%a la superficie serosa; en cambio, la
amilorida, .que reduce la permeabilidad pasiva al Na* solo es
activa cuando se aﬁadé por la superficie mucosa del epitelio.

Con base en la asimetria  funcional de las membranas

apical Yy basolateral, Kocefoed-Johnsen & Ussing (i?SB),
desarrpllaton un modelo para txplicat el mecanismo de
transporte iénico en los epitelios. La suposicion fundamental
del modelo es que la ruta ptincipal> de los iones es
transcelular, es decir a traves de las dos caras de la célula
epitelial. Sin embargo, aunque algunas preparaciones como la

piel de rana y la vejiga urinaria dan resultados concordantes
con dicho modelo, otros epitelios como la vesicula biliar, el
tdbulo proximal y el ple&b coroidco.‘vno se ajustan a las
predicciones de 1la teoria-(ver mas adelante diferencias entre
epitelios herméticos v de alta permeabilidad). Asi se plantea

la posibilidad de que en estos epitelios moléculas tales como
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el agua, iones inorgdnicos Yy pequewros no electrolitos
cortocircuiten la ruta trapsc;ldl;r atravesando el epitelio por
la via paracelular, que~ ti;nc coﬁo barrera a {;s llamadas
uniones estrechas. Estas uniones que se estudian con més
detalle en el siguiente capitulo, forman un verdadero cinturén
alrededor de los bordes celulares de la cara apical. Se les
llama uniones cstrechlslo §erméticas, porque los microscopistas
electrdn;cos que las descubrieron pensaron que efectivamente
bloqueaban totalmente el paso de sustancias a traves ddl
espacio intercelular.

La prueba directa ;g que en los ahora llamados epitelios-
de alta permeabilidad, la mayor parte de la permeabilidad
pasiva a iones atraviesa las uniones estrechas, surgio con los
trabajos' de Fromter y Diamond (Fromter, 1972, Fromter &
Diamond, 1972) en vesicula biliar de Negctyruys. Para medir !la
resistgnci; eléctrica de la ruta paracelular, Fromter y Diamond
compararon la resistohqia transcelular, es decir la suma de las
resistencias de las membranas apical (Ra) y basolateral (Rb),
con la resistencia transepitelial (Rt). Estas resistencias se
calculan a partir de tres tipos de mediciones y mediante

férmulas obtenidas del andlisis del circuito eléctrico (Fig

1.1, Las tres mediciones experimentales son:
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Fig 1.1 Circwite eléctrico que describs las tesistencias de Ia
vesicula biliar de Npcturgs. Ra resistemcia de 1 membrama ipical;
Rb resistemcia de la membrana basal y Rs resistemcia de Ia ruta
paracelular. Les electrodos se colocan en Ia selncién lemingl (A},

solucién basal (B} o em el intertor célular (C). (Tomado de Fromter ¢
Diamond, 1971).
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i Lé'resistencia transepitelial (Rt) medida entre A y B
2) La. resistencia Rz medida entre A y " C cuando la corriente
fluye del compartimento celulaf hacia el exterior. Ya que las
células de la vesicula biliar de Necturus asi como la de varios
otros epitelios, se encuentran eléctricamente acopladas por
uniones célula-célula de baja resistencia, la corriente que se
inyecta a una célula mediante un microelectrodo fluye tambien a
las células vecinas. En este caso, no es posible obtener Rz de
la diferencia de voltaje a traves de la membrana apical de 1la
celula que recibe la ;ottiente, sino que es necesarid analizar
la -propagacién de la corriente en la capa epitelial Y
determinar la diferencia de voltaje como una funcidén de fa
distancia radial X entre la célula en que se inyecta la
corriente vy aquella en la que se mide l1a diferencia de
potencial. A este desarrollo matemdtico se le conoce como
analisis de cable.
"3) El cociente de'las resistencias Ra/Rb. Este se obtiene como
la razén de la diferencia de voltaje entre A y C y entre B y C
cuando la corriente fluye de A a B.

Siguiendo este procedimiento experimental, Fromter Vi
Diamond encontraron que las membranas celulares de la vesicula
biliar de Necturus tienen resistencias de 4,300 (Ra) y 2,%00

(Rb) ohms.cmz, lo que en conjunto da una resistencia de 7,400

ohms .cm? para el flujo de corriente por la via transcelular,.
En cambio la resistencia transepitelial que se obtiene es de
tan solo 307 ohms.cmz. Esto significa que aproximadamente el

6% del total de la corriente en este epitelio, fluye por la
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ruta paracelular y solo un 4% pasa por via transcelular.

Con estos experimentos se demuestra la existencia mas no

la localizacién de la ruta paracelular. Hipoteticamente la

corriente podria estar pasando ademas de por el espacio
intercelular limitado por lIa union estrecha, por huecos
producidos por células faltantes o descamadas, dafo de borde al
montar el tejideo etc. Para discriminar entre estas
posibilidades, Fromter (1972) dise®é un experimento en el cual
se pasa corriente transepitelialmente V4 con un par de
microelectrodos sensibles & voltaje se rastrea la- superficie
apical para detectar las zonas pbr donde fluye la corriente.
En dichas zonas la densidad de corriente es mayor que en el
resto del epitelio, por tanto existe una marcada diferencia de
voltaje entre un microelectrodo ubicado por encima de estas
dreas y otro colocado unas micras mas arriba. De esta manera,
se detecta como a traves o a lo largo de los bordes celulares,
donde precisamente se localiza !a unién estrecha, la deflexién
en el voltaje e&s mayor gque en el centro celular. Esto
significa gque el espacio intercelular limitado por las uniones
estrechas constituye la ruta principal para el f;ujo
transepitelial de corriente en este tipo de epitelios.

Otra linea de evidencia para la localigacién de la ruta
paracelular proviene de los experimentos de Machen y
célaboradores (1972) en vesicula bliar e intestino de conejo.
En ellos se afRade lantano a la solucion Iuminal y se mide su
flujo de la cara mucosa a la serosa. Luego por microscopia

electréonica de corte fino se observan precipitados de lantano e
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lo largo de la unidn estrecha y el espacio intercelular,
mientras que no se encuentra el marcador en el interior
celular. Por tanto, se concluye que el lantano atraviesa el
epitelio via {a uﬁion estrecha y el espacio intercelular.

Como consecuencia de todos estos trabaijos, se ha
postulado una <clasificacién de epitelios en dos categorias
limites:

1. - Los llamados de alta permeabilidad, es decir aquellos en
los que los solutos atraviesan el epitelio principalmente por
una ruta paracelular controlada por las uniones estrechas y, en
menor proporcion por {a ruta transcelular.

2.- Los herméticos, donde la ruta de los solutos es casi
excluscvamente la transcelular.

Las caracteristicas. fisioldgicas fundamentales que
distinguen a3 estos epitelios son:

a) Los epitelios de alta permeabilidad tienen resistencias
eléctricas mds bajas que los epitelios herméticos. En los
tltimos, éstas se aproximan a la suma de las resistencias
mismas de las membranas epiteliales. Una excepcién a este caso
es el epitelio del ducto de la glandula salival del conejo,
donde la resistencia transepitelial @es muy baja debido a una
alta conductancia transcelular al c17, Y no a una  alta
permeabilidad de la ruta paracelular (Augustus et al, 1977).

b) Los epitelios herméticos ﬁantienen gradientes salinos mucho
mas pronunciados (de 30:1 hasta 10,000:1) que los epitelios de
alta pcrm0151lidad (de 1.3:1 a 14:1) . Este hecho es una

consecuencia de la diferencia en las resistencias. Mientras
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mayor sea la resistencia menor el flujo pasivo de iones ante un
gradiente de concentracién vy por tanto, mas pronunciado e}
gradiente que el transporte activo puede mantener.

c) En Ioé epitelios de alta permeabilidad la diferencia de
botencial entre so0luciones de ba®o simetricas, producidas por
el transporte activo de iones, son pequenas (0-11 mv) y en los
herméticos grandes (30-100 mv). Estas diferencias surgen
porque en los epiteliosxde alta permeabilidad el flujo a traves
de la unién constituye una resistencia en paralelo que
cortocircuita los potenciales.

d) La permeabilidad osmética al agua es mayor en los epitelios.
permeables que en los herméticos.

e) En los epitelios de alta permeabilidad el cociente osmolar
entre e] fluido transportado y la solucidén de baf®o es cercano a
1, mientras que, en los epitelios herméticos es mucho mayor de
1.

Es importante sefalar, que la clasificacién de los
epitefios en dos categorias limites, ne es sino una
sobresimplificacién, va que en realidad existe toda una gama de
tipos epiteliales. Asi tenemos que en el rifén humano (Kuhn &
Reale, 1975) y de varios otros mamiferos (Schiller et al,
1980), tanto la estructura como la respuesta aelectrofisiolégica
de]l epitelio varian desde la de un epitelio muy permeable en el
segmento proximal h;sta la de un epitelio hcémdtico en el‘
tdbulo colector pasando gradualmente, por zonas éon morfologia

y comportamiento intermedio.
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Por otra parte, se ha demostrado que bajo condicjiones
fisioldgicas, las uniones estrechas contituyen el paSo
limitante para el flujo pasivo de iones en los epitelios de
alta permeabilidad vy, en cambio el espactio intercelular
presenta una resistencia mucho menor para el flujo iténico.
Esta resistencia del espacio intercelular se vuelve importante
cuando se lo reduce experimentalmente. (Smulders et al, 1972 ;
Bindslev et al, 1977, Reuss 1978) . Por tanto, se describen
primero las caracteristicas fisico-quimicas de la barrera
constituida por la unidén estr@cha, para luego analizar el papel
del espacio intercelular en el flujo pasivo de iones.

Una de las primeras incdégnitas que se planted sobre la
fisiologia de la unién estrecha, fuéd su mecanismo de
translocacién idnica. Diamond y Harrison (1966) observaron que
la adicidn de un noelectrolito impetmeable a una de las
soluciones que baWan la vesicula biliar, produce una diferencia
de voltaje proporcional al] gradiente y flujo osmdtico de agua
generado. Este potencial conoecido como "potencial de arrastre"
se origina por el acarreo de los iones por el flujo de agua.
Cuando el Na‘t es la sal principal de ambas soluciones que bafan
a la vesicula biliar, el lado hiperosmolar se torna positivo,
lo que indica que la unién estrecha es selectiva al catién. La
interpretacidén inicial de estos potenciales de arrastre fue que
la unién estrecha se comportaba como un intercambiador iénico
con ca;ga negativa, Sin embargo esta idea se ha modificado a

la luz de las siguientes observaciones experimentales:

SagT T
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1) Un intercambiador iénico rectifica cuando la corriente es
tal que satura a los acarreadores (gitios mobiles) o, a la

concentracion de sitios fijos en membrana. 8in embargo, aﬁv

vesicula biliar de conejo Wright 'y colaboradores (1971)
observaron que la relacion corriente voltaje es lineal hasta
los 800 mV.

2 En un intercambiador iénico mas grueso que la longitud de dh

debye (distancia promedio entre cationes y aniones en una .

solucion salina), la conductancia es independiente de la

concentracién de sales hasta que esta dltima se aproxima a la

concentracidn de los sitios cargados de la membrana. En cambio

las membranas con sitios neutros (con grupos polares pero sin
carga netad tienen una relaciaon lineal

conductancia-concentracidén independientemente de su grosor. En

vesicula biliar (Wright et al, 1971) y en celulas MDCK

(Cereijido et al, , 1978) s ha visto que la relacidn
conductancia-concentracidn es lineal, por lo que m&s bien
parece que fas uniones astrechas tienen sitios neutros y no
intercambiadores idnicos.

3) E1 cociente de permeabilidad catién/anién en un
intercambiador iénico es funcidn de la concentracidn de sales.
Cuando la concentracidon es alta este cociente pasa a ser el de
agua libre. En vesicula biliar (Wright et al, 1971), dicho
cociente no se altera aun cuando la coﬁcentrac!dn llegue a 300

mM .

i
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Como se ve, todos éstos resul tados indican que la unién

estrecha no se comporta como un intercambiador iénico. Ahora

bien, se ha visto que al reducir el pH, adicionar torio,
lantano Yy otros cationes polivalentes disminuyen los

potenciales de dilucién y la resistencia transepitelial (Wright
& Diamond, 1968; Machen et al, 1972; Ceretijido et al, 1978).
Esto sugiere fuertemente que miés que una membrana con sitios
neutros, se trata de wuna unién estecha con cargas negativas
netas. Asi mismo, la selectividad idénica de las células MDCK
(un epitelio de alta permeabilidad) concuerda con la serie VI
de Eisenman (K*)Na*»Rb*)Cs*>Li*) (Cereijido et al, 1978).

Dicha serie es una de las 11 (de las 120 posibles combinaciones

de los cationes alcalinos) secuencias predichas peor la teoria

de Eisenman la cual basa la selectividad de los cationes en la
fuerza del campo aniénico en que se encuentren. Por tanto, es
muy probable que los sitios responsables de la discriminacién
catidnica en este apitelio tengan una carga negativa neta.

Por otro lado, Eisenman (19462) demostréd que a mayor

grado de hidratacién de los sitios responsables de la

selectividad, més angosto resulta el rango de conductancia

entre los cationes més y menos permeables. En varios epttelios
de alta permeabiiidad (Barry et al, 197¢; Cereijido et al,
1978), se ha visto que el rango de selectividad es muy pequefo

lo cual sugiere que ademds de tratarse de una unién estrecha
con sjtios de carga negativa neta, estos se encuentran en un

alto grado de hidratacidn.

Y
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Ahora bien, la longitud de la unién estrecha tal como se

la puede medir en un corte transversal paoar microscopia
eleégfénica es de wunos 100-300 nm. Con base en estas
dimensiones se podria esperar que la unién estrecha se

comportara eléctricamente como una "barrera gruesa" {(mas ancha
que la longitud de un Debyve). En este tipo de membranas es
hasta cierto punto mds importante lIoc que suceda dentro de ellas
mismas que el tipo de soluciones que las ba®an. Asi su
relacién corriente-voltaje es lineal incluso en soluciones
asimétricas. En células MDCK (Ceretitdo et al, 1978) se
demostré que esta relacion no es lineal, 1o que hace pensar que
la unién estrecha no es una membrana gruesa sino mis bien una
serie de barreras delgadas con carga negativa neta. Hay que
notar que los filamentos individuales de la uniédn son da un
grosor muy cercano al del Debye, por lo que dimensionalmente
pueden considerarse como barreras delgadas.

En cuanto al papel! del espacio intercelular en el flujo
pasivo de iones, Smulders y colaboradores (1972) midieron en
vesicula biliar de ratén la conductancia eléctrica
transepitelial y Ila permeabilidad de la sacarosa cuando las
soluciones mucosa o© serosa se hacen hiperosméticas con
sacarosa . Observaron que: la hiperosmolaridad mucosa induce un
flujio de agua en la direccion serosa a mucosa, se angosta el
espacio intercelular y la resistencia transepitelial aumenta.
El gradiente osmético en la direccién contraria no ejerce
efecto alguno en la resistencia transepitelial apesar de que el

espaclo intercelular se amplia significativamante.

[ SPTERE——————
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“

En vesicula biliar de rana, Bindslev y colaboradoras.

*

(1974) observaron que la hiperosmolaridad mucosa tiene log

mismos efectos que en la vesicula de conejo, mientras que la

hiperosmolaridad serosa produce una reduccién en la resistencia’

transepitelial y una ampliscidén de los espacios intercelulares.

Tambien se vio <como al aplicar corriente de Ia cara serosa a“
mucosa, se cierran los espacios y aumenta la resistencia-

transepitelial mientras que, cuando la corriente fluye de "’

mucosa a serosa se obtienen resultados opueastos. Reuss vy Finn

(1977 demostraron siguiendo un protocolo muy similar al de
Fromter (1972), que en vesicula biliar de Nectyrus, el aumento
en la resistencia transepitelial debido a la hiperosmolaridad

mucosa se debe directamente a que al angostarse el interespacio :

aumenta la resistencia de la ruta paracelular.

En conclusién podemos afirmar que bajo condiciones
fisiolégicas las wuniones esttachl; constituyen la mézima
resistencia de Ia ruta naracelular, siendo esta en los

epitelios de alta permeabilidad la via principal para el flujo

de iones. Ahora, para estudiar en que forma la unidén estrecha;ﬁ

puede ofrecer distintas resistencias, conviene analizar primero
en detalie su estructura vy formacidn. ~ Diche analisis se

presenta en el capitulo siguiente.

PR TN

"
o« B

e e e
S




PAGE 15

IT LA UNION ESTRECHA

2.1 Morfologia
La unidn estrecha o gdénula o9scludens es un cinturén

continuo que une a células epiteliales adyacentes en la regién

apical del borde entre ellas. Sealla el espacio intercelular y

regula la permeabilidad paracelular,

Farquhar Y Palade (1963) mostraron por microscopia .

electrénica de corte fino que la unidén estrecha se manifiesta
como puntos o lineas de fusién de dos wunidades de membrana.
(Fig 2.1). En corte fino tan solo puede inferirse qﬁe la unién
forma un cinturén continuo, pero en cambio, con microscopia
electrdnica de crio-fractura esto puede observarse
directamente. Con esta Gltima técnica la regién de 1a unién
estrecha aparece en la cara P, como un‘ serie de filamentos
interconectados y paralelos & la regidén apical, y como ZUrCcos
e; la cara E.La nomenclatura de caras E y P se refiere a las
caras que aparecen al] fracturarse el interior hidrofébico de la
-membrana. A la mitad més cercana al citoplasma se le denomina
protoplismica y se abrevia P, mientras que a la otra mitad, que
se encuentra. mids préxima &l espacio extracelular, se le llama
exoplismica y se abrevia E (Branton et al, 197%). (Fig 2.2).

Estos filamentos de la unidén estrecha, constituyen precisamente

los puntos de fusién de la membrana.

L4

%

b




Fig 2.1 Corte fino del complejo de wnidn enmtre dos células epiteliales
de wmucosa gistriea. La unidn estrecha (xomula sccludens) ss extiende
de l1a flecha 1 a la 2. La unidn Intermedia (somulas adhaerems) abarta
de las flechis 2 a1 3. (L) lumen, (i1) hoja interna de la membtama
célular, (ol) hoja exterma de la wembrama celular, (f1) lifnes de

fusi6n de Ia wniéa estracha, (cm) membrama celular. 96 000 ¥ (Tomado
de Farquhar ¢ Palade, 1943).
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Figura 2.2

Fig 2.2 Crio-fractura de unién estrecka de ileo de conejo. Enr la carz
P los componentes de Iz unién dparecen como filamentos, mientras que
en [a cara £ se obseran swrcos complementarios. 350 080 I (Tomada de
Martines-Palomo et al, 1970).
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Siguiendo la terminoclogia de Wade y Karnovsky (19745
para {os filamentos de la unidén estrechas, se emplean los
términos de cordén y zurco respectivamente para 1a apariencia
de los filamentos vy sus complementos en las réplicas de
crio-fractura. Los: cordones aparecen sobre "valles" en la cara

P o protopldsmica v los zurcos en las “colinas"” de la cara E o

exopldsmica del material fijado con glutaraldehido. Se utiliza

la terminologia de Chalcroft y Bullivant (1970) para los valles
vy colinas, y la de Branton vy colaboradores (1979%) para las

caras de fractura.

2.1.1 Modelos estructurales dn la unién estrecha.

Hasta ahora no existe ninguna técnica gque muestre a los
filamentos de la unién estrecha por corte fino, por tanto todos
los modelos estructurales qu@ a continuacién se describen se

basan fundamentalmente en evidencias de crio~fractura.

2.1.1.1 Modelo de dos filamentos de Chalcroft v Bullivant .

(1970
Este modelo se basa en el estudio de réplicas
complementarias de hepatocito de rata fijadas con
glutaraldehido. (Fig 2.3a3. Sé propone que la red ‘de

filamentos en una membranas se encuentre en registro directo
con los filamentos de la otra. Bajo este modelo, la fractura

rodea al! filamento de una membrana y lo deja como un corddn en
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la cara P. La fractura no esicursiona fuera de Ia memhrana ni
alrededor del filamento complementario en la membrana adjunta.
En este caso se considera gque losm filamentos estan mds
firmemente unidos a las caras P de su propia membrana que entre

¢

S1.

Fig Z.Q'Hodclos de wnién estrecha. Las dreas punteadas representan
cortes tangemciales de los tilamentos denlre de las membramas Mi M2
de las clulas adyacentes €1 y C2. (L) lemen epitelial. I medelo A
es o de Chaleroft y Bullivant con dos paras de filamenmtos If y F1.
En 8 se ilustea of nodefo altermative de Wade y Xarmevsky. Un scolo
filamento (Fs! se compaste por las dos membramas adyacemtes. [a
réplica de la cara que spatece & la derechs de Ia linea escara (CP) e
Ia parte superior de cads figura ilustea el conterme de la cata P. ILa
parte infarior de las figuras (regién B) muestra ol contorns de In
cara E.  La regién T reprasenta el ceantorne de la send de tramsicidén
entre las caras By P. (Tomada de Vade & Karsovsky, 1974).
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2.1.1.2 Modelo de Staehelijn, (1973)

Este modelo se bism en réplicas unilaterales de
intestino delgado de rata fijadas Vs sin fijar con
glutaraldehido. (Fig 2.4) Se propone que en la linea de fusién

cada membrana posee una hilera de p:rticpllé en registro
directo con una hijilera siﬁilar de particulas en la membrana
vecina. En general Qe considera a las particulas muy
firmemente unidas a sus parejas en la otra membrana de tal
maneras que durante Ia fractura las dos particulas quedan
unidas entre si.

La diferencia tund;montal entre este modelo y el de
Chalcroft y Bullivant es que la fractura excursiona alrededor
de las 2 fibrillas y en consecuencia pasa a la membrana
advacente.

La evidencia experimental de este modelo es la aparicién
muy ocasional de zurcos en la cara P con la mitad de altura que
los demds. Esto se interpreta como que los zurcos de altura
“normal" corresponden a aquellas ocasiones en que la fractura
rodea a los dos filamentos, mientras que gn los de altura media
la fractura pasa alrededor de uno solo.

—~.e.__En material no f;jado 1a fractura no pasa de una a otra
membrana, Y en cambio en la cara E las particuias quedan

ordenadas como cuentas de collar y en la cara P aparecen zurcos

continuos complementarios.




Fig 2.4 Esquema de unién astreehs sogen Staekelin. Las aembramas o
Ia bieapa que contridugen & [s formacién do wnienes astrechas
permanecen unidas por Iimeas do adhesidn. Cads linga consiste do dos
hilerss de paralelas de Mrticulas bian emprcsdas dentro de lag
sembranss adyicentes Y wnidas extre si &l mnival  del  espacie
intercelular. En  tejides prefifades co gistarsliedide estas
estrucuras originan crestas en las catss P (A dol esquema) y surces
complementarios en Ias caras I (B del esquema). Ocaciomalmeats las
particulas que formin crestas oz Ia cara P se fracteras Aver  seccitn
media derechs del diagrama). Lag preparacionss a0 fijadas con
glutaraldehido muestran earas P CO% furcos v caras L eon crestas.
(I5) espacio intercelular, (CNP) superticle citoplismics do membrana.
(Tomado de Staskelin, 1973). '

2.1.1.3 Modelo de Wade y Karnovsky (i974).

Este modelo se fundamenta en cl'cstudio de

las
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uniones

estrechas de vejiga  wurinaria y vesicula biliar de sapo en

réplicas fijadas con glutaraldehido.

el

S8e basa en gran parte en

andlisis detallado de las regiones de transicioéon donde la.

ey e
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fractura pasa de la cara E de una membrana a la cara P de la

membrana de la c¢élula vecina. Este modelo propone una sola
se}{é' de filamentos que se comparten por ias membranas
adyacentes. (Fig 2.3b).

En general se considera que la fractura pasa por el lado
juxtacitopldsmico del filamento compartido Yy deja una alta
cresta en la cara P. Menos frecuentemente Ia fractura puede
pasar del otro lado y dejar una pequefa cresta en la cara E.

Wade y Xarnovsky no consideraron la posibilidad de que
estos filamentos dnicos estuviesen constituidos en realidad por
2 filamentos (uno de cada membrana) alinados entre si. Si uno
congsidera asta posibilidad y postula que la unién eﬁ el estado
congelado es tal, que los dos filamentos se comporten como uno,
entonces se obtiene un modelo idéntico al de Staehelin. El
modelo difiere del de Chalcroft y Bullivant en la misma manera
que el de Staehelin, es decir, en gque la fractura excursiona
alrededor del filamento de lz membrana adyacente.

La evidahmcia experimental principal en aeste modalo es
primero, la presencia de crestas en la cara P con la misma
altura que la adjunta cara E en una zona de transicién vy,
segundo, la apariencia «caracter&stica de creétas ¥ zurcos en
esta zona, que sugiere una fractura que bien puede ir en un

sentido o en otro alrededor de la fibrilla compartida.

PSSO P ——
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2.1.1.4 Modelo de Bullivant (1978)

Este modelo se basa en réplicas complementarias de las
zonas de transicién de unidn estrecha en intestino delgado de
ratén. Se observan 2 filamentos lado a2 lado, y se postula que
cada uno penetra un poco en la membrana adyacente, sin que esto

los convierta en un filamento compartido. (Fig 2.5%5).

fracture profile 1 Fracture profils 2

Fracture profils 3 Frecture peefils &

Fig 2.3 Pacfiles de fractacs an les sities do fusién de nembrams de

acverdo al modele de dos tilamentes desfasados o Bullivant. (Tomads k !
de Rullivant, (970) '
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Se argumenta contra la posibilidad dea que existan

filamentos compartidos se®alando la poca probabilidad que

existe de que la fractura que sigue el plano de menor esfuerzo

excursione a la membrana vecina para rodear al filamento. (Fig

2.6).

|

Flg 2.4 Formas postbles do fractsra do wa filamente tales. La
fractura de la derechs o I aas faetible. (Tomade do Bullivaat,
1978).

-
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Por otro lado, el uso de nuevas técnicas de congelacidén,

hace posible que una misma preparacién se someta a
ecrio-fractura y crio-grabado a la vesz. Con estec se pueden
obtener tanto caras internas como superficies reales de

membrana.
Empleando esta metodologia, Hirokawa (1982} observo como
en las uniones estrechas de los hepatocitos de rata, la altura

de los filamentos de la cara P es la misma en muestras tratadas

caon EGTA, es decir con uniones abiertas que en células no
tratadas. Dicha altura a su vez coincide con la de las crestas
en la superficie real de la membrana. (Fig 2.7).

Estos resultados se oponen al modelo de un filamento de Wade
vy Karnovsky asi como al modelo de Staehelin ya que, si se asume
que el filamento dnico o la pareja de particulas se rompen o
separan al abrirse la unidén, entonces la altura de la cara P en
las muestras no tratadas con EGTA deberia ser del doble de
aquelfas en las que la unién ha sido abierta.
Alternativamente, si los filamentos dnicos, o las parejas de
particulas Nno se separan sino que permanecen en una de las dos

membranas, entonces es de esperarse el encontrar largas crestas

y huecos en la superficie real de las membranas tratadas con

ECTA . - Nada de asto ocurre y, por el contrario, las imidgenes

coinciden con el modelo de dos filamentos de Bullivant.

R
e A
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Figura 2.7

Pig 2.7 Medelo de enldn estrachs ablecta segm Hirokawa. (8)
(H1) altura dol Chlamento en 13 cara ?, (H1) sltens

supatrficle rteal,
retl de 1a wnlén estrechs, (1) tema e

del tilamento an 1a superficie
transicién entre [as catas Py | B

KY
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2.2 Naturaleza guimica de ls unidn sastrecha,

Ya que hasta ahora no existe una megodologia adecuada
que permita el aislamiento y purificacién de los componentes de
la unién estrecha, el estudio de la naturalesza gquimica de la
misma, se ha basado fundaments]lemente en observaciones de tipo
morfologico que a continuacidn se describen.

En ©preparaciones lifndas con glutaraldehido, las
réplicas de crio-fractura muestran una serie de ffilamentos
cilindricos que representan a2 la unién estrechsa. 8in embargo
algunos autores consideran que estos consituyen la estructura
genuina de la unién. Existen varias razones para ello:

a) Aunque los filamentos aparecsan generalmenta como cilindros
continuos, tambien es posible encontrar algunds pequeRos
segmentos donde se observan coen claridad cadenas de particulas
similares'y con frecuencia cercanas a las uniones comunicantes.
(Friend & Gilula, 1972; Montesano et al, 197%) . Hay que
recordar que de uniones comunicantes o maccula communicans se
han aislado preparaciones puras, donde se ha visto que el
componente principal es protéico. (Perachia, 1980; Hertzberg
et al, 1981).

b) Ya que la unién estrecha no es sino una diferenciacién
regional de la membrana plasmdtica, es natural considerar a su
estructura como una extensidn, aunque aigo extrema, del
componente diferenciado mas importante de la membrana
criofracturada, es decir de ias particulas intramembranales
(PIM) . Al respecto hay que aclarar que en estudios con varias

técnicas y en diferentes sistemas se ha demostrado que las PIM
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estan constituidas por proteinas. (Tillack & Marchesi, 1970;
Tillack et al, 1972, Segrest et al, 1974, Fisher &
Stoechenius, 1977; Fumplin & Fambrough, 1983).

¢) Comn se menciona en incisos anteriores, en preparaciones no
fijadas con glutaraldehido, se observan cadepas de particulas
en lugar de filamentos continuos de unidn estrecha.

Como resultado de asta observaciones, se considerd a la
unién estrecha como & una serie de cadenas de particulas
intramembranales artefectualmente entrecruzadas por la fijacidn
con glutaraldehido. (Staehelin, 1973; Van Deurs & Luft,
1979 . Sin embargo han surgido recientemente otras
interpretaciones para explicar la estructura de. la wunién
estrecha. Pinto Da Silva vy Kachlr‘ (1982) proponen que las
depresiones lineales y continuas que se observan en Ja cara P
de Aﬁferial no fijado, no representan caras complementarias de

las hileras de partfculas {rregulares que se eancuentran en la

cara E de este material. St las cadenas de particulas
representaran genuinamente la estructura da la unién, no
deberian de existir depresiones lineales en fa ‘cara .
complementaria, sino mas bien habria dea oblor§arse una hilera
de depresiones puntuales. Por tanto, o bien el zurco lineal se

forma despues de la fractura por confluencia de las depresiones
puntuales o, la cadena de particulas no representa la
estructura original y es mas bien una alteracidn post~-fractura.
La primera alternativa, no tiene ninguna evidencia experimental
directa ni indirecta, mientras que la segunda bien podria ser

cierta si consideramos la presencia de bandas continuas en
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especimenes fijados y tambien, el hecho de que en preparaciones
ne fijadas, existen pequefas zzonas de cara P donde pueden
observarse bandas de filamentos continuos.

Existe ademds la observacién experimental de que en
especimenes fijados convencionalmente con glutaraldehido, si se

les impregna con un 100% de glicerol en lugar de un 25-30% como

se hace normalimente, aparacen cadenas de PIM en lugar de

filamentos continuos. Es decir, que las bandag no pueden ser
el resultado egclusivo del entrecruzamiento lateral e
irreversible de las proteinas integrales de membrana, puesto
que el efecto se revierte  con glicerol que es un compuesto
quimicamente inerte y por tanto, incapaz de romper las uniones
covalentes que supuestamente habria formado el glutaraldehido
con las proteinas.

Asi mismo, en estudios de congelacién rdpida de préstata
de rata (Kachar & Reese, 198&) en los que e] tejido se congela
directamente en helio liquido (para minimizar el efecto de la
formacién de cristales y evitar las posibles alteraciones por
fijacién quimica y crioproteccidén), los filamentos de la wunidn
estrecha aparecen, como cilindros continuos en las zonas donde
los cristales de hielo no daffan la membrana plsmética, mientras
que aparecen como hileras de partfculag en las dreas lastimadas
por el hielo.

Con estas evidencias Pinto Da Silva, Kachar y Reese
afirman que la estructura filamentosa que se observa por

crio-fractura represanta micelas ciléndricas invertidas

compuestas por lipidos de membrana vy posiblemente algunas.
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proteinas. Estas dltimas podrian mantener la estructura por

asociacidén con componentes del citoesquoléto. (Fig 2.8). Por'.

tanto, la formacién de la unidn estrecha requiere, segun esta

proposicidén, de una transicidn de fase de unax bicapa lipidica a

una fase hewxagonal Il.

Fig 2.8 Esquema de ua corte lemgitudimal de walén estrecha segua el
sodele de Pinto du Siive y Ksehar. (isquiasda) modelo do umid micel,
‘(derecha) modelo de dos micelas, (arrida) sim proteimas, (abaje) cen
prateinas estabilizadoras. (Tomado de Pinte da Bilva & Kachar, 1112},

g

>
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Cabe recordar que los lipidos puros o mixtos, naturales
o sintéticos, incluyendo los fosfolipidos, ademds del arreglo

en bicapa, pueden adoptar otras configuraciones ante diferentes

condiciones de hidratacidn, temperatura o concentracidn de
cationes. Una de esas configuraciones es la de fase hexagonal
I1I. En esta, las moleculas de fosfolipidos forman largos

cilindros con las cabegas polares orientadas hacia un centro de
agua. (Fig 2.9). La interaccidn entre cilindros adyacentes es
hidrofdébica v el diametro del centro de agua depende del grado
de hidratacién, la presencia de cationes Y el tipo de
fosfolipido involucrado.

Ahora si se compara un filamento de unién estfecha con
una micela cilindrica en fase hexagonal II, vera que tienen
muchas caracteristicas en comun tales como:

a) ambiente hidrofébico, dado por el interior de la bicapa
b)) morfologia lisa vy,
¢) dimensiones adecuadas (9-11 nm de diametro)

Por otro lado, estudios cristalogrédficos (Luzzati et al,
1968) Yy de cri-ofratura (Verkleij et al, 1980; Sen et al,
1981 ; Van Venetie & Verkleij, 1981; Boroviagin et al, 1982y,
han demostrado que algunos lipidos de membréna pueden asumir la
fase Hexagonal II (H II), tanto en un empaque hexagonal como
dentro de una bicapa lipidica. En ambos casos la fase H II
coexriste con micelas lipidicas esféricas que vigtas por

crio-fractura dan la misma imagen que las PIM. (Fig 2.10) .




ey

Figura 2.9

y su relacién con fas

En ambas estructuras las cabesas polares st
o. La interaccidénm extse cllindres as de

Van Venetie & Verklel, 19810,

Fig 1.9 Modelo de cilindros en fase K1t

particulas lipidicas.
sriwntaa hacia wn tantro acuss
tipo hidrotébico. (Tomada de
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figura 2.10

Fiq 1.10 Crio-fractura de liposemu do to
catt. La flechd indica una hilers da
K11, (Van Venetie & Verkieid, 1981).

statidilcoling cardiolipina
particalas adyacente 3 tubos
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Por tanto estos resultados apoyan, aunque
indirectamente, 1a posibilidad de que los filamentos de unidén
estrecha sean de naturalexza lipidica vy, asi mismo abren I1a

posibilidad de gque algunas de las PIM sean micelas lipidicas
invertidas.

Ahora si se revisa el modelo de unién estrecha propuesto
por Pinto da Silva & Kachar (Fig 2.8) se vera que los
filamentos de la unidén se localixzan .xcltsi?amentc en las hojas
exoplidsmicas de cada unidad de membrana. Al respecto hay que
recordar (Fig 2.1) que en corte fino la unidén estrecha mnmuestra
puntos de fusién precisamente entre l,l hojas exoplismicas de
las membranas adyacentes. Por otra parte .sp.riﬁ.nto- de
apagamiento de tluor.sccncil (Dragsten et al, 1982) han
demostrado que las sondas lipidicas que se locaslizan en las
hojas exopldsmicas de membranas de células epiteiiles unidas
por unionas estrechas, no pueden pasar de la cara apical a la
basolateral. 8in embargo, las soﬂ&ti que hacen flip-flop v
pasan a la éara protoplésmica pueden, posteriormente moverse
con libertad alrededor de toda la membrana plasmética. Estos
resultados por tanto sugieren que la unidén estrecha consituye
una barrera il pasaje de sustancias dnlcamgnte en la cara
exoplismica. El modelo de micala invertida, propone

precisamente que las micelas que forman la unién estrecha se

localizen en lai mitadas exoplasmicas de las membranas

plasmdticas.
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Volviendoe al planteamiento inicial de una unidn estrecha
de tipo protéico, Margolis y colaboradores (1982) observaron la
unién selectiva de liposomas fluoresceinados . a la <zona de
membrana donde se localiza la unién estrecha en células
epiteliales. Esta interaccidn entre liposomas y membranas
celulares desaparece al tratar a las células con tripsina, por
lo que se infiere se tratzs de una unién de liposomas a
proteinas de la unidén estreha. Sin embargo, hay que recordar
que en el modelo de unidén estrecha Ilipidica se propone tambien
la asociacién de esta con prot&!nas de anclaje al

citoesqueleto, por lo que resulitados como los de Margolis no

descartan Ia posibilidad de una unién estrecha de tipo
lipidico.

Por otro lado, en células MDCK se ha demostrado
(Cereijido et al 1978a; Hoi Sang et al, 1980; Criepp et al,
1983) que en las primeras horas de sembrada una monocapa es
necesaria la sintesis protéica para el desarrollo ulterior de
la resistencia transepitelial, Sin embargo, al igual que en el
caso anteriormente mencionado esto no necesariamante implica
que las vuniones estrechas en =i esten constituidas por
proteinasg. . .

En sintesis, se puede decir que el dilema de Ia
naturaleza quimica de la unidn estrecha aun no se ha resuelto.
Hay evidencias en favor del modelo de micela invertida vy datos
que indican la necesaria presencia de protéinas para el

establecimiento de la unién. Ambas situvaciones concuerdan con

un modelo de unidén Iipoprotéeica aunque aun no se tengan
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resultados que efectivamente compruben la existencia de tal.
Uno de los objetivos de esta tesis, como mas adelante se vera
consiste precisamente en averiguar, si el comportamiento de las
uniones estrechas ante cambios de temperatura concuerda con el
que habria de esperarse si fa unién fuese fundamentalmente

lipidica.

i
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2.3 Formacidn de la unién estrecha

2.3.1 Formacién de uniones estrechas en §i§tem;s fetales .

El primer trabajo «que describe la formacién de las

uniones estrechas durante el desarrollo fetal es el de
Montesano y colaboradores (1973). En el se observa como en
higado fetal de rata, al 14avo dia de gestacidn, las PIM se
alinean an 4reas anteriormente libres de particulas vy, forman
una red discontinua que asemeja un panal de abejas. (Fig
2.11). Conforme avanza la gestacién estos arreglos lineales de

particulas se funden para formar filamentos contfnuos, que para
el dia 21° claramente se identifican como uniones 'eltrechas
maduras .

Observaciones similares se hicieron en nefrones fetales

humanos y de rata (Humbert et al, 1976, en el epitelio
pulmonar fetal de borrego (Schneeberger et al, 1978, en la
glédndula tiroidea donde, incluso se mostrd como el

establecimiento de la unién estrecha coincide con el comienzo
de la secrecién hormonal de la gldndula (Luciano et al, 1979,
y en el mesotelio peritoneal de embriones de ratén (Suzuki &

Nagano, 1979%).



Fig 2.11 Crio-fractura de hepatocitos fetales. [las fotegrafias
muestran los pasos sucesivos en la formacién de las uniones estrechas.
(3) cadenas de particulas (cabesa de flecha) aparecen en zomis
pobrememte particuladas de Iz membrama. L3 membrama presenta
depresiones poligomales. 82 SO0 X. (4 y §) muitiples cadenmas ¢y
pequenos isiotes de particuias se ubican alrededor de las depresiones
sembranales formando uns red a manera de pamal. 4= 82 000 I $= 81 300
1. (§) cadenas de particulas se contimwan wnas com etris. (Tomada de
Montesano et al, 1979).
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Tambien existen estudios (Tice ot al, 1977; Shimono et
al, 1981), donde se relaciona el desarrollo fetal de la unidn,
vista esta por cri-ofractura, con la penetracidén de trazadores
de microscopia electrénica como el lantano y el rojo de
rutenio. Estos trazadores de alto peso molecular se aplican
por alguna de las caras del epitelio, generalmente la apical.
Si la unién estrecha sella Ia ruta paracelular, el trazador no
penetra, mientras que si la unidn esta abierta el trazador tifie
el espacio intercelular. Por corte fino se pueden observar con
claridad las zZonas teffidas asi como las no marcadas por el
trazador. De esta manera se infiere Ia permeabilidad de la
unién estrecha analizada en cuestidn.

Con esta técnica se ha visto como en los sistemas
fetales a medida que la unién estrechs s ensambla, la

permeébilidad al trazador disminuye y finalmenta desaparece.

+
Paq
PCIREN
¢
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2.3.2 Formacién de unién estrecha en células epiteliales en

desarroilo

En monocapas de hepatocito de rata fijadas a diferentes
tiempos despues de sembrarse a baja densidad, (Montesano 1980)
se observan los siguientes pasos para la formacién de las
uniones estrechas: ajl aparicién de una zona libre de PIM 5)
establecimiento de plieges en la membran@ a manera de panal c)
migracidén de PIM hacia los pliegues del panal y, d) fusidn de
las particulas en filamentos continuos.

E! mismo proceso ée sigue en monocapas de hepatocitos
(Porvaznick et al, 1979) y durante la citodiferenciacidén de
ameloblastos en el germen molar de Ia rata (Sls;ki et al,
1983 .

Tambien se ha estudiado en estos sistemas la
permeabilidad epitelial a trazadores électrdnicos. En rifion de

rata joven se ha visto como durante el desarrollo del tdgbulo

préximal, l1as nefronas que aun no filtran son permeables al
lantano, mientras que las ya funcionales no lo son. En estas
ditimas las uniones estrechas que se encuentran son

sustancialmente md&s complejas que en las primeras (Larson,

1975).
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2.3.3 Formacién de unidn sstrecha en célvlas MRDCK.
2.3.3.1 La unién eéttegh# v el calcio.

La primera evidencia experimental de la importancia del
calcio para la estabilidad de la unién estrecha, se obtuvo en
células oxinticas de Rana pgpiﬂns. (Sedar & Forte, 1964). Se
demostré que el EDTA fragmenta la unién estrecha y el C§2+
revierte por completo este efacto.

En monocapas confluentes de células MDCK (Cereijido et
al 1978b), se ha visto que el EGTA elimina la resistencia
transepitelial efecto que, se revierte al restituir el calcio
al medio. (Fig 2.12).

Estudios posteriores con monocapas de células MDCK
(Martinez-Palomo ét al, 1980), muestran que la resistencia
tansepitelial depende de la concentracidn erxtracelular de Ca2+.
Egte i6n no puede ser reempiazado por qu* o Bal*, (Fig 2.13).
En réplicas de crio-fractura se observa que la apertura de la
unién estrecha provocada por la falta de Caz+ produce una
simplificacién en la red de fllaﬁentos de la unién estrecha.

Al restituir el Caz* al medio se aprecia un retorno al patron

normal de filamentos de la unidén.

-
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figura 2.12
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Fig 2.13 Recuperacidn de la resistemcia eléctrica a traves de
monocapas de células MDCK. En la flecha 1 todos los discos se ponen
on NEM sin Ca®* y 1.5 mN ECTA. K1 Ca®* 5o restablecs & los tiempos
marcades por las flechas.  (Temada de Cereijido ot al, 1981).
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Fig 2.13 Resistencia eléctrica en fumeiin de la concentracion de c;"
en el medio de cultive. Previamente los disces se incsban por ¢5-04
nin en medio con difereates comcentraciomes de Ca''.  (Tomado de
Cereijido ot al 1981).
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Al adicionar el ionoforo A23187 a monocapas de células
MDCK, la resistencia transepiteliial se desploma. Esto indica
que el requerimiento de Ca?* s exclusivamente del lado
extracelular.

El resellado de las uniones ocurre simultaneamente a la
recuperacién de la selectividad Na*/Cl1~ y catidn/catién de la
monocapa. 8in embargo, @n monocapas recien sembradas, la

"

permeabilidad al Na* y Cl {1/B) no sigue el curso temporal de
desarrollo de la resistencia (Cereijido et al, 1978a) . Esto
indica que en una monocapa recien sembrada existen diferencias
en la cindtica de establecimianto de canales espacificos de la
unidén, es decir, que la resistencia transepifelial nsvsollmente
un; é;rlcteristica de la unidén estrecha y ia discriminacidén
catién-catidn es otra. Aparentemente la velocidad de reciclaije

de los componentes responsables de ambas propiedades X}

"distinta.

2.3.3.2.La unién estrecha vy las PIM.

Hoi Sang vy colabora&oros (1979) analizaron Ia relacién
entre la formacidn de Ja unioén estrecha y el estableacimiento de
una distribucién polarizada de PIM entre las membranas apical y
basolateral de céiulas MDCK. Vieron, que mientras las
monoéapas confluentes tienen uniones complejas y distribucidn
polarizada de PIM, los cultivos tratados con EGTA pierden sus
uniones v la polarizacién de PIM, Al resellar las cdlulag con

Caz+, la unidn 50 vuelve a ensamblar y reiparece Ia
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distribucién polarizada de PIM. Estos resultados concuerdan

con los de Galli vy «colaboradores (1974). Estos dltimos

observaron que en lobulo pancredtico de cobayo, el EGTA produce
fragmentacidn de la unidén acompanada por pérdida en la
polaridad de PIM. Sin embargo, Meldolesi y colaboradores
(1978B)vieron en el mismo sistema cbmo la reintroduccidén de Caz+
restablece a la unién estrecha sin que se establesca una
distribucidn polarizada de PIM.

En cuanto a la formacidén de unién estrecha en células
recien sembradas, Hoi Sang y colaboradores (1980), observafon

como tan pronto se tiene un tilamento continuo (10 hr), aparace

una distribucién polarizada de PIM.

Apesar de todo lo anteriormente mencionado, no se ha
descrito en las células MDCK el proceso morfolédgico de
énsamblaje de la unién. Se sabe que esta relacionado con ia
distribucién de ias PIM; que como se vera mas adelante,
requiere de una fase temprana de sintesis protéica vy, que su
estabilidad depende da l1os microfilamentos. En esta tesgis, se
ha disenado uﬁ modelo experimental, que permite estudiar el

proceso de ensamblaje de !a unién s-paradameﬁtc de la fase de
sintesis protéica. Asi mismo este sistema a difarencia de los
usados por otros investigadorers no requiere el uso de drogas
tales como el EGTA que, en Gltima instancia pueden tener

efectos colaterales sobre la preparacién.
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2.3.3.3 La sintesis de proteinas v Jla unién sstrecha.

Cereijido y colaboradores (1978a) vieron que la
cicloheximida (zx10-9 M) a¥adida a las 2 horas de sembrada una
monocapa produce un retraso considerable en el desarrollo de 1la
resistencia transepitelial. Si esta droga se affade entre las
horas 6 y 8 no produce efecto alguno. Por tanto es é6bvio que a
ti&mpég tempranos ((édhrs) se lleva a cabo la sintesis protéics.
Despues de la hora sexta los componentes de la unién vya estan
sintetizados aunque aun noc se encuentren ensamblados. (Fig
2.14). Estos resultados fueron confirmados posteriormente por

Ho;r Sang y colaboradores (1980), y Griepp y colaboradores

(1983) .

Fig 2.14 Desarroilo de la resistencia eléctricaa traves de wmomocapas
de células MDCK sembradas a confluencia a tiempo cero. La resistencia
eléctrica surge lentamente a medida que las uniomes se sintetizan y °
cierran  (circulos vacios). La cicloheximida (fugriml) presente
durante el periodo marcado por el rectingulo vacio tetrass !l
desarrollo de la resistemcia (cuadrados vacios). La puromicima (10

M) tieme el mismo efecto (cireslos llemos). 81 Ila ciloheximida en
cambio esta presente en el peridde mircado por el rectingulo lleno, no
inhibe el desarrollo de la resistemcia eléctrica (cuadrados Ilemos).
(Tomado de Cereijido et af, 1981,
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En monocépas maduras (40-48 hrs de sembradas) l1a

cicloheximida, la puromicina y la actinomicina D no causan
efecto alguno sobre la resistencia transepitelial. Esto indica
que no se requiare de sintesils protéica ni RNAm para el

mantenimiento de la resistencia en monocapas bien astablecidas.

(Criepp et al, 1983).
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En monocapas tratadas con EGTA, el resellado con Ca2+ no

se altera por la cicloheximida y la puromicina (Martinez-Palomo
et al, 1980; Griepp et al, 1983). Esto concuerda con
observacines de Meldolesi y colaboradores en lobulg pancredtico
de cobavyo.

,5¢ ha visto (Cereijido et al,  1978b), que monocapas
sembradas a confluencia con células provenientes de cultivos de
baja densidad celular presentgn un retraso temporal en el
desarrolle de su curva de resistencia. Estas monocapas a
diferencia de las provinientes de cul}lvos confluentes son
sensibles a la actinomicina D. Sin gmbargo, ne requieren de
nueva sintesis de RNAm si se les mantiene, 24 horas' antes de
sembrarse, en cultivo en suspensién.(Griepp et al, 1983).
Incluso, si a estas células despues de estar ean suspensién por
249 hrs, se les trata al momento de sembrarse con cicloheximida,

no se previene en lo absoluto la aparicién de la resistencia.

Pero, si se les trata con tripsina inmeadiatamente antes de

sembrarse, las célulass son incapacez des tener raesistancia en
ausencia de sintesis protéica.

En sintesis, se puede decir que las proteinas estan
involucradas en la formacidn de uniones estrechas. Estas
proteinas. que no se degradan rdpidamente en condiciones de
estado estacionario de l1a monocapa, son destruidas por 1la
tripsina vy, pueden resintetizarse en ausencia de contacto

célula-célula o célula-sustrato.
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2.3.3.49 La unién estrecha y el citoesgueleto,

Meza y colaboradores (1980), vieron que en las células
MDCK ila colchicina da®a losgs microtubulos sin que esto afecte
significativamente a la resistencia transepitelial de monocapas
en estade estacionario. Por el contrario, la citocalacina B
rompe los microfilamentos y suprime la resisfuncla electrica.

En monocapas tratadas con EGTA, la colchicina no ejerce
efecto alguno tanto en la apertura como en el resellado de la
monocapas. La citocalacina B en cambio, inhibe al resellado

con Caz+ y desorganiza el anillo de microfilamentos del borde

celular apical. (Meza et al, 1980)). Meldolesi y
colaboradores (1978), en lobuloe pancredtico de cobayo
obtuvieron los mismos resultados con la clitocalacina n. Sin

embargo apesar de que en este sistema, la colchicina no afecto
la organizacidén ni ia apertura de la unidn estrecha «con EGTA,
si produjo un resellado defectuoso de la misma.

En células MDCK, la citocalacina B y ia colcemida (un
analogo de l1a colchicina) aplicadas durante las primeras seis
horas de sembrada ils monocapa, inhiben por conmpleto la
formacidn ulterior de lasz uniones estrechas (Hoi Sang et al,
1980) .

En conclusién podemos decir, que los microfilamentos
estan estrechamente relaciconados con la estabilidad de la
unidn. En cuanto a los microtubulos los resultados son
contradictorios, por lo que su tﬁllcién con la unién estrecha

nos es aun incierta.

1
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2.4 Relacidén entre la estructursa y la funcidén de LL unidén

estrecha

Como se mencione en el capitulo I, se ha postulado una
clasificacidn de epitelios en dos categorias limites:

1. Los llamados de "alta permeabilidad", es decir, aquellos en
los que los solutos atraviesan el epitelio por wuna ruta
paracelular controlada por las uniones estrechas vy,

2. Los llamados "herméticos"”, donde la ruta de los solutos es,
casi exclusivaménte transcelular.

Las caracteristicas de baja resistencia eléctrica, alta
permeabilidad osmética al agua, transporte isotdnico de fluidos
Yy pequenos gradientes de concentracién son geheralmeqte
asociados con epitelios de alta permeabilidad, en tanto que las
propiedades inversas aparecen en los herméticos. Sin embargo

esta clasificacién bimodal de los epitelios, no es sino una

sobresimplificacidén, va que la relacidn conductancia

intracelular y conductancia intercelular varia en los distintos
epitelios. Al respecto, Claude y Goodenough (1973), intentaron

una clasificacién de los epitelios en funcién de su resistencia

transepitelial. Encontraron una correlacién antre la
permeabilidad de la unién estecha y el arreglo de los
filamentos de la unién. (Tabla 1) . Los epitelios muy

permeables tienen pocas bandas, mientras que los impermeables
tienen uniones de mayor profundidad y con un numero mayor de
bandas. Los epitelios con permeabilidad intermedia presentan

uniones de morfologia intermedia.
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Tabla 1. * Algunos Epitelios Simples Clasificados de Acuerdo a
su Resistencia Transepitelial. Medidas de la Morfo
logfa de la Unié6n.

‘ Resistencia Morfologia de la Unibn
TEJIDO Transepite-| No. de Fibrillas Profundidad (uym)| N
lial (Qcm?)| Gama Promedio+ES Gama Promedio+ES
Muy Permeable:
tGbulo contor-
neado proximal
de mamifero.
Perro 6 - - - - ~ |-
Rat6n - }1-2 |1.19+40.12 + + 48 |.
Rata - - - - - - -
Permeable: tid-
bulo contornea
do proximal de
Necturus 70 106 |3.30+40.15| 0.1-0.8(0.46+0.02 59
Vesfcula de co - -
nejo. 30 2-6 /4.10+0.11 { 0.1-1.0{0.41+0.02 90 |. -
Intermedio: ve
sfcula de Noc- :
turus 300 4-8 {6.2040.21 | 0.5-1.4 1.00+0.05 23 |
Yeyuno de rata >300 - - - - - |
Yeyuno de ratén - 4-7 15.30+0.17 | 0.3-0.8 0.39+0.03 34
Intermedios a
Herméticos: td
bulo contornea
do distal 300-600 - - - - -
Necturus - 2-7 {4.80+0.36 | 0.1-1.0 0.38+0.06 17
Ratdn - 4-7 [5.80+0.20 | 0.1-0.2 0.14+0.006} 18
Muy Herméticos:
Estf8mago de ra- ,
t6n - 4-11/8.10+0.34 | 0.3-0.9 0.63+0.03 25
Vejiga urinaria
de anfibios 1000-2000 - - - - ot
Sapo - 5-11/8.10+0.94 | 0.3-0.5 0.36+0.03 77
Rana - 5-14|7.90+0.38 | 0.3-1.1 0.58+0.03 34

(*) Tomada de Claude y Goodenough (1973)

(+) En la mayoria de los lugares la profundidad de la unién era
igual al ancho de una sola fibrilla

(N) nGmero de determinaciones.

(ES)error estdndar.

e o A
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Aunque en diversos sistemas se cumple easta relacidn

morfolégica-funcional (ver incisos de alteraciones
fisioldgicas, pafoldgicas Y experimentales), existen otros
donde esto no sucede. Martinezx-Palomo vy Erlij (1973)
observaron que tejidos como la vejiga urinaria de sapo, Y la

mucosa intestinal de conejo, poseen un numero mMmuy similar de
filamentos de unién estrecha, a pesar de tener una resistencia
electrica transepitelial de 12 .000 Y 125 ohmslcm2
respectivamente. Mollgard y colaboradores (1976) a su vez, no
encontraron relacién entre la morfologia de la unidn estrecha vy
l2 permeabilidad del plexo coroideo de borrego en desarrollo.
Estas observaciones abren la posibilidad’de que esfructuras
permeantes ( poros?) en o entre los filamentos, vy mno el
filamento mismo, sean las responsables de la capacidad de
sellado de la unidn. 4

Con respecto a este tltimo punto, Claude (1978) propuso
un modelo de permeablilidad transepitelial en el que se grafica
la resistencia transepiteltal en funcidn del nimero de

filamentos de la unién. En lugar de obtenerse una relacidén

lineal como habria de ser si la resistencia a traves de la

unidn, fuere ia suma de un grupo de reistencias en serie,
representadas por cada una de las bandas individuales; lo que
se obtiene es una relacidn exponencial. Por tanto se propone

que las unicones contienen pequenas regiones analogas a poros
que se pueden abrir \'4 ‘cerrut para dejar pasar a losg iones.
Asi, la resistencia de la unidn estrecha, pasa a ser funcién

primero, del numeroc de bandas de la unién y, segundo, de la

,.“

Pl

-
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probabilidad de que la banda este “abierta®.

En esta tesis y como se¢ vera mas adelante, se estudia si
en un epitelio en estado estacionario, la alteracidén de la
resistencia transepitelial s® acompana de cambios en ia
morfologia de las bandas de la unidén. Asi mismo se analiza si
en un epitelio en formacién la disminucidén en la permeabilidad
sigue el mismo curso temporal de la aparicién de las uniones
estrechas.

En la siguiente seccidn se mencionan varias condiciones
en ias que se ha estudiado la relacién entre la estructura de

12 unién y su comportamiento.

2.49.1 Alteraciones fisjoldgicas de ja unidn estrecha .

Existen diversas condiciones fisoldgicas que vienen
acompanadas de cambios en la estructura de la unidn estrecha.
Tenemos asi, que a) en las células de sertoli de testiculo
humano, 1a barrera tegticular—Slnguinea se establece justo

antes de que los espermatogénios proliferen para generar

espermatocitos primarios (12-13 anos de edad). En el testiculo
pre-puberal (3-8 anos de edad) en cambio, no se encuentran
uniones estrechas (Furuya et al, 1978); b) en glandula mamaria

de ratén (Pltelka et al, 1973) y de borrego (Morgan & Wooding,
1982), la unién aestrechs se vuelve mas complaeja al final del

embarazo y durante la lactancia; ¢) en dtero de rata, en el
dia de la implantacidn, la unién estrecha prolifera (Murphy et

al, 1982a); Yy d) an Gtero humano a il mitad del ciclo
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menstrual se observa una unién mas profunda y extensa que en el

resto del ciclo (Murphy et al, 1982b). De estos estudios queda

claro que, en condiciones en las que es necesario un control

estricto del contenido de una cavidad, la unidén estrecha se

vuelve morfologicamente mds compleja.

- R - T R T S ST e et 7 5 A 5 <
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2.49.2 Alteraciones patolégicas de la unidén estrecha

En realidad son pﬁcos los casos en los que se han
observado alteraciones patolégicas que se relacionen
directamente con cambios en Ia estructura de la unién estrecha.
Incluso en ellos no es posible afirmar que el patrén alterado
de Ia unién es el causante directo de la enfermedad ya que, es
posible que sea mas bien una conéecuéncia. Sin embargo es
pertinente aclarar que el hecho de que existan pocos trabajos
en los que se observen cambios patolégicos de la unién, sea tal
vez por falta de estudioc ¥y no porque sea esta necesariamente,
una condicién poco comun. Entre las condiciones patolégicas en
las que se ha podido determinar alguna alteracidén en la
estructfura de 1a unidn estrecha tenemos:

a) En carcinoma hepatocelular humano Ila unién . estrecha
se encuentra desorganizada, presentando zonas compuestas por un
solo filamento asi come discontinujdades frecuentes a lo largo
de la unién (Swift et al, 1983).

b) Las ratas con degenmeracidn congénita de la retina,
tienen al nacer un epitelio pigmentado (EPR) de apariencia
completamente norma1  A las 3 semanas, ios ndcleos de los
fotoraeceptores comienzan & degenerar, y el epitelio se vuelve
permeable a la peroxidasa y el lantano. A los' 72 dias, los
fotoreceptores han desaparecido v las células del EPR carecen
totalmente de unién estrecha (Caldwell & Mc Laughlin, 1983).

c) En un paciente con sindrome de Fanconl (perturbacién

renal que se asocia o precede a milomas maltiples), Ia biopsiaA

de rifion muestra la existencia de uniones estrechas entre

e e ke
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podocitos g¢glomerulares,. Hay que aclarar que, en el glomérulo
adulito humano sano, este tipo de unién no eniste, y sgla se
presenta en condiciones aembrionarias. En la orina de este

paciente, se detectan cadenas de proteinas livianas Lkapps de
alto punto isoeléctrico.Al aplicar in vitro dichas proteinas a
la cara apical de [a wvesicula ©biliar de Necturus, 1a
resistencia transepitelial y la diferencia de potencial
eléctrico espontaneo aumentan inmediatamente en forma

dependiente de concentracidéon. Este efecto se revirete al

eliminar las proteinas. El andlisis morfolégico de las

vesiculas muestra uniones estrechas mas profundas que lasg
norigfés. Por tanto se propone, que ciergas cadenas " protéicas
livianas, en virtud de su carga positiva, son capaces de
inducir cambios ;n la estructura y permeabilidad de la unidn.

(Alavi et al, 1983).
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2.49.3 Alteraciones experimantales de la unién estrechs.

Han sido varios y muy diversos los estudios que se han
hecho para inducir cambios en la estructura de 1a unidén

estrecha. En algunos casos astos han podido ser relacionados

con variaciones en la resistencia transepitelial. Para

facilitar su estudio, se han he dividido en dos grandes grupos:

a) los inducidos por drogas vy, b) los generados por otros

tratamientos.

2.4.3.1 Alteraciones inducidas por drogas,

La tripsina en el epitelio oral de la rata (Shimono &
Clementi, 1977) y en células cancerosas de colon que carecen
por completo de uniones estrechas (Polak-Charcon et al, 1978)

induce una proliferacidén masiva de las mismas. En cambio, en

monocapas de células MODCK provinientes de cultivos en

-suspensidén, el tratamiento con tripsina al momento del sembrada.

hace necesaria la sintesis de "novo" de proteinas para el
desa:rolio de la ragsistencia transepitelial. (Criepp et al,
1983) .

En vesicula biliar de Necturus, las citoquininas

vegetales cinetina y zeatina, Ia citocalacina B y la faloidina

producen un rdpido vy reversible aumento en Jla resistencia

transepitelial (Bentzel et al, 1980) . Las réplicas de
crio-fractura de estas preparacionas, muestran un patron
sumamente desordenado de unién estrecha. Los filamentos en
lugar de estar orientados p;ralclamcnta al borde apical

£
. -

7
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celular, se orientan en forma perpendicular. En base a estas
observaciones, Bentzel (1982) propone que l1a configuracién
paralela de filamentos de la unién se asocia & una alta
permeabilidad transepitéllal, mientras que la orientacién
perpendicular corresponde a‘ una alta resistencia
transepitelial.

Por otrec lado, la administracién cronica de estradiol
produce colestasis an hepatocitos de rata. Bajo westa
situasién, las uniones estrechas de los hepatocitos adquieren
un patrén irregular y sueltd, con muchos filamentos orientados
perpendicularmente a la cara apic;l (De Vos & Desmet, 1981).
En este caso a diferéncia de lo que sucede en lavvesicula
biliar de Necturug y de lo propuesto por Bentsel (1982), 5e
produce un aumento en la permeabilidad de la ruta paracelular.

Entre las sustancias qué se ha probado que inducen
proliferacién de unién estrecha tenemos: la vitamina A en
epitelio escamoso de pata de embrién de pollo (Elias & Friend,
1976, el tetracloruro de carbono (Robeneck et al, 1979) y la
N-nitrosomorfolona (Robeneck, 1980} en higado de rata; la
progesterona v el oestrogeno en tGtero de rata (Murphy et al,
1980) y, el AMPciclico en vesicula biliar de Necturus <(Duffey
et al, 1981).

El efecto de moléculas protéicas catidénicas sobre la
morfologia y permeabilidad glomerular, ha sido bastante
estudiado en animales exéer!mentales. El sultfato de protamina
Y la polilisina inducen en el rifon de rata, la formacidén de

uniones estrechas entre las membranas basales glomerulares vy

st e

e
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entre los podocitos. (Seiler et al, 1975; Kerjaschki, 1978).

La protamina produce en Ia vesicula biliar de Necturus un

rdpido vy reversible aumento en su resistencia transepitelial.
También genera un incremento significativo en la profundidad de

Ia unién estrecha (Bentzel et al, 1978) ., Estos resultados

sugieren que la neutralizacién de cargas filjas negativas en las

membranas epiteliales, desenmascara ia capacidad de formar

uniones estrechas.

En células MDCK, el promotor tumoral.

13~acetato~-12~tetradecasnoilforbol (TPA) produce un pronunciado
aumento en la permeabilidad transepitelial. Morfologicamente
se observan alteraciones celulares tales como apertura de la

unién estrecha, pérdida de microvellosidades vy formacién de

o

NUMerosos procesos celulares que contienen restos de
citoesqueleto. (Ojakian, 1981).
2.4.3.2 Alteraciones g;petimgﬁg;;gg generadas por distintos

tratamientos,

a) Choque osmético.- Con este tratamiento se han obtentido

resultados discordantes antre si. Por ejemplo, en vejiga

urinaria de sapo Wade y Karnovsky (1974), encontraron dque el

choque osmdtico rompe la estructura de la unién estracha.
Martinez-Palomo y Erlij (1975) obtuvieron una disminucién en la
tesisteﬁcia transepitelial a2 peasar de que 2 diferencia de Wade
Yy Karnovsky observaron uniones estrechas mno alteradas. En

tdbulo proximal de sapo, el choque osméticp da paso libre al

%
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lantano (Rawlins et al, 1975), mientras que en intestino de
cobayo produce un aumento en la resistencia transepitelial y un
patrén mas complejo de unidn estrecha (Madara, 1983).

b) Presién.- En tubulo proximal de rata, el aumento en la
presidén intratubular hace que la unidén estrecha‘se abra (Bulger
et al, 1974) . Al ligar el ducto biliar, los hepatocitos de
cobayo (Mutoh, 1981) yv de rata (Eastar at al, 1983) sufren un
rompimiento progresivo de sus uniones estrechas. Por tanto,
queda claro que la presidn es un factor que rompe el epitelio
destruyendo las uniones estrechas.

¢) Lesién mecanica.- En vesicula biliar de Necturus al remover
células aisladas del epitelio, lag células vecinas migfan y
cubren la herida. Las uniones estrechas entre estas células se
forman a los 15 minutos de haber entrado en contacto (Hudspeth,
19785, Hudspeth, 1982). En traquea de rata al ptoducirse una

herida, las wuniones estrechas aparecen 4 horas despues de que

las células se contactan en Ia zona daffada (Marin et al, 1979). .

El hecho da que tanto en Necturus como en traquea de rata se
formen en tan corto tiempo nuevas uniones estreachas, sugiere la
existéncia de una poza de componentes de la unién. Al respecto
seria interesante probar si inhibidores de la sintesis de
proteina tales como la cicloheximida o lIa puromicina inhiben 1la
formacidén de las uniones una vez que las células han entrado en
contacto.

d) Tensién mecédnica.- Cuando las células mamarias de ratén se

siembran a baja densidad, se aplanan y extienden al mé&ximo para’

formar una monocapa apenas confluente. La tensién centripeta
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del citoesqueleto de estas células hace que los filamentos de
1a unién estrecha se orienten perpendicularmente a la cara
apical. En cambio cuando !a tensién se aplica al gel que sirve

de soporte celular, las uniones estrechas se vuelven angostas vy

largas. (Pitelka & Taggart, 1983) . Por tanto, la tensidén

mecinica en si, ya sea inherente al citocesqueleto o impuesta a
Ia célula por una fuerza exdgena, puede desplazxar lateralmente
a los filamentos de la unién.

e) Temperatura.- La incubacién a 37 90 por 3' induce en
préstata de rafa una proiif@racion masiva de uniones estrechas
(Kachar & Pinto da Silva, 1981; Tadvalkar & Pinto da Silva,
1983). Estas uniones aparecen en 3 lugares ;tipicos; 1 en la
membrana basal de las células epiteliales columnares; 2) en 1la
membrana plasmidtica de células epiteliales basales (en su
estado nativo nunca poseen uniones estrechas); '~y 3) entre
partes de ia misma célula (unidn estrecha auto-célular) (Kachar
& Reese, 1983). Apesar de gue no se conoce el mecanismo
responsable de la formacién de estas uniones atipicas, estos
resultados indican: 1) Que )a formacidn de unidén estrecha en
las cédlulas epiteliales no raquiere necesariamente de la
participacién de dos células, ya que esta puede presentarse
entre elementos de la misma célula y, 2) que aun en células
altamente polarizadas, la formacién de unién estrecha no se

limita a sitios especificos de la membrana plasmditica.
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2.3 Degradacidn de las unioras estrechas

A lo largo da este capitulo, se ha mencjonado en varizs
ocasiones el efecto de quelantes de calcio (EGTA y EDTA) sobre
la integridad estructural y funcional de la unidn estrecha.
Recientemente se ha visto por microscopia de barrido los
eventos celulares que conducen a la desintegracién de la unidén
por falta de cd4lcio (Pitelka et al, 1983): a} Aparicién de una
fuerza centripeta en el citoplasma b) Esta fuerza tenza vy
desplaza perpendicularmente a los filamentos de la unién c) Los
filamentos se fragmentan d) La retraccidn celular genera
delgados filopodios. Estos en su porcidén distal Ilevan
fragmentos de unidn gque unen puntualmente a las céfulls entre
si, Yy e} Se endocitan los fragmentos de unién estrecha. En
cuanto a la tripsina, se ha visto que degrada a la unién de dos
maneras: 1) rompe los filamentos hasta convertirlos en PIM v,
2) endocita los fragmentos de unién (Talmon & Ben Shaul, 1979).
El efecto proteolitico de la tripsina sobre la unién, se
corrobora por el hecho de que células recien tripsinizadas
necesitan de gsintesis de proteina para ensamblar sus uniones

estrechas (Talmon & Ben Shaul, 1979%; Criepp et al, 1983).

Sin embargo, en células MDCK, se ha visto (Cereijido, .

comunicacidén personal), que al tratar las monocapas con

tripsina (sin EDTA), estas se levantan vy enrcllan como tapetes

celulares. De tal manera que el efecto de la tripsina parece

ser sobre la adhesidén al sustrato y no sobre las: untones en si. "~

W




En células cancerosas oo colon (Polak

Shaul, 197%) 14 de ovidrio (Risinger & Larsen,

degradacidon eplitelial de uniones estrechas sigue

pasos que el tratamiento con tripsina.
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I11 FOCALIZACION DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS DE LA TESIS

3.1) Presentacidn del problsms

A lo largo de los capitulos anteriores, sa ha mencionado
que las membranas epiteliales se caracterizan por su capacidad
de intercambiar nutrientes Y electrolitos entre el medio
externo y el interno. Esta capacidad tiene en primer lugar una
base estructural en la presencia de las uniones estrechas que,
como ya se ha mencionado, forman un cinturén que rodea a las
celulas v confiere al epitelin su papel de verdadera barrera a
la difusién. En segundo lugar, tiene una base molecdlar en la
distribucion asimétrica de enzimas vy sistemas de transporte
entre los dos dominios de la membrana de Ia célula epitelial:
el apical que se relacionia con el medio externo, Yy el
basolateral ba®ado por el liquido intersticial Y., por
consiguiente, sujeto a regulacién por hormonas y otros factores
séricos.

Como se menciona en el Capitulo II, hay preguntas gque,
no obstante ser fundamentales permanecen en pie. La primera es
porqué, cudndo y cdémo se establecen las uniones estrechas.
Hasta ahora se sabe que es necesario el contacto célula-célula
pard su formacién, que el c&lci;.participa en su integracidén vy
que al tripsinar un epltelio las uniones desaparecan. Sin

embargo no se conoce el mecanismo de ensamblaje de los

filamentos de la union estrecha, se desconoce si{ provienen de

PIM v si, de ser asi, estas se desenmascaran recien -cuando se
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las necesita para unirse longitudinalmente, si los componentes
se sintetizan de novo, o si simplemente se alinean y fusionan.

La segunda pregunta que no ha sido respondida es qué
relacidn guarda la estructura de la unién estrecha con la
regulacidén de la resistencia transepitelial. Como se menciona
en el Capitulo II, existen diversas situaciones fisioldgicas,
patoldgicas y experimentales en las cuaies 4 mayor numero de
filamentos v profundidad de 12 unidn estrecha corresponde una
resistencia transepitelial mas alta. Sin embargo tambien se-
sabe que hay ocasiones en las que esta relacion no se cumple.
Parte de este dilema se ha originado del hecho de que
generalmente se comparan diferentes tipos de epitelios y
provinientes de distintas especies animales. Por tanto es
conveniente estudiar que sucede con esta relacidn cuando se
trabaija con un mismo tipo celular sometido a diferentes
condiciones en las que se consiga variar expetimént;lmente la
estructura, la funcidén o ambas.

La tercer pregunta que se plantea se refiere a la
naturaleza quimica de il unién estrecha. En el Capftulo II‘se
menciona gque para el establecimiento ulterior de las uniones es
necesaria la sintesis de proteinas durante las primeras horas
de sembrada una monocapa. En dicho Capitulo tambien se comanta
que los trabajos de Pinto da Bilva, Kachar y Reese sugieren que
los filamentos de la unidn son en realidad lipidos organizados
en micelas cilindricas del tipo que, en cristalografia de rayos
X, aparece como una fase hexagonal II. Finalment® se tiene el

modelo lipoprotéico de unién estrecha, en el que los lipidos
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integran a los filamentos de i1a unién ¢ las proteinas
contituyen puntos de anclaje con el citoesqueleto. Por atro
lado, si el ensamblaje de la wunién estrecha se realiga por
fusién sucesiva de PIM, entonces resulta factible que la unién
sea protéica ya que como apArece en el Capitulo 11, se ha
demostrado l1a naturaleza protéica de algunas PIM. Sin embargo
tambien se ha visto que los lipidos pueden formar micelas
invertidas que vistas por crio-fractura son indistinguibles de
las PIM. Mientras no se tenga una preparacidén de unién
estrecha en la que sea factible el andlisis bioquimico, las
evidencias a favor o ;n contra de una u ctra postura serén
indirectas, pero de cualquier forpa contribuiran a esclarecer
la situacioén.

Por dltimo cabe preguntarse que relacién guarda la
formacidén de la unién eaestrecha con el establecimiento de 1la
polaridad celulaf. Pisam vy Ripoche (1976, observaron que
cuando las células eapiteliales de vejiga de sapo se disocian
meadiante ia quelacidén del Clz* (en esta condicidn las células
piefden sus uniones estrechas) ios marcadores apicales se

distribuyen sobre toda las superficie celular. Asi mismo, las

enzimas apicales leucina aminopeptidasa y fosfatasa alcalina se

, encuentran sobre toda la superficie aptecal de células
disociadas de intestino de ratén (Ziomek et al 1980). Por otro
lsdo, como s« vio en el Capitulo II, la adictén de EGTA en

células epiteliales produce una fragmentacidn progresiva de los
filamentos de la unién estrecha que a su vez conduce a una

pe?&f&é en Ia distribucién polarizada de las PIM entre las
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membranas apical y basolateral. Con el fin de aeastudiar Is
realacidn entre unidon estrecha, adhesidén a wustrato y polaridad

epitelial, Rodriguez Boulan (1983) estudid la gemacidn de los

virus V8V e influenza (geman por superficies opuestas en las

monoapas confluentes) en células MDCK disociadas. Sus
experimentos mostraron gque: 1) En células MDCK en suspensién

la gemacién viral se realiza por toda la superficie celular es

decir, con wuna perdida total de la polaridad, 2) En células -

aisladas adheridas a un sustrato, los virus geman con l#
polaridad correcta (el virus de influenza por la superficie
Iibre mientras que los virus VSV por el 4area adherida al
sustrato) . 3 En g¢grumos de células en suspeﬁsidn. sin
interaccién con el sustrato, los virus geman polarizadamente,
debido probablemente a que unas células hacen de sustrato a las
otras.

Queda asii clara la importancia de la interaccién de la

célula con el sustrato o «c¢con otras cédlulas (que se hacen

nutuamente de sustrato) para el establecimiento de la polaridad

celufar.
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3.2 Las lineas celulares: gus ventajas sobre log epjitelios

naturales

Para realizar esta investigacién se podri; trabajar con
epitelios naturales adultos. Sin embargo es dificil estudiar
en ellos los procesos de formacidén de unidén estrecha vy
polarizacién celular puausto que va los tienen aeastablecidos.
Una posibilidad podria ser, en principtio, estudiar tejidos
embrionarios, pero la cantidad de material que egstos brindan es
muy exigua. Si{ en cambio trabajamos con una linea celular ests

nos ofrece varias ventajas sobre los epitelios naturales.

Estas son: 1) Se trata de un solo tipo de células, sin
gl&ndulas, vasos ni filates nerviosos. 2) Todas las células
tienen la misma edad. 3) 5e las puede sincronizar para que
esten en la misma fase del ciclo celular. 4) No hay que
egtirparlas, disecarlas y montarias como & los epitelios

naturales para que vivan jn vitro unas pocas horas, y hacer el

.experimento premorteam, sino que las células cultivadas nacen vy

crecen naturalmente in vitro. $) E! medio puede ser totalmente
conocido. 6) Se tiene acceso experimentél a todas y cada una

de las fases que nos interesan, desde el momento en que se las
siembra, hasta que sintetizan y eﬁsambl#n las uniones oclusoras
y se polarizan en aptleal y basolateral. 7) S8a las puede
clonar, hacer estudios genéticos transformarlas etc. 8)
Creciéndolas en botellas roladoras se las puede obtener en

grandes cantidades, lo que facilita su analisis blioquimico.
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3.3 La linea elular MDCK como mudelo de monocaps spitelial

La linea celular MDCK con Ia que se trabaja en esta

tesis, deriva del rifon de un perro Cocker Spaniel adulto vy
aparentemente normal. El cultivo primario fue ‘hecho en 1958
por Madin y Darby (1979). "El numero modal cromosomico de esta
linea celular parece esta relacicnado con su tiempo de
permanencia en cultivo. Asi las MDCK que se obtienen de la
American Type Culture Collection (pasaje 50), tienen 79

Cromosomas por lo ﬁue su cariotipo se asemeja al canino normal
(Zn=78) con un autosoma metacéntrico adicional. En cambio las
MDCK del NIH (National Institute of Health de los Estados
Unidos) que estuvieron por 5 a®os en cultivo continuo.presentan

87 cromosomas (Gausch et al, 19466).

Las células MDCK en cultivo son citologicamente
malignas; sus ndcleos sion grandes con nucleolos madltiples vy
presentan con frecuencia figuras mitoticas anormales. La

oncogenicidad de esta liinea celular se probé 1in vivo al

inocularlas en el embridn de pollo por via intravenosa ¥
topicamente en la membrana corioalantoidea. En el primer caso
a la semana se encontraron focos de adenocarcinoma metastisico
en el cerebro, y en el segundo aparecieron placas de células
MDCK en el epitelio coriénico del embrién de pollo (Leighton et

al, 1969, 1970) .

.
ey So
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Estudios morfoldgicos y bioquimicos sugieren que las
células MDCK derivan de los tdbulos contormeado distal (Rindler
et al, 1977,1979) yv colector (Valentich, 1981). Sin embargo,
Herzlinger y <colaboradores (1982), observaron que las células
MDCK expresan antigenos de superficie correspondientes a la
porcién ascendente gruesa del asa de Henle y al tdabulo
contorneado distal.  Este posible origen mdltiple de las
células MDCK se evidencias también en el hecho de que ]a
captacion de Na* en ellas es inhibible tanto por amilorida (lo
que las asemeja al tdbulo contorneado distal), como por los
diuréticos furosemida y bumetsamida que actuan fundamentalmente
sobre el asa de Henle (Rindle:r et al, 1979,1982; Mc ﬁoberts et
al, 1982). El origen diverso de las células MDCK puede tal vez
explicar la heterogeneidad encontrada tanto en la formactdén de
ampollas (Lever, 1979) como en la magnitud de la resistencia
transepitelial de las monocapsas (Simmons, 1981}.

Cuando las células MDCK se siembran sobre un soporte
impermeable (vidrio o pldstico), forman monocapas polarizadas
con numerosas ampollas o domos multicelulares. La polarizacién
celular se manifiesta:

a) Morfologicamente, por la presencia de microvellosidades en
la cara apical, de uniones estrechas en la porcién anterior de
la cara lateral y de interdigitaciones en la membrana lateral
de las células vecinas (Kaiho, 1977, Leighton et al,

1969,1970) .
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b) Btoquimicamente, por Ila localizacidén asimétrica de enzimas
de membrana, tales como( la ATPasa Na*-x* vy la leucina
aminopeptidasa que se encuentran en las caras lateral y apical
respectivamente (Louvard, 1980) . c) Funcionglm.nto, por el
transporte vectorial de agua vy electrolitos (Misfeldt et al,
1976; Cereijido et al, 1978a y b) asi como por la gemacién
asimétrica de virus (Rodrigue:lsoul;n & Sabatini, 1978).

En cuanto a las ampollas, éstas se tormin por el
transporte de Na* que provoca secundariamente la acumulacién de
agua entre la monocapa y el soporte impermeable sobre el que

crece. Las ampollas son estructuras temporales, que

desaparecen cuando la presion del fluido acumulado excede la |

resistencia de las uniones entre las celulas que las forman.

Cuando las céelulas MDCK se siembran sobre un soporte
péfﬁgéﬁle y transliucido como los discos de nylon recubiertos
por coldgeno, se forma una monocapa que crece a manera de tapiz
liso, Y no se‘ forman ampollas ya que el agua puede escapar.
Las células asi cultivadas forman uniones estrechas entre si y
se polarizan estructural y funcionalmente. Ademas pueden
montarse a manera de diafragma entre dos camaras’ del lucita Yy
erhibir varias de las propiedades de los epitelios
transportadores natut;les (Cereijido et al, 1978b).

La resistencia eléctrica se desarrolla a partir de la 4a
a §a hora de sembrada la monocapa y.llega a las 249 hrs a un

valor de aproximadamente 80-200 ohms.cmz' La diferencia de

potencial espontaneo es menor de I mV (cara apical positiva).

La conductividad de la unién estrecha var}a notablemente a lo
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largo del perimetro celular, presentandose tanto 4reas de alta
como de muy baja resistencia. Esta heterogeneidad concuerda
con las réplicas de c¢crio-fractura, donde el ndmero de
filamentos de la unidén puede variar abruptamente de 1| & 10.
Sin embargo, va que para medir conductividad y observar el
ndmero de filamentos de la unidén estrecha, se emplean técnicas
muy distintas, Yy en consecuencia se usan distintas monocapas,
no se puede afirmar en rigor que las areas de alta
conductividad correspondan precisamente a las zonas con pocos
filamentos y viceversa.

Las uniones estrechas de las células MDCK son
impermeables a Ios trazadoras macromoleculares de mfcroscopia
electrénica como la lactoperoxidasa y el rojo de rutenio; su
discriminacién Na‘*/C1~ es de 9 a 1, vy la gelectividad catidnica
concuerda con la serie VI de Eisenman (ver Capifulo Iy, El
sellado de la unién estrecha y su estabilidad dependen de la

Z+ en el medio extracelular. Como se menciona

presencia de Ca
en el Captittulo I1, les microfilamentos parecen estar

involucrados en el mantenimiento de la estructura de la unién.
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3.4 Objetivos

Con base en las ventajas de las lineas celulares y en
especial de la linea MDCK, y en funcién d; las preguntas que se
plantean al principio de este capitulo se proponen para el
presente estudio los siguientes objetivos:
1y Estudiar el mecanismo dé ensamblaje de los filamentos de la
uqién estrecha en las célulss MDCK.

Para esto se ha disefiado un egperimento en el cual las
células se siembran & confluencia en botellas de cultivo con
medio con Caz+. Una vez que las c¢células de adhieren al
sustrato (1 htf se les cambia el medio por uno sin C12+ en el
que permanecen por 20 hrs. Esto tiene por objeto. que las
células se expandan e interdigiten entre si hasta formar una
monocapa completa. Sin embargo, debido a la falta de Caz+, las
céulas no se abrecchan entre si con uniones estrechas. Por
tanto,si en este momento se a®ade el Cas posible estudiar
mediante replicas de crio-~fractura el proceso de ensamblaje de
la unién estrecha.

2) Analizar la relacién entre la esttugtura de la unién
estrecha vy la resistencta transepitelial.

Se sigue el mismo‘ptotocolo del inciso anterior, solo
que ahora tambien se siembra sobre discos de nylon con
colidgeno. Se comparan las distintas etapas en la formacidn de

la unién estrecha con su correspondiente resistencia elédctrica

transepitelial y permeabilidad a rojo de rutenio.

(P
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Para estudiar si la

alterarse

temperatura sobre estos dos

células MDCK.

temperatura como

actual

experimentalmente se

sobre la naturaleza quimica de [a unién estrecha.
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relacién estructura/funcidén puede

analisa el efacto de la

parametros de las monocapas de

Existen ademds otros motivos para elegir a la
instrumento de este andlisis: la controversia

Esto

ultimo se plantea en el siguiente objetiveo.

3) Estudiar si

comporta como
lipidica.
Como vya

de las uniones
una monocapa
necesariamente

por proteinas.

filamentos de

en fase hexagonal II.

formadas por

Van Venetie & Verkleij,

bicldgicos

sensibles a la temperaura,

filamentos de
cilindricas
dristicas

37 %cy.

mezclas

lipidicas,

en las células MDCK la unién estrecha se

si su composicién quimica fuese fundamentalmente

hemos mencionado, aunque para e]l] establecimiento

estrechas durante las primeras horas de sembrada

es necesaria l1a sintesis protéica, esto no

implica que Ias uniones en si esten constituidas

Como vimos hay estudios que sugieren que los

la uniod estan formados por lipidos organizados

Estas fases liquido-cristalinas ya sea

de lipidos puros (Verkleij et al, 1980,

1981) o lipidos entraidos de sistemas

(Luzzati & Husson, 1962) son extremadamente
por tanto es de esperarse que si los
la unién westrecha son en realidad micelas

sufrirdn alteraciones morfoldégicas

cuando la temperatura cambie por varias décadas (23 a“'

«
it e
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4) Observar que relacidén guardanr entre si la formacién de ta
unién estrecha y la polaridad celular.

Primerco se analiza el estado de la polaridad celular
cuando las células estan adheridas al sustrato e interdigitadas
unas con otras pero sin uniones estrechas entre si debido a Ia
falta de Caz*. Al atadir este catién se sigue la cinédtica de
formacidén de unidn estrecha vy su relacién con la polaridad
celular’ Finalmente en él experimento de la temperatura se
estudia si esta afecta de manera alguna la distribucién

polarizada de PIM.




PAGE ou

IV MATERIAL Y METODOS

4.1 Cultivo celular masivo

Se utilizan células MDCK thdin Darby Canine KXidney?
entre los pasajes 60 y %0. Las células iniciadoras del cultivo
fueron obtenidas de la American Type Tissue Collection.

Las células se cultivan a 35.6 °C en botellas de
plastico deshechables de 150 em? de area <(Costar 3150,
Cambridge, Mass.), en una atmosfera compuesta por 93% de aire y
5% de COZ que mantiene el pH 2 7.4 (Incubadora VIP CO, 417, Lab
Line Instruments Inc., New Brunswick, N.Y.). Cada- botella
contiene 20 ml de medio ascencial minimo de Dulbscco (DMEM) con
sales de Earle (Grand Island Biological Co. (GIBCO) 430-1600,
Crand Island N.Y.?, 24V /mi1 de penicilina, 24 ugr/ml de
estreptomicina (GIBCO 600-5145%5), 0.8 U/ml dc'ln;ul!na (Lilly) vy
10% de suero de ternerar(GIBCO 200-46170) . Este medio completo
se denomina CDMEM.

Las células se adhieren al piso de la botella vy forman
una monocapa confluente. El medio de cultivo se cambia cada 2
a 3 dias. Las células se levantan del piso de 12 botella de

cultivo mediante un tratamiento con tripsina~-EDTA (GIBCQ

610-5305) . La suspensidn de célujas asi obtenida se centrifuga
durante 2 min a $00 RPM. El sobrenadante se descarta y la
pastilla se resuspende en CDMEM. Esta suspensién celular se

J
utilica tanto para seambrar los discos de nylon (ver mas

sdalante) como para crecer monocapis en botellas dea cultivo.

I
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4.2 Cultivo de monocapas con fines experimentales

9.2.1 Sobre discos de nylon recubiertos de coldgeno

4.2.1.1 Preparacién del coldgeno

Se disecan sobre hielo 20 colas de rata y se desprenden

los tendones longitudinales que aparecen como hilos blancos

brillantes. Después de cortarlos en pequefios pedazos se ponen
en 500 ml de 4cido acético frio al 2%. Se mantienen en
agitacidn. y 4 °¢ por una hr. El sobrenadante se dialigza

extensivamente contra agua destilada a 4 %c.

4.2.1.2 Preparacién de discos de nylon

Con un sacabocados se cortan discos de nylon (HC-103
Niter, Tetko Inc., Elmsford, N.Y.) de 1.3 cm de didmetro. Se
limpian por sonicacién en acetona durante 15 min y se ponen a
hervir en agua destilada por 10 min. Se enjuagan en alcohol al

70% y se dejan secar al aire.

4.2.1.3 Recubrimiento de los digcos de gg;dg con coligeno
Los discos se recubren con colégano vy se eXponan a
temperatura ;mblente a los vapores de hidréxido de amonio por 2

min. Se esterilizan en etanol al 70% por 24  hrs. Para
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eliminar el alchohol se lavan 3 veces con amortiguador salino
de fosfatos de Dulbecco (PBS, GIHCO 450-1300) egsteril. Antes

de emplearse se lavan una vez con CDMEM.

4.2.1.49 Siembra de células sobre discos de nyvlon con coldgeno
Los discos se colocan en una multicdmara Linbro de 24
pozos (Flow Laboratories Ine., Mc Lean; Vir.), y sobre ellos se
siembran lags células a confluencia (106 celulas/ml, iml/pozo).
Despues de 60 min de incubacidén a 35.6 °C en atmésfera de aire
y 3% de CO, con humedad constante, los discos se transfieren a
pozos con medio fresco con el fin de eliminar a aduellas
células que no se adhieren al disco. Para los experimentos de
temperatura el medio fresco que se utilizxa es CDMEM, mientras
que para los experimentos de ensamblaje de la unién estrecha se

usa el medio escencial minimo sin Caz (MEM sin Caz+, GIBCO

410-1300) .

4.2.2 Cultivo celular sobre ¢caja de Petrpi

, 8¢ siembran 2 ml de suspension celular por caja de petri

de plistico de 8 cmZ de drea cultivable (Lux 5221, Miles

Laboratories, Naperville, Il1).

W
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4.2.3 Cultivo celular en botellas de pléstico
Se siembran 10 ml de suspension celular por baptella
Falcon de 7% em? de 4&rea de cultivo (Falcon 3024, Oxnard,

Cal.)

4.3 Mediciones eléctricasg

Los discos se colocan & manera de diafragma entre dos

cdmaras de lucita con un volumen cada una de 1 cm3. El 4rea

2*. La corriente se

del disco que queda expuesta as de 0.4% cm
pasa a traves de electrodos de Ag/AgCl colocados a 2 cm de la
monocapa. La deflexién en el voltaje que se producev se mide
con otro par de electrodos localizados a | mm de la membrana.

La contribucidn del soporte de colégeno, el disco vy el
medio 2 la respuesta Ae voltaje, se sustrae, de tal manera que
todos los valores comunicados en esta tesis corresponden
exclusivamente a la respuesta de la monocapa.

A un grupo de monocapas se las mide la resistencia en

funcidén de la temperatura ( de 3 a 37°C). Para ello se uttliza

una sonda de implantacidén tisular (YSI C-8456—OO, Cole Palmer,

Chicago, 11.) que se introduce directamente a2 lIa cémara de-

lucita ¥ que a su vez se conecta a un termistor de lectura

directa (YSI-C8400). Los experimentos de temperatura se
reallzan en el cuarto frio, el cuarto c&ilonto 14 el
laboratorio, con el fin de que Jlas monocapas, el medio y la
cdmara se encuentren a Ja temperatura deseada. Posteriormante

se vié que esto no esa necesario, ya que la resistencia que se
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obtiene con un cambio de temperatura aparece en manos de 2 seg
Yy por tanto refleja inmediata y unicamente la temperatura del

CDMEM que se inyecta en la cémara.

4.4 Estudios morfoldgicos

4.49.1 Crio-fractura

Las réplicas de crio~fractura se obtienen de monocapas

sembradas en botellas de 75 cmz de 4rea cultivable. Estas

monocapas se fijan con glutaraldehido al 2.%% en lmoftiquador
de cacodilato dé de sodio 0.1 M, por un tigmpo minime de 30
min. Gradualmente se infiltran con glicerol hasta llegar a una
concentracidn final del 20% en la que permanecen durante i hr.
En seguida las monocapas se raspan del sustrato y se congelan

en freon 22 enfriado a -196 °

con nitrdédgeno liquido. La
crio-fractura se realiza con un aparato Balzers 300 (FL 9494,

Balzers Leichenstein) equipade con una bomba turbomolecular a

-120 °C y un vacio de 2 X 10°% mm Hg. Despues de ‘la

evaporacién del platino y el carbén, las réplicas se lavan en
hipoclorito de sodio por 24 hrs. Finalmente e enjuagan con
agua destilada y se recojen en rejillas cubiertas con Formvar.

La observacién de las réplicas se hace en un microscopio

electrénico Zeiss EM 10 (Zeiss, Oberkochen, Gotminy).

Ly
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9.4.2 Microscopia de trangmiglion elecrdnica

Las monocapas sembradas en cajas de petri de 8 cmz de
drea de fijan con glutaraldehido al 2.35% en amortiguador de
cacodilato de sodio 0.1 M. Despues de 3 lavados con el
amortiguador, las muestras se postfijan con tetradéxido de osmio

al 1% en la solucién amortiguadora con rojo de rutanio (0.5

mg/ml) . Paso seguido se deshidratan en series graduales de.

etanol vy se embeben en Epon 812. Los cortes finos se hacen con

navaja de diamante y se recogen en rejillas recubiertas con

.

Formvar. Las muestras se tifien con citrato de plomo v acetato
de uranilo. Se examinan en un microscopio eleactrdénico Zeiss EM
10.

4.4.3 Cuantificacién de resultados morfométricos

4.4.3.1 Cuantificacidén de Ja morfometria de la unjién estrecha

A fotografias de las réplicas de crio-fractura ampliadas
a 83 000 X se les traza una linea paralaela al eje principal de
la unién y liineas perpendiculares a esta cada 133 nm. Se
cuenta el ndmero de filamentos que intersecta con cada una de
estas lineas secundarias vy se mide la distancia entre el
tilamento superior y el inferior, lo que se toma como
profundidad de Ja unidn. Un sélo filamento se considara

profundidad cero.

— e A s
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Los datos obtenidos ¢ procesan con el programa de

distribucidén normal en una microcomputadora Hewlett-Packard

85C.

4.4.3.2 Analisis de densida de particulasg intramembranales

(PIM)
A fotografias de réplicas de crio-fractura de membrana

plasmitica con un aumento de 110 000 X, se las trazan circulos

de 4.52 cmz de 4rea ¢ 0.037 um2 de membrana) en los que se
cuentan en ndmero de PIM. Los circulos se dibujan con el fin
de evitar estructuras tales como microvellosidades, zonas de

poco contraste o regiones donde el plano de fractura abandona

la membrana plasmitica. Los resultados se expresan como

2

PIM/um + error standard.
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V RESULTADQS Y DISCUSION
5.1 Efecto de la temperatura sobre las uniones estrechas de
las células MDCK. v
. (Los resultados que se presentan en esta seccién

aparecen publicados en Cereijido y colaboradores, 1983 v en
Gonzdlez-Mariscal y colaboradores),

La conductancia aléctrica a través de monocapas de
células MDCK disminuye significativamente por el frio (Fig

5.1). Entre 3 °C (5.1940.24 mmho.cm?

Yy y 37 °C (16.03+0.49) 1la
conductancia cambia en un 304%. Este etécto de Ila témpetatura
sobre la permeabilidad de las membranas ha sido previamente
observado en otras membranas (Drever et al, 197§; Fischbach &
Las, 1978; Jahnig _Bramhall, 1982).

La solucién de bafo se inyecta a la cémara (1 ml) lo més
rapidamente posible por medio de un par de jeringas (50 ml),
pero el cambio en conductancia es aun mts'rtpido que el par de
segundos que tarda la operacidén.

Si se toma en cusnta que, ademis de aste tiempo, parte {
del retrazo se debe a la difusidén del éalor a traves de las
capas no agitadas de la solucidn; entonces se verd&8 que el

cambio de conductancia constituye un fendémeno sumamente rdpido.

Dicho cambio es ademés completamente reversible (Fig 5.2).

o - P e — e -’.a o




figura 3.1
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Fig 3.1 !T}cto de [a temperatura sobre [2 comdsctancia eléctrica de
nonocapas de células MDCK, 24 hrs despues ds sembradas 1 comfluencia
scbre discos de aylon recubiertos per coligeme. L2 comductamcia se
calcula con la deflexién en ol voltaje preducida por wuma corriente de
100 ul.clz. La contribueién del seporte, 1z solucidn y los electrodos
se sustrae.  Los resultades se sxpresan come media ¢ error standard.
Cida punto es ¢l promedio de 5 2 120 wmomecapas individuales. Las
pendientes de las dos porciemes de la curva corresponden a 4.0 § 3.2
Keal.mol !,
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Fig 5.1 Reversibilidad del efecte de la tempecatora sebrs 1
resistencia eldetrica a2 traves de momscapas de células MDCK. L2
poblacién de monscapas se imenba o 37°C; 14 do ollas ss teman panra la
nedicién  eléetrica (les discos se deoscartan despues de las
nediciones). Los 17 disces restantes se pasan o COMEN 2 3 %Cy 2 8 de
ellos se les wmide Ia resistencia eléctrica. A los ¥ witimes discos
que han estado o 37 y dospues 2 2 *C, nwavamemte so les iscebs e
CONEM a 37 %C y so los nide 12 resistencia eléctrica.

La grdfica de Arrhenius de los valores de conductancia
muestra una dls;ontinuidtd y un c¢ambio de pendiente entre los
22 y 31 °c. Este cambio de pendiente generalmente se toma como
evidencia de tansicidon de fase de la aestructura responsable de
l1a permeabilidad idénica (Dreyer et 11;1976; Anderson et al,
1977, Schwarz, 1979).

De las dos plndlﬁntol se calcula la ‘ energia de

activacién de Ia pemeabilidad idnica wusando Ia siguiente

ecuacidn:

LY

ve d
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In C = EX/RT + In A (1)
| |
donde C es la conductancia eléctrica, Ex l1a energia de |
{
activacidn, R la constante wuniversal de los gases, T la
temperatura absoluta y A l1a constante de Arrhenius. La

ecuacién 1 da una energfa de activacidn de 4 Kcal/mol para la )
rama entre 31 y 37 °C, y de 3.2 pars la qgue se encuentra entre . !
3 v 22 oc. Energias de activacién en este rango corresponden a

mecanismos de difusidén que no involucran procesos de tipo

enzimdtico bombas, acarreadores etc. (Knifkii ot al, 1981;
Leech & Stanfield, 1981),. Estos resultados concuerdan con la
observacién de que la translocacidén iénica a traves de

monocapas de édelulas MDCK procede por la ruta paracelular
(Cerejjido et al, 1980) vy la permeabilidad a traves de esta via
en los epitelios de alta permeabilidad sigue las layes de 1la
difusidn simple (Barry & Diamond, 1971; Barry et al 1971;

Wright et al 1971, Moreno & Diamond, 1973).

"En la siguiente serie de experimentos se investigé si el : ‘
cambio de 306% en el grado de pemaeabilidad de Ia unién estrecha ‘ :
producido por la temperatura, se refleja en alteraciones de su ‘
esttuétura, estudiada esta en réplicas de crio-fractura.

Las monocapas se fijaron a la mis baja (3 °C) y mis alta
(37 °cH de las temperaturas exploradas electticaﬁente. La -
unién siempre exhibe un eje principal que como. ya ha sido
demostrado (Cereijido et al, 1978b; Martinezs-Palomo et al,

1980) corresponde a la saeaparacién de 1a membrana en las

e m
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regiones apical y basolateral -(fig 5.3)

!
¢
i
l

37°

Fig 3.3 Réplicas do ecio-fractura de membrons plasmdtics de menscapas — i
confluentes de chlulas MOLK fijadas 2 3¢ 87 °C. Les tilamentes :

ipirecen cene surcos en I3 cara £y come erestas an {2 cara P, Metar

8) la irreqularidad de Iu ted, B) s heterogeneidad on ol abmere do

tilamentos; varias desde 2 (flecha isquietds ¢ 87 °C) hasta § (flecha

ferecha 3 37 °C), y e) slgunes filomnaten ne son continees sine gue -
parecen cemo hileras de pacticeles (fleeha a 3 °C). I 48 #M0. -
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En el presente estudio para analisar morfometricamepte a

la unién estrecha, se traza una linea paralela al eje principal

de {a unién, y a  partir de esta ge trazan ifneas

perpendiculares cada 133 nm y se cuenta e! numero de filamentos

que intersectan a dichas lineas (Fig 5.4). La profundidad de

la unidén esta dada como la distancia entre los filamentos

superior e inferior.

e e e T

Tig 5.4 Metedo pars avalwar ¢l ngmere do filamentes 1 1o prefendifad

e I+ wmih estrecha.Be trasa wns linea paralela al eje prinmcipal de

la wmits y lineas perpendiculages 2 ety s¢ didujan cada 133 am.  Se ;
cuents ol admere do filsmentes ¢ue Intersecta a cada wua de estes

Lineas (var pacte sugecior 4o la figuea). L2 distancis eatre les
filasentes superior o isforier (fleehas) se toms como prefandidad de

fa wnién. Un sele (ilamente se considara prefvndided cote.

s et s - . e !
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La tatla $.1 muestra que estos pardmettros no son
afectados significativamente por Ja temperatura. 8in embargo
ya que las uniones estrechas en las monocapas de .éelulas MDCK
tiégéﬁw un patrén muy dirregular, en las figuras 5.5 y 5.4 se
compara la distribucidn del ndmero de filamentos y de la
profundidad de la unién a las dos temperaturas exploradas. Las
distribuciones no muestran alteaciones significativas que
pudieran explicar el cambio de 306% en la resistencia eléctrica

transepitelial.
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Fig 3.3 Frecuencia de distribueiéa de! ntmare de filamentes (o ia

unidn estrecha a 3y 37 “C. So evantifica coms 5o Coseribe on In tig -
3.4 '
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Fig 5.¢ Frecuencia de distribscién d¢e la profundidad de [a bamka
ocapada por la wnién estrecha 3 I 2?7 ®C. Lis nediciones se hacmn
como se describe en [ tig 5.4
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TABLA 5.1
Uniones Estrechas de éelulas MDCK fijadas a 3 y 37 °c

3 °c a7 °c
Ndmero de filamentos 4.8 + 0.2 (129) 5.2 + 0.2 (153)
Profundidad de la unidén
(um) % 0.23 + 0.02 (129> 0.25 + 0.01 (153)
Densidad de la unidn*x 18 (129 21 (153)
Conductancia
(mmholcmz) 5.19 + 0.24 (21) 16.03 + 0.40 (28)

e e e N e m M e e e Wt e S e G A A e e e G e S W e M e e e Wm A e e RN v Gm G GE M wmt T WS v W D i G W e v R e T wm S

Los valores se eupresan como media+error standard, (ndmeroc de
observaciones) .
* Distancia entre los filamentos superior e inferior.

** Ndmero de filamentos dividido entre profundidad de Ia unidn.

La constancia en el patran de 1la un;dn estrecha que se
observa aun cuando el grado de oclusidén de la misma se modifica4v
por la temperatura, no sugiere que PIM s; fusionen vy aNadan a
los filamentos. 8Sin embargo, la densidad o la distribucidn

polarizada de PIM podria alterarse por la temperatura por
alguna otra razén. En el siguiente estudio se comparan Ias-af

replicas de criofractura de las caras E y P de las regiones.
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apical y basolateral a 3 y 37 o¢ (fig 5.7).

Fig 5.7 Réplicas de crio-fractura de Ias caras E y P de las regiones
apical (A) y basolateral (B) de la membrama plasmitica de las céiulas
MDCX incubadas y fijadas 2 3 y §7 %C. Notar la diferescis en densidad

de PIM entre las distintas ceglomes y caris.

e
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Con el fin de que la comparacién sea valida, las PIM se cuentan
en fotografias magnificadas a 110 000 X. Los errores
introducidos por microvellosidades o regiones donde el plano de
fractura abandona la bicapa lipidica, se minimizan al contar
las PIM contenidas en circulos de 4.5 cm? que representan un

area de membrana de 3.7 X 10~% m? (Fig 5.8).

Fig 5.8 Metode para evaluar [a »‘,«isuu do PN @& lLus llstziltu
réplicas de células MICK. So trasan circules do 4.52 ca”, que
representan 0,037 ! s sesbrana sebre fetogratise sagniticadss a 118
$88 I.  Los ciresles tisnes coms finaliGid eviter ‘estructuras ,ﬁaln
cono micrevellosidades o reglomes ltglq'tl'bﬁtio € foacters ’iill‘ﬁll
la membrama plassbties, intreduetonds ertebes cilli‘tii!lil-ll Ia
evaluicién dul drea. ;
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La figura 5.9 resume los resultados obtenidos a 3 *c
(barras blancas) y a 37 °c (barras oscuras). A la temperatura
cercana a aquella en la que las células no;mnlmente se cultivan
(364.5 ©°C)> hay mas PIM en las caras P que en las E, tanto en la
regién apical como en la basolateral (8114109 wvs 800451
PIMIumZ). En las caras P la densidad de PIM es mucho mayor en
la regién basolateral que en 1a apical (1878481 vs 11546+74

PIM/um?) .
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Fig 5.9 Deasidad do PIN en la membrama plasmitica de células NOCK
ineubidas y tijadas a 3 (barras claras) y 37 °C (bacras oscuras).
Notar: a) que la cara P de la vegién baselateral preseats wm mayer
densidad de PIN que la cara P de la spical 2 amhas tenperaturas; »)

I1a cara E no parece estar pelarisada y, ¢) ol e tiends a swvaentar
la denstdad 4o ?IN.

El frio produce un aumento -iqnif{cattvo en la densidad
de PIM en la cars E de la membrana apical (p0.001), y en la
cara P de la membrana bllollt‘tll (p(b.OOl). Con base en estos
resultados no es pos!bic definir si el cunb}o en densidad se
de;. a insercidén do‘PIH de una pozxa pre-existantea, o a Ia

formacién de nuesvas PIM como resultado de una transicién de

fase en el arreglo de las moléculas ya presentes en la membrana.
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(Ej. por micelizacidén de la bicapa).

Vistos en conjunto, los resultados presentes indican que
Ia resistencia puede incrementarse en un 306% sin que esto
produzca cambios significativos en el patrén de la unién
estrecha. Si los filamentos de la unién estan constituidos por
micelas cilindricas, estas son mucho mas estables a los cambios
de temperatura que cualquier otra mesofage lipidica conocida
por nosotros. Ademis resisten cambios de temperatura capaces

de provocar una clara transicidén de fases entre 22 y 31 °c.

5.2 Formacién de uniones astxechas en células MPRCK,

Las células MDCK obtenidas por tripsinacién y sembradas
a confluencia sobre discos de nylon recubiertos de coligeno,
forman una monocapa continua en una hora aproximadamente. La
resistencia eléectrica a través de estas monocapas es
despreciable en las primeras 4 horas y despues se desarrolla
gradualmente hasta alcanzar un valor méximo entre las 15 y 30
horas (Cereijido et al, 1978 a, b; 1981).

La figura 5.10 muestra el desarrollo de la resistencia

eléctrica a través de monocapas que despues de 60 miutos de

sembradas en CDMEM (para facilitar la adhesidén a sustrato), se
transfieren a MEM sin Caz+ en el que permanecen por 20 hrs. En
este Qomento que corresponde al punto cero de la abeisa, las
monocapas se pasan nuevamente a CDMEM. Los discos en medio sin
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Caz+ no manifiestan resistencia eléctrica, lo cual es de

esperarse dada la importancia del C12+

en la capacidad pclusors
de la unién estrecha tanto en células MDCK (Cereijido et al
1978b; Martinez—falomo et al, 1980), como en otras células
epiteliales (Forte & Nauss, 1963; Sedar & Forte, 1944; Galli
et al, 1974; Pisam & Ripoche, 1974; Meldolasi et al, 1978).
Como puede notarse en la misma figura, al transferir las
monocapas a CDMEM la resistencia se desarroila con una réapida
cinética (53-6 hrs); esto puede deberse a que mientras que las
células recien sembradas tienen que adherirse al sustrato,
alargarse e interdigitarse entre si, las monocapas que han
permanecido por 20 hrs en MEM sin Cal* tienen estos pfocesos va
terminados. De hecho Rodriquez-Boulan y colaboradores (enviado
a publicacién) han demostrado que en estas monocapas la

inhibicidén de la sintesis protéica por cicloheximida (édugr/ml)

no previene en lo absoluto la aparicién de la resgsistencia al

adicionar el cal*, Esto difiere del comportamiento de
monocapas recien tripsinadas, an las cuales tanto la
cicloheximida como la puromicina bloquean el desarrollo

ulterior de la resistencia transepitelial si se a®aden durante
las primeras 4 hrs de sembrada la monocaps (Careijido et al,

1978a; Griepp et al, 1983).
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Fig §.16 Desarrollo de Iz resistemcia eléctrica de momecapa de células
MDCX en fumcién del tiempe de incubaciln en COMEM. Las células se
siembran 2 confluwencia sobre disces de aylen tecubiertes con coligene
v 4 12 bera se transfieren dol CONEN al NDN sia Cad*. En este titime
permanecen por ¢ hrs. Im el tiempe cere de [la grifica que
corresoponde 3 las 21 hrs de sembrada 1z monocapa les disces se
transfieren del MEN sin Caz‘ al couew,

La morfologia de la monocapa de células MDCK cultivada en CDMEM
ha si descrita ampliamente (Leighton et al, 1970; Kaiho, 1977;
Misfeldt et al, 1976, Ceretjido et al, 1978b; 1980).v‘lEntre
las prtncipal¢- cnr;ch:l¢ttcan sestrfucturales estan: l1a unién
estrecha constituida por una red de filamentos, la distribucidn
polarisada de PIM entre las }cgionos apical y basolateral, 1la

presencia de microvellosidades en Ila cara apical Y de
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desmosomas en las membranas laterales. Como se aprecia en la
figura 5.11a las monocapas que han permanecido 20 hrs sin Ca2+
estan interdigitadas entre si, carecen de desmosomas y de
uniones estrechas y presentan microvellosidades en la cara
apical Eastas tienden abandonar Ja reglién de las uniones
intercelulares, hecho que ha sido vya descrito en células
mamarias (Pitelka et al, 1983 V4 en células MDCK
(Rodriguez-Boulan et al, enviado a publicacidén) cultivadas sin
Ca2+. Las «células MDCK incubadas bajo estas condiciones son
permeables al rojo de rutenio (Fig 5.11af. La relacién entre
el grado de oclusién de la unién estrecha y la penetracidn de
trazadores de microscopia elecrénica como rojo del rutenio,
lantano o peroxidasa del rabano al espacio intercelular, ha
sido analizada exhaustivamente (Miller, 1960; Farquhar &
Palade, 1963; Goodenough & Revel, 1970).

En la figura 5.11b se observa la unidn entre dos células
que despues de haber permanecido por 20 hrs en MEM sin Caz+ se
transfieren a CDMEM. Se observa la aparicién de desmosomas vy
la clara penetracién del rojo rutenio, En la tigura 11.5¢c las
células siguiendo el mismo protocolo han permanecido por 6 hrs
en CDMEM. 5e nota la apartcién de unién estrecha (flechas) vy
que @l rojo rutenio no parmes al espacio intercaealular. En
%.11d lan células tienen 24 hrs de incubacién an CDMEM vy, al
tgual que en ¢, el paso del rojo rutenio queda bloqueado por la

unién estrecha.
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La permeabilidad al rojo rutenio de tod#s las monocapas
analizadas se muestra en la figura §.12. Mientras que a las 3
hrs dea incubacidén en CDMEM el 91i% de las monocapas Sson
permeables al trazador, a las 6 hrs soloc el 13% de las mismas
siguen siendo penetrables. Estos resultados concuerdan

plenaﬁéhte con Ia respuesta eléctrica de estas monocapas.

(Comparar con la ftg 3.10).
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Fig 3.11 Permeadilidad da las nenocapas de célnlas MDCK al reje
rutenio. Al igual que en la tig 5.10 el tiemps coco de la qritica
cotresponde al ,onalto o que 2 les smenscapas con 28 hes do Incubacidn
en NEM sin Ca°* so les candia a COMEN. Ls perneabiiidad al trasader ¢
se cuantifica observande on los coctes fines Ia penetracidn del aisme

al espacio interceluiar. :

Para estudiar el procesc de ensamblaje de los filamentos
de la unidén estrecha se analisaron las réplicas da

crio-fractura de monocapas incubadas por distintos tiempos en
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CDMEM. Como se describg en Metodos, despues de fijar la
monocapa e infiltarla con glicerol, se levanta con una navaja
de la botella de cultivol Mientras que las monocapas incubadas
por mas de é hrs en CDMEM se despegan como tapetes celulares,
aquellas sin ca?* o incubadas por tiempos cortos en CDMEM ((3
hrs) se desprenden 2 manera de polvo lo que claramente sugiere
que en estas monocapas las células no se enéuentran unidas unas
con otras.

En las réplicas analizadas de monocapas incubadas por 20

hrs en MEM sin Caz*

no encontrames uniones estrechas formadas
por: a) al menos un filamento continuo, b) con un eje
predominante paralelo al borde epitelial y ¢ lnp;rlndo una
gona claramente apical de una basolataeral. En cambio
obtuvimos: a) nudos de filamentcs de unidén estrecha entre las
microvellosidades de la cara apical (fig 3.13a) y b) filamentos
en rosario, es decir, integrados por una hilera de particulas
norﬁﬁgﬁonadas entre ,Si (fig 35.13b). Estos dos tipos de
arreglos ne cumplen con la funcién de barrera al pasaje de
iones vya que tanto los mesuftados eléctricos como la
pemeabilidad al rojo rutenio muestran su poca funcionalidad.
Los nudos y los filamentos en rosario, podrian originarse de:
aj remanentes vy/o b) sitios donde el Ca’? por alguna razén
alcanza una concentracidn suficiente para disparar el fenomeno.
Nos& inclinamos mas bien por la ultims alternativa ya que en
células en suspensidén recien tripsinadas no hay restos de
filamentos. En cambio, las células que se tripsinan y se

2+

resuspenden en MEM sin Ca (sin permanecer 60 min en CDMEM
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para facilitar su adhesidén a2l sustrato) no presentan restos de
filamentos de unidén estrecha.

Al agregar el Ca’* a estas monocapas se estudia el
aspecto de la wunién (filamentos en p;:glelo, cabos sueltos,
arreglo en rosario etc.) y se miden los diferentes paréimetros
morfolédgicos de la mismi (ntmero y proporcidén de filamentos por
banda de unién estrecha, cantidad de unién y profundidad). A

los 15 min de adicionarse el CaZ*

aparecen filamentos lineales
frecuentemente dnicos Y fragmentados (fig 5.13¢). Estos
filamentos delimitan la regién apical la cual distinguimos de
la basolateral por las microvellosidades. El ensamblaije de la
unién en estas células y bajo estas condiclonis difiere
sustancialmente de los procesos descritos anteriormente en

higado fetal (Montesano et al, 1978), nefrén fetal humano

(Humbert et al, 1976), gl&ndula tiroidea en desarrollo (Lucianeo

et al, 1979, mesotelio peritoneal de ratén fetal (Suzuki &
Nagano, 1979) y hepatocitos en cultive (Montesano, 1980) . A
diferencia de estos trabajos, en el presente estudio no se

observa que las PIM se alineen en 4d4reas libres de PIM para
‘ofﬂff una red discontinua que asemeje a un panal de abejas.

A las 1.3 hrs de incubacidp en CDMEM (fig 5.t3d) se
observan bandas de unidn e;ttﬁchl {integradas por un mayor
numero de filamentos que trecu.ntcmcﬁto presentan
interrupciones (cabezas de flech;). Los cabos sueltos que se
encuentran se orientan hacia la regién basolateral y crecen
desde los filamentos de la ﬁnién estrecha sugiriendo asi la

aposicién de algo ¢ PIM?) proviniente de la regién basclateral.
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Este ensamblaje in situ de la unidn estrecha ante la adicién de

Ca2+, concuerda con los resultados de Meldolesi y colaboradores
(1978) y de Hoi Sang y colaboradores (1979).

A las 3 hrs de incubacién de las monocapas en CDMEM (fig
5.13d) es frecuente encontrar a los filamentos crientados

paralelamente unos con otros y con respecto s la cars apical,

ordenamiento que se contrapone definitivamente a lIa estructura

de panal de abeja descrita anteriormente. Las uniones
estrechas de células incubadas por §é hrs en CDMEM son mas
profundas vy tienen mas filamentos que las correspondientes a
tiempos de incubacidén mas cortos (fig 5.13¢£) ., Dichos
filamentos pierden linearidad vy se vuelven ondula&os. Se
observan tambien cabos sueltos, que van de [a banda de la unién
estrecha hacia la cara basolateral. Aparecen uniones
comunicantes en la regidn inmediata inferior a la banda de
unién oclusora y, desmosomas ectépicos (desmosomas ubicados en
la trontera entre la cara apical Yy la unién estrecha).
Pareceria como si los desmosomas, tal y como se muestran en las
figs 5.11b y ¢, se hubjiesen formado antes que l1a unién
estrecha, v que al establecerse esta como una barrera funcional
aquellos se quedaran atrapados en el b?rde apical. Si se
relaciona la morfolpgia de la unién estrecha con los resultados
eléctricos vy de permeabilidad al rojo rutenio, se ve que a las
6 hrs la unién estrecha es tuncional. Para anzxlizar si Ia
unién ha alcanzado un estado estacionaro se incuba a un grupo
de monocapas (que han permanecido por 20 hrs en MEM sin Ca2+)

en CDMEM por 24 hrs. En la fig 5.13g se observa que la unidn
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estrecha de dichas monocapas tiene mas entrecruzamientos entre
sus filamentos, practicamente carece de cabos sueltos y, los
pocos existentes, sOn peguenos. Desaparecen las uniones
comunicantes y se siguen encontrando desmosomas ectépicos.
Pareceria que a la unién estrecha de células incubadas por 6
hrs en CDMEM le faltase madurar morfologicamente (mas
entrecruzamientos, menos cabos sueltos ete) a pesar de que

funcionalmente se comporta como una auténtica barrera a la

difusién transepitelial.

Fig 5.13 Réplicas de crio-fractura de wmomocapas de célulag MOCK
Incubidas por distintos tiempos en CDMEM despues de haber permanecide
por 20 hrs en MEN sin Clz‘. A) células incubadas por 20 hrs en MEM
sin  Catt. Se observan nudos de uaién estrecha emtre las
nicrovellosidades apicales. H) células incubadas por 20 hes em MEM
sin €a**. La unidn estrecha consta de wn solo filamento fragmentado a
ninerd de rosario. C) 15 min de imcubacién en COMEM D) 1.5 hrs de
incubacién en CDMEM. Notar las interrupciones en los filamentos de Ia
unién (cabetas de flecha) E) 3 hrs de incubacidén ¢ CDNEN.  Observese
el paralelismo de los filamsntos de la mnidn. F) § hrs de incubacién
en CDMEN. Las cabesas de flecha sefalan los cabos svelios que van de
Ia red de filamentos hacia [a cara basolateral. G} 14 hrs en COMEM.
Observense los desmosomas ectépices (cabesas de tlecha).
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Los parémetros moricvidgicos de las uniones oclusoras de

2+ e muestran

monocapas incubadas por distintos tiempos en Ca
en la fig 95.14. En la parte superior se presenta iIa
composicién de las uniones expresada por la frecuencia con que
estas present;n>uno, dos o mas filamentos. Claramente se
observa como en los primeros momentos las uniones oclusoras son
»muy simples mientras que a las [ y 24 hrs el numero de
filamentos por unién aumenta, abundando las uniones con 2 o mas
(hasta 9) filamentos. Lag partes media e'inferipr de la fig
5.14 muestran como & madida que transcurre el tiempo de

-

2+ aumentan tanto la cantidad de material

incubacidén en Ca
integrante de la unién como la profundidad de Ia misma.

La distribucién polarizada de las PIM entre las regiones
apical Yy basolateral ha sido descrita en varias células
epiteliales (De Camilli et al, 1974; Wade et al, 1955). En
las células MDCK Hoi Sang y colaboradores (1978) demostraron
que el tratamiento de las monocapas con EGTA produce
fragmentaclon de la unidn y perdids de la polaridad de las PIM,
efectos revertidos por la adicidén de Ca2+. Rodriguez-Boulan vy
cbllboradofcs (anviado a publicacién) demostraron que las
células MDCK incubadas por 20 hrs en MEM sin cal+ no presentan
una distribucidén polarizada de PIM entre las regiones apical y
basolateral, aunque la cara P siempre tiene una mayor densidad
de particulas que la cara E. Utili;ando el metodo que se
describe en la fig 5.8 se analiza la distribucién de PIM en
monocapas que despues de haber permanecido por 20 hrs en MEM

sin Ca?* se incuban por distintos tiempos en CDMEM.
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figura 5.14
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Fig 3.14 Pardmetros morfoldgices da las anienes ocluseras estwdiadas
por microscopia eléctrénica de crio-fractura.farte sussrioer:
conpesicidn de Ia wnidm expresada por la frecuemcia en gque estas
preseatan umo, dos o mis filameatos. La altwra de cada barra expresa
al percentaje de veces am que uxz wniém esta cempuesti por ol atmere
de tilamentos que figura em el eje de abscisas. 8o puede ebservar que
en les primeros momentos las unionmes eclusoras soa muy simples y en w2
68% estas constiteidas por un selo filamente. [l némere de filamentes
por wnién va awmentando hasta que, & las 24 Ars, abundan las wniomes
con dos o wmis (hasta nueve) tilamentes. [Pyrie padia. cantidad de
unién estrecha en funcidn dol tiempo de incubacién e CDNEX. a2
altura de cada barra expresa la  sumi de los porceatajes de midn
multiplicados por el wémers respactivo de filamentos que lo integran.
Parte jiaferior: las barras imdican la media + ecrer standird de Ia
profundidad de Ia wnién a cada wne de los tiempos explecades.
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En la fig 5.15 se observa que en los primeros momentos no
existe wuna distribucién polarizada de PIM entre las zonas
apical yv basolateral mientras que las caras P presentan wuna
mayor densidad de particulas que las caras E. A diferencia de
Hoi Sang (1980) que an cé4lulas recien tripsinadas observo que
tan pronto aparece un filamento continuo (10hrs) se establece
la distribuéidn polarizada de PIM, en el presente trahajo se
vio que la polarizacién de PIM en 1{5 caras P surge hasta la 6%
hr de incubacién en CDMEM, & pesar‘da que. desde los 15 min se
encuentran filamentos lineales y continuos. Parece entonces
que la polarizacén de PIM surge hasta que la unién estrecha es
funcional. Con respecto a las caras E encontramos qﬁc desde la
22 hr las PIM en ellas estan polarizadas. La razén nos es

desconocida.

PR O S P s e
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Fig 5.15 Densidad de PIN en L2 aembrana plasnitica de células MmiE m
funcién del tiempo de imcubacidém en COMEN. Notac: 1) que dasde m
priscipio es mayer la donsidad do PIN en las caras P que on las LW
que la polarisacién entre las ceglomes aplical ¥ basolateral P os
signiticativa hasta In ¢4 hr de iacebacién en COMEX {eatras que, o
las caras £ la pelarizaciéa se presmita desde 1a 2% Ar. cars
paselateral P, @ cara apical B, [\ cara hasolutenal L, O an

apical E.
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VI GONCLUSIONES
Como se menciona en al prdlogo, las dos propiedades
fundamentales de las membranas epiteliales son: 1) actuar como

barreras a la difusién por medio de las uniones estrechas, y 2)
estar polarizadas estructural, bioquimica v fisiologicamente.

En la actualidad hay dos preguntas que, no obstante ser

fundamentales, permanecen en pie. La primera es porgué, cudndo

y cémo se establecen las uniones. La segunda es porqué, cudndo
y cémo se polarizan las células epiteliaI;s. El desarrollo de
las lineas célulares que conservan en condiciones de cultivo
las propiedades de>los epitelios naturales ha permitido abordar
dichas preguntas, las mismas que no se pueden hacer (en rigor:
seria muy dificil) a los epitelios naturales.

En esta tesis se investigan aspectos relacionados con el

establecimiento y naturaleza quimica de las uniones estrechas

asi como su relacién con la polaridad epitelial. Se utiliza la.

linea celular MDCK como sistema epitelial modelo.

Este capitulo reune las conclusiones a las que conducen
los resultados de: 1) resistencia  transepitelial, 2)
permeabilidad al rojo rutenio, y 33 microscopia electrdnica.
Los fundamentos de dichas conclusiones se presentan y discuten
en detalle en los Capitulos anteriores, de modo que aqui solo
se les enumera escuetamente. Pero, cuando por claridad se
considera necesario, se itncluye junto a cada conclusidn la

informacién que conduce a la misma.

TR S
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6.1 Ensamblaj+ de la unid4n estrecha
a) Adn cuando las cédlulas éesten adheridas al sustrato e
interdigitadas entre si formande una monocapa continua, es

2+ para que se formen las uniones

necesaria la presencia de Ca
estrechas.

Esta conclusidn se basa en la observacién de monocapas
incubadas sih ca®*, y que por lo tanto que carascen de
resistencia eléctrica transepitelial, son permeables al rojo
rutenio y se levantan como células aisladas (en lugar de hoja
celular) al ser procesadas para microscopia electrénica.
Ademas la crio-fractura de estas monocapas no muestra las
uniones estrechas convencionales.

b) EIl ensamblaje de la unién es aparentemente in situ

por aposicién de particulas provinientes de la basolateral vy

sigue los siguientes pasos: 1) formacidn de filamentos .

lineales y generalmente dnicos que delimitan la regién apical

de la basolateral; 2) aparicién de cabos sueltos, es decir, .

segmentos cortos de filamentos que van desde un punto

cualquiera localizado en plena membrana basolateral y gque

llegan justamente a la unidén estrechs, haciendo anastomoesis con
uno de sus filamentos; 3) aumento en el numero de filamentos y
arreglo paralelo de los mismos; 4) pérdida de la linearidad vy
entrecruzamiento de los filamentos, y $5) disminucidn sustancial
de cabos sueltos. Esta relacidén entre los cabos sueltos y la
cinédtica de formacidén de las uniones estrechas, sugiere gque

dichos cabos son puntos de formacién de filamentos oclusores.

»

2o 3%
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6.2 Relacién estructura-funcidn de la unjidn estrecha

a) En monoccapas con untbnes estrechas bien estagblecidas
la resistencia transepitelial no guarda una relacién directa
con el ndmero y el arreglo de los filamentos de Jla unidn.

Esta conclusién se obtiene al observar que un cambio de
temperatura de 3 a 37 °C genera variaciones grandes (304%),
rapidas ({2 seg) y reversibles en la resistencia transepitelial
mientras que no se detectan modificaciones significativas en la
morfologia de la unién estrecha.

b) En monocapas con uniones estrechas en formacidn es

necesaria la integracién de filamentos y su entrecruzamiento

para el desarrollo de una resistencia transepitnliaf, hecho que . :

ademds coincide con al bloqueo por parte de la unidn estrecha,

'

al paso del rojo rutenio del espacio intercelular.

6.3 Naturaleza guimica de ]la unién estrecha

Si los filamentos de la unién estracha estan

constituidos por largas micelas cilindricas estas son mds

estables a los cambios de temperatura que cualquier otra micela
conocida hasta ahora por nosotros. Incluso toleran cambios de
temperatura capaces de provocar una transi-cién de fases entre
22 y 31 %c.

Esta conclusién surge al analizar la grdfica de

Arrehnius y relacionarla con la morfologia de la unidén a las -

diferentes temperturas exploradas.

w'e -

&
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6.4 Relacién entre uynidn estrechas vy polarjdad celular
a) La adhesién al sustrato es condicidén necesaria vy

suficiente para que las células adquieran un grado considerable

de polarizacién, aun cuando el epitelio caregzca de uniones

estrechas (Rodriguez-Boulan y colaboradores, 1984 enviado a
publicacién)i

En total acuardo con dichas observaciones, en esta tesis
se demuestra que an monocapas incubadas en MEM sin Caz+, las

microvellosidades se encuentran polarizadas.

b> El Ca’* extracelular hace posible 1la formacién de

uniones estrechas y el establecimiento de una distribucién

agsimétrica de PIM, Esta polarizacidn coincide temporalmente

con la aparicién de la resistencia transepitelial, Yy el

establecimiento de uniones estrechas morfologicamente

complejas, pero de ninguna manera apoya la nocidén de que un

fenémeno sea la causa del otro

.t

&t
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