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PROLOCQ 

Las dos  propiedades  fundamentales  de l a s  membranas 

epiteliales  sbn: I )  actuar como barreras a la difusi6n  por 

medio  de las uniones  estrechas, y 2 )  estar  polarizadas 

estructura!, bioquímica y fisiolbgicamente. Em la actualidad 

hay  dos  preguntas  que,  no  .obstante  ser  fundamentalesI 

permanecen  en pia. La primera es porqub  cuando y cdmo se 

establecen las uniones. L a  segunda es porqub!  cuhndo y c6mO S* 

polarizan las c4lulas epiteliales. El desarrollo  de  las  líneas 

ce~ulares  que  conservan  en  cultivo las propiedades  de 1 0 s  

epitefios  naturales ha permitido  abordar  dichas  preguntas, las 

mismas  que  no  se  pueden  hacer  (en  rigor:  sería  muy  dificil) a 

" l o o  epiteltos  naturales. 

En  esta  tesis- s e  investigan  aspectos  relacionados  con e1 

establecimiento y naturalera  química  de lar uniones  estrechas 

a s í  como s u  relacibn  con l a  polaridad  epitelial. Se utiliza la 

fínea  celular  MDCK como sistema  epitelial  modelo. 

L a  organiraci6n  de  esta  tesis es la siguiente: en un 

primer  capítulo se hace  una  rcvisi6n do Los conocimientos 

actuales  sobre los epitelios,  su  polaridad y sus  rutas d e  

permeabilidad. El segundo  est& y a  mas focalirado  hacia 1.8 

uniones  estrechas,  pues tal como se l o  detalla en e1 Capítulo 

1'11 (Objetivos) s o n  el centro  de  nuestro  estudio. El Capitulo 

I V  indica l o s  materiales y mdtodos  empleados y el V expone los. 

resultados  obtenidos.  Dichos  result8dos se presentan 

acompafiados  de la discusibn,  porque eso brinda  una base para 

comprender  porqu4 se emprendieron los di'stintos  estudios a 



conclusiones  quedan  resumidas  en e 1  Capitulo V I  

Estas 
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I I N T R ~ D U C C I O N  

El intercambio  de  sustancias  entre los organismos 

superiores y el medio  se  realiza a nivel  de las membranas 

epkteliales,  constjtuidas  por  una o mas capas  de  c4lular. 

Estas  c4lulas  pueden  cumplir  tan  importante  funci6n  porqae . 

estan  dotadas  de  dos  propiedades  fundamentales-. L a  primera e s  

su  capac.idad  de  contactar  entre si y formar  uniones  estrechas, 

que  confieren a la capa  celular su papel  da  verdadera  barrera a 

la d i f u s i 6 n .   G r a c i a s  a esta  propiedad  se  pueden  contener - 

líquidos  (orina,  bilis,  sudor,  saliva,  jugo  pancreAtico  etc.), 

%in  que  sus  componentes  penetren a 1  torrente  sanguíneo 

La  segunda  p-ropiedad  fundamental  de l a r  c ~ l u l a s  

epiteliales es estar  polarizadas;  vale  decir,  su  cara  apical 

no  tiene  la  misma  estructura,  composici6n  química  ni 

propiedades fisiol6gic.s que  su  cara  baaolateral. Alii, la .cara 

apical  puede  presentar  vellosidades  cubiertas  por  glucocalix, 

en tanto  que la interna  esta  cubierta  por  tejido  conectivo. 

L o s  organeloo  intracelulares tardbien pueden  estar orientado.: 

Por  ejemplo, el aparato  de  Golgi  puede  estar  h8cia la regidn 

apical,  en  tanto  que es  frecuente  encontrar a las mitocondrias 

alineadas  del  lado  basal. 

Desde el punto  de  vista  bioquímico, la c41oIa epitelial 

se  caracteriza  Por  una  distribuci6n  polarizada  de 

macronoI&culas,  en particular  proteinas,  en la membrana 

plasmatica  luminal y contrafuminal. Asi se han  caracterirado 
I 
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proteinas  presentes  exc~usivamente  en  una u otra c a r a  y que p-ór 

tanto  son  consideradas  como  marcadores  intrínsecos  de la 

alcalina y l a  Ieucina  aminopeptidasa  que s e  ubican  en la 

s u p e r f i c i e   a p i c a l ,  asi como  de la ATPasa Na+-K* que s e  

encuentra  en la cara  basolateral. 

Ademas  de  su  diferente  composici6n  de  proteinas, s e  ha 

visto  que el dominio  apical y basolatrral  de la m e m b r a n 4 

, plasmatica  difieren  considerablemente  entre  si  en  su 

complemento  de  azucares y lipidos  (Huresan & Jamieson, 1 9 8 0 ) .  

Semenza (1976) demostrd  que  en  c4luIas de tubulo  renal, .e1 

acido  sialic0  esta  presente  en  proteinas  basolattrales  como Ir 

ATPasa Na+-K* y ,  en  cambio  no se encuentra  en Ias enzima8 

apicales. 

T a m b i e n  s e  ha demostrado  que l a s  cClulas  de  intestino d e  
I 

m a m í f e r o ,   p o s e e n  un menor  contenido  de  fosfolípidos y s o n  mas 

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

a l ,  1 9 7 5 ) .  Esto  indica  que las c4lulas  epiteliales  no s o l o  

poseen  mecanismos  para  orientar  proteinas, sino t anb i e n  

I ipidos. 

Desde e1 punto  de  vista  funcional, la regtegacibn  de 

varias  entimas y s i s t e m a s  de transporte  entre I &  cara .pica1 y 

basolateral, e s  responsable  de 1.8 actividades  vectorial8 de 

l o s  epitelios,  tales como eX transporta  unidireccional de 

fluido,  electrolitos y nutrientes,  &si como la secrecl6n de 

p r o d u c t o s   c e l u l a r e s   e s p e c i f i c o 8   h a c i a   u n o   d e  l o s  dos  espacios 

extraelulares  que e1 epitelio  separa. Por'ejemplo, en  tdbulo 
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distal  de riPí6n de  mamífero, la membrina'  apical  de  una  cClula 
, -  

epitelial  es  muy  permeable al Ni+ y muy  poco  permeable a l  . K + ,  

en  tanto  que la membrana  barolateral  tiene  alta  permeabilidad 

al K+ y es  impermeable  al Na*. En  esta'  membrana  existe  un 

mecanismo  de  transporte  activo  que  saca  iones Na+ de la cCluIa 

intercambiandolos  por  iones K'. L a  membrana  apical  en  cambio, 

' C ~ T ' C ~ C  d e  bombas  (Koefocd-Johnsen & Ussing, 1 9 5 8 ) .  Esta 

- 

'asímetria  se  manifiesta  tambien al probar  el  efecto  de  hormonas 

y drogas.  Por  ejemplo, en el riX6n la hormona  antidiurdtica, 

que  estimula el transporte  de Na', y al  gluc6sido  cardiac0 

ouabaina  que Io bloquea, son activos  so-lamente  cuando ie afiaden 

al medio  que  baña  la  superficie  serosa;  en  cambio, l a  

amilorida,  .que  reduce la permeabilidad  pasiva a 1  Na+ s o l o  e s  

activa  cuando  se  aXade por la superficie  mucosa  del  epitelio. 

I 
I 
1 

C o n  base  en l a  osímetria  funcional  de las membranas 

apical y basolataral,  Kocfoed-Johnsen 6 Ussing ( 1 9 5 8 1 ,  

desarrollaron  un  modelo  para  e.xp1icar el mecanismo  de 

transporte  i6nico  en l o s  epitelios. La suposicion  fundamental 

del  modelo  es  que  la  ruta  principal  de  lor  iones e s  

transcelular,  es  decir a traves  de las dos  caras  de la cCIula 

cpitclial. Sin embargo,  aunque  algunos  preparaciones  como la 

piel  de  rana y la vejiga  urinaria  dan  resultados  concordantes 

con  dicho  modelo,  otros  epitelio8  como la vesicula  biliar, e1 

tdbulo  proximal y el plera  coroideo, no se ajustan a 1.8 

predicciones  de la teoria (wer m a s  adelante  diferencias  entre 

epitelio8  hermbticor y de  alta  permeabilidad). Asi se plantea 

la p o s i b i l i d a d   d e   q u e ' e n   e s t o s   e p i t e l i o s  noIbcuIa8 tales  como 



el agua,  iones  inorqanicos y pequeXos  no  e1rctrolitos 

cortocircuiten Ir ruta  transcelular  atravesando el epitelio por 

la via paracelulrr,  que  tiene  como  barrera a las llamadas 
- 

uniones  estrechas.  Estas  uniones  que  se  estudian  con mAs 

detalle an el siguiente  capítulo,  forman  un  verdadero  cinturdn 

alrededor  de lor bordes  celulrres de la cara  apical. Se les 

electr6nicos  que  las  descubrieron  pensaron  que  efectivamente 

bloqueaban  totalmente e1 paso  de  sustancias a traves del 

espacio  intercelular. 

La prueba  directa de que  en los ahora  ilamados  epitelior 

pasiva a iones  atravieea l a s  uniones  estrechas,  surgio con lor 

trabajos  de  Fromter y Diamond  (Fromter, 1 9 7 2 ;  Fromter S 

Diamond, 1 9 7 2 )  en  veeicula  biliar  de N e c t u r u .  Para  medir la 

resistencia  elbctrica  de la ruta  paracelular,  Fromter y Diamond 

compararon la resistascia  transcelular, es decir la suma  de las 

resistencias  de lar membranas  apical (Ra) y basolateral (Rb), 

con la resistencia  transepitelial (Rt). Estas  resistencias se 

crlculan a partir  de  tres  tipos  de  mediciones y mediante 

fdrmular  obtenidas  del  anilisis del circuito  el4ctrico  (Fig 

1 . 1 ) .  Las  tres  mediciones  experimentales  son: 

i 

J 
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A 

: Rt 

b 

Fig 1.1 Circrfto  el4ctrico qre describe las resistereirr de Ir 
rcsierla biliar de I l r c t u p r .  Ir reristcrcir de l a  usbrrrr  apical; 
R b  resistencir de Ir m b r r n r  basa1 y Us tesistrrcir de Ir ruta 
Paracelulrr. fer  electrodos se colocan en Ir r e l u i 6 n  l n i r r l  (AI, 
solucidn Lrrrl (8) o 18 e l  interior c4lulrr N). ( l o u d 0  de  froattr L 
Oiraord, 1972) .  
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1, La  resistencla  transepitelial  (Rt)  medida  entre A y B 

2 )  L a - r e s i s t e n c i a  R e  medida  entre A y ‘ C  cuando la corriente 

fluye  del  compartimento  celular  hacia  el  exterior.  Ya  que  las 

c4lulas  de la vesicula  biliar  de  Necturus  asi  como la de  varios 

otros  epitelios,  se  encuentran  el4ctricamente  acopladas  por 

uniones  c8lula-c6lula  de  baja  resistencia,  la  corriente  que  se 

inyecta a una  celula  mediante  un  microelectrodo  fluye  tambien a 

las  c4lulas  vecinas.  En  este  caso,  no  es  posible  obtener R z  de 

la  diferencra  de  voltaje a traves  de la membrana  apical  de la 

celula  que  recibe  la  corriente,  sino  que  es  necesario  analizar 

la ~propagaci6n  de  la  corriente  en la capa  epitelial y 

determinar la diferencia  de  voltaje  como  una  funci6n  de la 

distancia  radial X entre la c6lula  en  que s e  inyecta la 

corriente y aquella  en  la  que  se  mide  la  diferencia  de 

potencial. A este  desarrollo  matemitico  se  le  conoce  como 

analisis  de  cable. 

3 )  El cociente  de  las  resistencias  RalRb.  Este se  obtiene  como 

la raz6n  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 y 

Diamond  encontraron  que  las  membranas  celulares  de la vesicula 

biliar  de  Necturus  tienen  resistencias  de 4,500 (Ra) y 2 , 9 0 0  

( R b )  o h m s . c m  , lo que  en  conjunto  da  una  resistencia  de 7,400 

ohms.cmz  para al flujo  de  corriente p o r  la v i a  transcelular. 

En  cambio la resistencia  trrnrepitelial  que  se  obtiene es de 

tan s o l o  307 ohms.cm . Esto  significa  que  aproximadamente el 

9 6 %  del  total  de la corriente  en  este  epitelio,  fluye  por la 

2 

2 
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ruta  paracelular y s o l o  un 4% pasa  por  via  transcelular. 

Con  estos  experimentos s e  demuestra la existencia ma5 no 

la Iocrlizaci6n  da la ruta  paracelular.  Hipoteticamente Ia 

corriente  podría  estar  pasando  ademas  de  por el espacio 

intercelular  limitado  por  la  union  estrecha,  por  huecos 

producidos  por  c4lulas  faltantes o descarnadas,  daño  de  borde  al 

montar  el  tejido  etc.  Para  discriminar  entre  estas 

posibilidades,  Fromter ( 1 9 7 2 )  diseñ6  un  esperimento  en  el  cual 

se  pasa  corriente  transepitelialmente y con  un  par  de 

microeIectrodos  sensibles a voltaje  se  rastrea l a '  superficie 

apical  para  detectar  las  zonas p o r  donde  fIuye l a  corriente. 

En  dichas  zonas  Ia  densidad d e  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 

areas y o t r o   c o l o cado  unas  micras  mas  arriba.'  De  esta  manera, 

se  detecta  como a traves o a l o  largo  de l o s  bordes  celulares, 

donde  precisamente  se  localiza l a  uni6n  estrecha,  la  deflexidn 

en e1 voltaje es mayor  que  en  el  centro  celular.  Esto 

significa  que  el  espacio  intercelular  limitado p o r  las  uniones 

estrechas  constituye l a  ruta  principal  para el flujo 

transepitelial  de  corriente  en  este  tipo  de  epitelios. 

Otra  linea  de  evidencia  para  la  localiracibn  de la ruta 

paraceIular  proviene  de los experimentos  de  Machen y 

c o l a b o r a d ores (1972) en  vesicula  bliar e intestino  de  conejo. 

En  ellos  se  añade  lantano a la solucion  luminal y se. mide su 

flujo  de  la  cara  mucosa a Ia serosa. Luego  por  microscopia 

electrdnicl  de  corte  fino s e  observan  precipitados  da  lantano 
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lo largo  de  la  unidn  estrecha y e l  espacio  intercelular, 

mientras  que  no  se  encuentra el marcador  en  el  interior 

celular. Por tanto,  se  concluye  que  el  Iantano  atraviesa el 

epitelio  via  la  unidn  estrecha y el espacio  intercelular. 

Como consecuencia  de  todos  estos  trabajos,  se  ha 

postulado  una  clasificacidn  de  epitelios  en  dos  categorias 

limites: 

1 . -  L o s  llamados  de  alta  permeabilidad, e s  decir  aquellos  en 

l o s  que los solutos  atraviesan el  epitelio  principalmente  por 

una  ruta  paracelular  controlada  por  Ias  uniones  estrechar y ,  en 

menor  proporcion  por l a  ruta  transcelular. 

2 . -  L o s  hermeticos,  donde la ruta  de l o s  s o 1 u t . o ~   e s   c a s i  

exclusrvamente la transcelular. 

L a s  caracteristicas-  fisioldgicas  fundamentales  que 

distinguen a e s t o s   e p i t e l i o s   s o n :  

a) L o s  epitelios  de  alta  permeabilidad  tienen  resistencias 

electricas  mas  bajas  que los epitelios  hermCticos.  En los 

Qltimos,  estas  se  aproximan a la  5uma  de  las  resistencias 

mismas  de  las  membranas  epiteliales.  Una  excepci6n a este  caso 

es el epitelio de'l ducto  de la glandula  saliva1  del  coneio, 

donde  la  resistencia  transepitelial e s  muy  baja  debido a una 

alta  conductancia  transcelular al CI-, y no a una  alta 

permeabilidad  de la ruta  paracelular  (Augustus  et al., 1977). 

b )  Los epitelios  herm6ticos  mantienen  gradientes  salinos  mucho 

mas  pronunciados  (de 30:l hasta  10,OOO:l)  que l o s  epite.Iior de 

alta  permeabilidad  (da 1.3:l a 14:l). Este  hocho e s  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  concentraci6n y por  tanto, mas pronunciado el 

gradiente  que el transporte  activo  puede  mantener 

c )  En l o s  epitelios  de  alta  permeabilidad la diferencia de 

potencial  entre  soluciones  de  baño  simetricas,  producidas  por 

el transporte  activo  de  iones;  son  pequenas  (0-11  mv) y en los 

hermbticos  grandes ( 3 0 - 1 0 0  mv).  Estas  diferencias  surgen 

porque  en l o s  epitelios  de  alta  permeabilidad el flujo a traves 

de la unibn  constituye  una  resistencia  en  paralelo  que 

cortocircuita l o s  potenciales. 

d )  La  permeabiIidad  osmbtica al agua  es  mayor  en l o s  epite1io.s 

permeables  que  en l o s  hermbticos. 

e)  En los epitelios  de  alta  permeabilidad  el  cociente  osmolar 

entre el fluido  tra-nsportado y l a  solucibn  de  baso  es  cercano a 

1 ,  mientras  que,  en los epitelios  hermeticos es mucho  mayor  de 

1 .  

Es  importante  señalar,  que la c l a s i f i c a c i b n   d e  1 0 s  

epitelios  en  dos  categorias  limites,  no e s  sino  una 

sobresimplificacibn,  ya  que  en  reaxidad  existe  toda  una gama d e  

tipos  epiteliales.  Asi  tenemos  que  en el ri7ibn humano  (Kuhn 6 

Reale,  1975) y de  varios  otros  marniferos  (Schiller et al, 

1980),  tanto  la  estructura  como la respuesta  electrofisiolbgica 

del  epitelio  varian  desde  la  de  un  epitelio m u y  permeable  en e1 

segmento  proximal  hasta la de  un  epitelio  herm4tico  en el 

t6buIo  colector  pasando  gradualmente, p o r  zonas con morfologia 

y comportamiento  intermedio 
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Por otra  parte, s e  ha  demostrado  que  bajo  condiciones 

fisiolbgicas,  las  uniones  estrechas  contituyen el paso 
" $ 1  

Iimitante  para  el  flujo  pasivo  de  iones  en los cpitelios d e  

alta  permeabilidad y ,  en cambio  el  espacio  interceiular 1' 

presenta  una  resistencia  mucho  menor  para  e1  flujo  idnico. 

Esta  resistencia  del  espacio  intercaIular  se  vuelve  importante 

cuando  se l o  reduce experimentalmente.(SmuIders et  al,  1972; 

Bindslev et al,  1977,  Reus5  1978).  Por  tanto, se describen 

primero las caracteristica.5  físico-químicas  de l a  barrera 

constituida p o r  la unidn  estrecha,  para  luego  analizar el papel 

d e l  espacio  intercelular  en e1 flujo  pasivo  de  iones. 

Una  de  las  primeras  inc4gnitas  que  se  planted  sobre l a  

fisiologia  de la unidn  estrecha,  fue su mecanismo  de 

translocacidn  ibnica.  Diamond y Harrison  (1966)  observaron  que I 

la  adicidn  de  un  noelectrolito  impermea'ble a una  de las 

soluciones  que  bañan l a  vesicula  biliar,  produce  una  diferencia . 
I 

de  voltaje  proporcional  al  gradiente y flujo  osmdtico  de  agua ' ; .  I 

generado.  Este  potencial  conocido  como  "potencial  de  arrastre'' f 
se  origina p o r  el acarreo d e  los iones  por el flujo  de  agua. 

Cuando  el Na' e s  la sal principal de  ambas  soluciones  que  bañan 

a la vesicula  biliar, el ],ado hiperosmolar s e  torna  positivo, 

l o  que  indica  que  la  unidn  tratrecha  es  selectiva a l  catidn.  La 

interpretacidn  inicial  de  estoo,potenciales  de  arrastre  fue  que 

la  unidn  estrecha  se  comportaba  como  un  intercambiador  idnico 

con  carga  negativa.  Sin  smbargo  esta  idea se ha  modificado a I 

la luz  de  las  siguientes  observaciones  experimentales: 

I 

I 

:, j 

I 

* 

a .  I 
.?- 1 

I 
! .. ! 



1 )  U n  intercambiador  idnico  rectifica  cuando Ia corriente es , l . .  

tal q u e  satura a los  acarreadores  (sitios  mobiles) o ,  a la 
. .  

concentracion  de  sitios f i j o s  e n   m e m b r a n a .  Sin embargo;  en 

vesicula  biliar  de  conejo  Wright y colaboradores ( 1 9 7 1 )  

observaron  que  la  relacion  corriente  voltaje es lineal  hasta ' . ,  

los 800 m V .  

I "  

2 )  En un intercambiador  idnico mas grueso que la longitud d e  un 

dcrbye (distancia  promedio  entre  cationes y a n i o n e e   e n   u n a , ,  

so1ucion  salina), Ir conductancia  es  independiente d e  la I 

concentraci6n  de saIes hasta que  esta  dltima se aproxima a la I 

concentracibn  de los sitios  cargados  de  la  membrana. En cambio 
, .  

las  membranas  con  sitios  neutros  (con  grupos  polares p e r o  s i n  

carga  neta) t i enen  una  relacion 1 ineal 

conductancia-concentraci4n independientemente d'c su grosor.  En 
I 

vesicula  biliar  (Wright et a l ,  1971) . + y  e n  celulas MDCK .: 

(Cereijido  et al, 1 9 7 8 )  s e  ha viflto q u e  la  relacibn ,':. I 

conductancia-concentracidn 05 Iine.1, por lo que  mas  bien ;, 

parece  que  las  uniones  estrechas  tienen sitios neutros y no 

intercambiadore5  ibnicos. 

+ .  

3) El cociente  de  permeabilidad  cati6nlani6n  en  un 

intercambiador  iinico  es  funcidn  de 11 concentracidn  de  sales. 

Cuando  Ia  concentracidn  es  alta  este  cociente  pasa a ser el de ' 

* _  

.I 

I 
agua  libre.  En vesicular. biliar  (Wright  et a l ,  1 9 7 1 ) ,  dicho I 

cociente  no st? altera aun cuando l a  concentrrci6n  llegue a 300 

m M  . 



Como  se  ve,  todos  estos  resultados  indican  que la uni6n 

estrecha  no  se  comporta  como  un  intercambiador  t6nico..  Ahora . . '  

bien,  se  ha  visto  que al reducir  el  pH,  adicionar t o r i o ,  . -  

lantano y otros  cationes  polivrlentes  disminuyen 1 0 6  

potenciales  de  diluci6n y la resiwtencia  transopitelial  (Wright 

6 Dlamond, 1968; M a c h e n  e t  a l ,  1972;  Cero!jldo et a l ,  1 9 7 8 ) .  

Esto  sugiere  fuertemente  qua mA0 que  una  membrana  con  5itios 

neutros,  se  trata  de  una  unidn  estecha  con  cargas  negativas 

netas.  Asi  mismo,  la  selectividad  idnica  de  las  c&lulas  MDCK 

( u n  e p i t e l i o  de  alta  permrabilidad)  concuerda  con la e e r i e  V I  

de  Eisenman  (K+)Na+)Rb+)Cs+)Li+)  (Cereijido  et a l ,  1978). 

Dicha  serie e s  una  de lar 1 1  ( d e  lar 120  posibles  combinaciones 

de los cationes alcalino.) secuencias  predichas  por la t e o r í a ,  . .  

de  Eisenman  la  cual  basa la oelectividad  de los cationes  en la 

fuerza  del  campo  ani6nico  en  que  se  encuentren. Por tanto,  es , 

muy  probable  que los sitios  responsables  de la discriminacibn 

catidnicr  en e s t e  opitelio  tengan  una  carga  neg&tlvr  neta. 

P o r  otro  lado,  Eisenman  (1942)  demostrd  que a m a y o r  

grado  de  hidratacidn d e  l o s  sitios  responsables  de la 

selectividad,  mAs  angosto  resulta  el  rango  de  conductancia 

i 
I 
! 

c -  

entre los cationes mds y menos  pcrmeables. En varios  epitelios 

de  alta  permeabilidad  (Barry et al,  1971;  Cercilfdo  et  al, 

1978),  se  ha  visto  qua  el  rango  de  selectividad  es  muy  pequeño 

lo cual  sugiere  que  ademas d e  tratarse  de  una  unidn  estrecha 
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Ahora  bien,  la  longitud  de la unidn  estrecha  ta4  Como se  .. 

la puede  medir  en un corte  transversal po,r  microscopia . 

electrdnica  e5  de  unos 100-300 n m .  Con  base  en  estas . 

dimensiones  se  podria  esperar  que la unidn  estrecha  se I*  

comportara  el4ctricamente  como  una  "barrera  gruesa" (mas ancha ,. 

- ~ ~.. ~ 

que la longitud  de  un  Debye). En este  tipo  de  membranas  es ,. 

hasta  cierto  punto mas importante Io que  suceda  dentro  de  eIIas 

mismas  que el tipo  de  soluciones  que lam baFSan. Asi  su 

relacibn  corriente-voltaje es lineal  incluso  en  solrrciones 

asimhtricas. En cdlulam  MDCK  (Ceraljido et a l ,  1 9 7 8 )  se 

demostre  que  esta  reIacion  no e s  IineaI, l o  que  hace  pensar  que 

Ia u n i d n  estrecha  no es una  membrana  gruesa  sfno  mas  bien  una 

aerie  de  barreras  delgadas  con  carga  negativa  neta. H a y  que 

notar  que l o s  filamentos  individuales  de la unidn  son d e  un 

grosor  muy  cercano a l  del  Debye,  por  lo  que  dimenrionalmente 

pueden  considerarse  Como  barreras  delgadas. 

I 

En  cuanto a l  papel  del  espacio  intercelular  en el flujo 

pasivo  de  iones,  Smulders y colaboradores ( 1 9 7 2 )  m i d i e r o n  en y '  1 

veeícuIa b i l i a r  de  ratdn la conductancia  el4ctrlca 

transepitelial y la permeabllidad  de  Ia  sacarosa  cuando  las 1 

soluciones  mucosa o serosa  se  hacen  hiperosmdticas  con ( 

I 
5 a c a r o s a . O b s e r v a r o n   q u e '  la hiperosmolaridad  mucosa  induce un j 

! 

I 

1 
1 

flujo  de  agua  en la direccion  serosa a m u c o s a ,   se  angosta e1 

e s p a c i o  intercelular y I r  resistencia  tranmepltelial  aumenta. 

E1 gradiente  osmdtico  en  Ia  direccidn  contraria  no  ejerce 

efecto  alguno  en la resistencia  transepitelial .pesar de  que el 

eepaclo  intercelular a 0  4 r n p l f a  mlgnitlcativarnante. 
. .  



En  vesicula  biliar d e  rana,  BindsIav y colaborador4r. 

(1974) observaron  qua lo hiperosmolaridad  mucosa  tiene l o s -  

mismos  efecto5  que  en la vesicula  de  conejo,  mientras  que l a  

hiperosmolaridad  serosa  produce  una  reduccibn  en la resistencia" 

transepitelial y una  ampliacibn de lor espacios  intercelulares. 

Tambien se  vio  como  al  aplicar  corriente  de I 6  cara  serosa a '  

mucosa,  se  cierran l o a  espacios y a u m e n t a  la  resistencia. 

transepitelial  mientras  que,  cuando  la  corriente f l u y e  de' 

mucosa a serosa  se  obtienen  reaultadom  opuertom.  Reurs y Finn 

( 1 9 7 7 )  demostraron  riguiendo  un  protocolo muy s i r n i l ' a r  a l  de 

Fromter ( 1 9 7 2 ) ,  que  en  vesicula  biliar  de  pIectutus,  el  aumento 

en l a  resistencia  transepitelial  debido a la hiperosmolaridad 

muco5a  se  debe  directamente a que a l  angostarsc  el  interespacio : 

aumenta Ia resistencia  de la ruta  paracelular. 

En  conclusibn  podemos  afirmar  que  bajo  condiciones I \ 

P 

fisiolbgicas las uniones  estrechas  constituyen la maxima -. 

resistencia  de Ia ruta  paracelular,  siendo  esta en los 

epiteIios  de .Ita permerbilidad  la  via  principal  para  el f l u j o  

de íones.  Ahora,  para  estudiar  en  que  forma  la  uni6n  estrecha:, ,.' 1 
puede  ofrecer  distintas  resistencias,  conviene  analizar  primero ; I  
en  detalle su estructura y formacibn. ' Dicho  analisis se . 

presenta  en  el  capítulo  riguiente. I 

. .  

'. )I 
* .  

! 

:~ j 

: I  
i 

I 



I 1  UNXON FSTRECHA 

. >  

2 . 1  M o r f o l o u í q  

L a  unidn  estrecha o g c c l w  es un clnturbn . 

continuo  que  une a c4luIar  epiteIiales  adyacentes  en la regibn 

apical d e l  bo'rde entro  ellar. Sella e 1  espacio  intercelular y 

r e g u l a  l a  p e r m ~ a b i l i d r d   p a r a c e l u l a r .  
. ( 1  

Farquhar y Palade ( 1 9 6 3 )  m o s t r a r o n   p o r   m i c r o s c o p í a .  ; 

electrdnica  de  corte  fino  que la unidn  estrecha se manifiesta 

como  puntos o liners  de  fusidn  de  dos  unidades  de  membrana. 

(Fig 2 . 1 ) .  En  corte  fino  tan solo puede  inferirse  que la unidn . 

forma  un  cinturbn  continuo,  pero  en  cambio,  con  microecopír 

electrdnica  de  crío-fractura  esto  puede  observarse 

directamente.  Con  esta  altima  tecnica  la  regidn  de la unidn . 

estrecha  aparece  en la cara P I  como  una  serie  de  filamentos 

interconectados y paral'elos a la  regidn  apical, y como  zurcos .': 

e n  la cara E . L a  nomenclatura  de  caras E y P se  refiere a las 

, .  

" .  
\ 

4 

caras  que  aparecen al fracturarse el interior  hfdrofdbico  de l a  , 

. m e m b r a n a .  A la mitad mAe cercana al citoplasma se le  denomina 

p r o t o p I ~ r m i c ~  y sa  abrevia P I  mirntras  que a la o t r a   m itad,  que ' :  
se  encuentra-  mis  prdxima a1 espacio  extraceIular, se le llama : 

4 

exopl4smica y se  abrevia E (Branton  et al, 1 9 7 5 ) .  (Fig 2 . 2 ) .  ,. 

Estos  filamentos  de la uni6n estrecha,  constituyan  precisamente 

l o s  puntos d e  fusi6n  de la membrana. 

i 

. .  
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F i g u r a  2 . 2  

P 

Fig 2 . 2  Crío-fractura de o a l h  rsttrckr de ileo de conejo. ta Ir cara 
P 10s COrpneIItes de Ir u n i h  rpatecea to80 filrreatos, rieatrrr que 
en Ir erra E se obserra m c o s  corplutatrrior. SO 6dO I (Torada de 
Hart iner-Palono e t  al, 1971) .  

. - 
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Siguiendo la terminología  de  Wade y Karnovsky (151 .74 )  

para los filamentos  de la unidn  estrecha, s e  empla4n l o s  

t6rminos  de  cord6n y zurco  respectivamente  para  la  apariencia 

de los filamentos y suo  complementos  en l a s  replicas  de 

c r í o - f r a c t u r a .   L o s ~ c o r d o n e s   a p a r e c e n   s o b r e   “ v a l l e s ”  en la cara 

P o p r o t a p l d o m i e a  y los L U ~ C O S  en l a s  l ’ ~ ~ l i n r e ”   d e  Ir cara E o 

exoplasmica  del  material  fijado  con  glutaraldehido.  Se  utiliza 

la  terminología  de  Chalcroft y Bullivant ( 1 9 7 0 )  pira l o s  v a l l e s  

y coIina5, y la de  Branton y coiaboradores ( 1 9 7 5 )  para las 

caras  de  fractura. 

2 . 1 . 1  M o d e I o s   estructurales la unidn  estrecha. 

Hasta  ahora  no  existe  ninguna  tecnica  qua  muestre a l o s  

filamentos  de la unidn  estrecha  por  corte  fino,  por  tanto  todos . 

los modelos estructurales  qua a continurcidn se describen S @  

basan  fundamentalmente @n evidencias  de  crío-fractura. 

i 
2 . 1 . 1 . 1  Modelo  filamentos gL Cholcroft y Bu l l i v a n t .  i i 

( 1 9 7 0 )  , . :  , i 

Este  modelo se basa  en 0 1  estudio  de  rhplicae [ 
I 
I 

complementarias de hepatocito  de  rata  fijadas c o n  

glutaraldehido. ( F i g  2 . 3 a ) .  Se propone  que la red  de E 

f i lamentos  en  una  membranas  se  encuentre  en  registro  directo 

I 

I 

I 

rodea al filamento  de  una  membrana y l o  dejr  como  un  corddn  en y 

I 

. 2 ;  



l a  c a r a  P. L a  fractura n o   c l r c u r s i o n a  fuera d e  la memhrana ni 

a l r e d e d o r   d e l   f i x a m e n t o   c o m p l e m e n t ~ r f o  en Ia mambrana a d j u n t a .  I 

En e s t e  c.50 S #  c o n r r l d s r r  qua  I o #  filamento# astan mls 

f i r m e m e n t e  u n i d o s  h lam C a r a s  P da Su p r o p i a  membrana quc  e n t r a  

s í .  

P CQ FP 

a 

i 

. .  
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E s t e   m o d e l o   s e   b a s a   e n   r Q p I i c a s   u n i l a t e r a l e s   d e  

intestino  delgado  de  rata  fijadas y s i n   f f f a r   c o n  

glutaraldehido.  (Fig 2.4) Sei propone  que  en l a  línea  de  fusi6n 

cada  membrana  posee  una  hilara  de  partículas  en  registro 

directo  con  una  hilera  similar  de  partículas  en  la  membrana 

vecina.  En  general  se  considera a las  partículas  muy 

firmemente  unidas a s u 5   p a r d a s   e n  I B  o t r a  membrana  de  taI 

maneras  qua  durante  la  fractura  las  dos  partículas  quedan 

unida5  entre sí. 

L a  diferencia  fundamenta1  entre  este  modelo y e 1  d e  

Chalcroft y BuIIivant  es  que la fractura  ancursiona  alrededor 

d e  las 2 fibrillas y e n   c o n s e c u e n c i a  p a s a  a l a  membrana 

adyacente. 

La  evidencia  experimental  de  este  modelo e s  la aparicibn 

muy  ocasional  de Z U ~ C O S  en  la  cara P c o n  la m i t a d   de  altura  que " 

los demas.  Esto  se  interpreta  como  que los Z U ~ C O S  d e   a l t u ra 

"normal"  corresponden a aquellas  ocasiones  en  que  la  fractura 

rodea a los dos filamentos,  mientras  que  en l o s  de  altura  media . I  

la  fractura  pasa  alrededor  de  uno 5 0 1 0 .  

c 

En ~ material  no  fijado la f r a c t u r a  no p a s a  d e   u n a  a otra 

membrana, y e n   c a m b i o  en Ia cara E las partículas  quedan 

ordenadas  como  cuenta0  de  collar y a n  la c a r a P aparecen  turcos 

continuos  compIementarios. 



2 . 1 . 1 . 3  f;ladoIo a'.- y & # J n o v s h  ( i 9 7 4 ) .  

Este modelo %o fundamonta  on 0 1  estudio  do I r s  uniones 

estrechas de vejiga urinaria y ve%icula b i l i a r  d e  s a p o  en 

r f i p l i c r s  f i j a d a s  con qlutaraldohldo. €5. b a % a  on g r a n  p a r t e   e n  . 

el a n A l . i s l s  detallado de las rogionos do transici6n donde l a .  , 
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fractura  pasa  de  Ia  cara E de  un&  membrana a l a  cara P d e  la 

membrana  de  la  c&lula  vecina.  Este  modelo  pr,opone  una  sola 

serie d e  filamentos  que  se  comparten  por l a s  membranas 
-~ 

adyacentes.  (Fig  2.3b). 

En general  se  considera  que  la  fractura  pasa  por el lado 

cresta  en  la  cara P .  Menos  frecuentemente  la  fractura  puede 

pasar  de1  o,tro  lado y dejar  una peque%. cresta  en l a  cara E .  

W a d e  y Karnovsky  no  consideraron la posibilidad  de  que 

estos  filamentos  6nicos  estuviesen  constituidos e n  realidad  por 

2 filamentos  (uno  de  cada  :membrana)  alfnador  entre si. Si uno 

considera  esta  posibilidad y postula  que  la  unidn  en e l  estado 

congelado  es  tal,  que los ,604 filamentos s e  comporten  Como  un08 

entonces se obtiene un modelo  fddntfco al  de  Staehelin. E l  

modelo  difiere  del  de  ChaIcroft y Bullivant  en la misma  manera 1 
i 

que  el  de  Staehelin,  es  decir,  en  que  la  fractura  excursiona ' i 
I 

a Irededor  del  filamento  de La m e m b r a n a  adyacente. 

L a  evidekclr  experitnental  principal en este moda10 e s  ' '  

primero,  la  presencia  dr  crestas  en l a  cara P con  la  misma 

altura  que  la  adjunta  cara E en  una  zona  de  transicidn y ,  

segundo,  la  apariencia  caracterdstica  de  crestas y Z U ~ C O S  en 

esta  zona,  que  sugiere  una  fractura  que  bien  puede i r  e n  un 

sentido o en  otro  alrededor.  de l a  fibrilla  compartida. 

! 

I 

. '  



2 . 1 . 1 . 4  M o d e l o  de Bu l l i v a n n  ( 1 9 7 8 )  

PAGE P 3  

. .. 

Este  modelo  se  basa en r8plic.s complementarias  de las 

z o n a s  d e  transicidn  de  unidn estrecha en  intestino  deIgado  de 

r a t d n .   S e   o b s e r v a n  2 f i l n m e t n t o s  lado a l a d o ,  y s e  postuIa q u e  

cada uno penetra u n  poco (4n la membrana  adyacente, sin q u e  e s t o  

1 0 s  convierta  en  un  filamt~nto  compartido.  (Fig 2 . S ) .  



. " 

Y 

- - 

.. 
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Por otro  lado,  el  twso,de  nuevas  tdcnicas  de  congelacidn, 

hace  posible  que  una  misma  preparacidn s e  someta a 

crío-fractura y crío-grabado a la vez.  Con  esto  se  pueden 

obtener  tanto  caras  internas  como  superficies  reales d e  

m e m b r a n a ,  

Empleando  esta  metodología,  Hirokawa ( 1 9 8 2 )  observo  como 

e n  las uniones  estrechas  de los hepatocitos  de  rata,  la  altura 

de los filamentos  de la cara P es 1. misma en muestras  tratadas 

c o n  ECTA, es  decir  con  uniones  abiertas  que  en  cCIulas  no 

tratadas.  Dicha  altura a su v e z  coincide  con l a  de  las  crestas 

e n  l a  superficie  rea1  de 1 1  mambrana.  (Fig 2.7). 

Estos resultados ne oponan a 1  modelo  de  un  til-amrnto d e  Wade 

y Karnovsky  asi  como  al mode10 de  Staehelin y a  que,  si se asume 

que  el  filamento  anico o l a  pareja  de  particulas se rompen o 

s e p a r a n  al abrirse  la  unibn,  entonces  la alturil de Ia cara P en 

l a s  m u e s t r a s  no tratadas con E G T A  debarla  aer  del  dable d e  

aque I ias  en  las que! l a  uni6n  ha  sido  abierta. 

Alternativamente,  si l o s  filamentos  dnicos, o l a s  parejas  de 

partículas  no se separan  sino  que  permanecen en una  de las d o s  

m e m b r a nas,  entonces  es de esperarse el encontrar  largas  crestas 

y h u e c o s   e n  la s u p e r f i c l a  real d e  lam mombranas tratadas c o n  

E G T A - . ~ ~  Nada  de  esto  ocurre y ,  por e l  COntr.rio, l a s  imageries 

coinciden  con  el  modelo  de  dos  filamentos  de  Bullivant. 
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2 ' 2 Na..J.-!!!J-Fx!A m u  1JL vnfdn rlltrrchr, . .  

Ya  que  hasta a h o r a  no  existe  una  metodologia  adecuada 

que  permita  el  aisIamiento y purificaci6n  de  los  componentes  de 

la unidn  estrecha,  el  estudio d m  la n a t u r alerr qufwici4 4 9  !a 

m i s m a ,  se ha  basado  fundamentolemente  en o b s e r v a r i o n f h a  da  tipo 

m o r f o l o g i c o   q u e  a continuacidn se  describen. 

En preparaciones  fijadas  con  glutaraldehfdo, l a 5  

r e p l i c a s  d e  crío-fractura  muestran  una  serie d a  fllrmentos 

cilíndricos  que  representan P la uni6n  estrecha. Sin embargo 

algunos  autores  consideran  que  estos  coneituyen la estructura 
' .  

genuina  de  la  unibn.  Exi5ten  varias  rasones  para  ello: 

a )  Aunque los filamentos  apatecnn  generalmente  como  cillndros 

continuos,  tambien es p o : ~ i b I e   e n c o n t r a r   a l g u n o s   p e q u e ñ o s  

segmentos  donde  se  observan c o n  claridad  cadenas  de  partículas 

similares y con  frecuencia  cercanas a la5  uniones  comunicantes. 

. f  

(Friend & Cilula,  1972;  Montasano  et  ai,  1975).  Hay  que 

recordar  que  de  uniones  comunicantes o maccula  communicans se 

componente  principal  es  prot4ico.  (Perachia,  1980;  Herttberg 

et  aI,  1981). 

b )  Y a  q u e  la unidn  estrecha no es sino  una  diferenciacidn 

regional  de  la  membrana  plasmtittca,  es  natural  considerar a su 

estructura  como  una  extensibn,  aunque  algo  extrema,  del ' / . .  

componente  diferenciado mas importante  de la m e m b r a n a L .  

crlofrrcturada, 8)s decir d e  l a s  particulas  intramembranales 

(PIM). A I  respecto  hay  que a c l a r a r  q u e   e n   e s t u d i o s   c o n  v a r i a s  

I 

" U  

I .  

tecnicas y en  diferente5  sisitenas  se  ha  demostrado  que  las PIM 

, . . . . . . . 



estan  constituidas  por  prolainas.  (Tillack 6 Marchesi,  1970; 

Tillack et a l ,  1972;  Segrest  et a l ,  1974;  Fisher S . '  

Stoechenius,  1977;  Pumplin & Fambrough,  1983). 

c )  Como s e  menciona  en inciso. antorioros,  on  proparaclones  no 

fijadas  con  glutaraldehido,  se  observan  cadenas  de  partículas ., 
en  Iugar  de  filamentos  continuos  de  unidn  estrecha. 

Como  resultado  de asta obsrrvaciones, s e  consider6 a l a  

uni6n  estrecha  como a una  serie  de  cadenas  de  partículas 

intramembranales  artefectualmente  entrecruzadas  por  la  fijacidn , , 

con  gIutaraldehido.  (Staehelin,  1973; Van Deurs 6 Luft, 

1979).  Sin  embargo  han  surgido  recientemente  otras 

interpretaciones  para  eHpIicar 16 estructura  de l a  uni6n 

estrecha.  Pinto  Da  Silva y Kachar  (1982)  proponen  que  las I 

depresiones  lineales y continuas  que se o b s e r v a n   e n  l a  cara P _ .  I 

de  material  no  fijado,  no  representan  caras  complementarias  de c 

l a m  hilera. d a  partlculam  irrogularom  quo m 0  ancuontran e n  la 

cara E de  este  material. 91 las cadonas  do  partículas 

ropretaentaran  genuinamonto la ostructura  do la unidn, no : 

deberían  da  existir  depresiones  lineales  en Ia car'a, 1 .  

complementaria,  sino mas bien  habría d a  obsorvarse  una  hilera 

de  depresiones  puntuales.  Por  tanto, o bien  el  zurco  lineal  se . I  
forma  despues  de la fractura  por  confluencia  de l a s  depresiones 4 : I 

puntuales o ,  la  cadena  de  partículas  no  representa la ! 

estructura  original y es mas  bien  una  alteracibn  post-fractura. 
! 

La primera  alternativa,  no  tiene  ninguna  evidencia  experimental 
Í 
t 

directa  ni  indirecta,  mientras  que la segunda  bien  podría  5cr 

I 

I 

j 
! 

I 
1 
! 

t 

I 

I 

cierta  si  considerarnos la presencia  de  bandas  cantinuas  an ',' 

r 
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especímenes  fijados y tambien,  el h e c h o  de  que en preparaciones . '  

no  fijadas,  existen  pequeFirs  zonas  de  cara p donde  pueden . 

observarse  bandas  de  filamentos  continuos. 

Existe  ademas la obeervaci6n  experimental  de q u e  en 

especímenes  fijados  convencionalmente  con  glutaraldehido, si se I 

les  impregna  con  un 100% de glicerol  en  lugar  de  un 25-30% c o m o  . 

se  hace  normalmente,  aparecen  cadenas  de PIM en lugar  de .' 

filamentos  continuos. E s  Idacir, q u m  16s  bandas  no  puoden R O T  

e1  resuItado  excIusivo d e l  entrecruzamiento  lateral e 

irreversible  de  las  proteína5  integrales  de  membrana,  puesto 

que  el  efecto  se  revierte'  con  glicerol qua es un  compuesto 

químicamente  inerte y por  tanto,  incapaz  de  romper las uniones 

covalentes  que  supuestamente  habria  formado el glutarrldehido 

c o n  I L B  p r o t e i n a s .  

Asf mismo,  en  estudios  de  congelaci6n rapid. de  prbstata 

de  rata  (Kachar S Reese, 1 9 8 2 )  a n  los que el tejido s e  congela 

directamente  en  helio  liquido  (para  minimizar el efecto  de la ' 

formacibn  de  cristales y evitar  las  posibles  alteraciones  por . 

fijacibn  quimica y crioproteccibn), l o s  filamentos  de la unibn 

estrecha  .parecen, como cilindros  continuos  en las zonixs donde 

l o s  cristales  de  hielo no daflan 1a membrana  plsmAtica,  mientras , ' ;  

que  aparecen como hilaras de partfculas en las Areas lastimadas 

. 1  

por el h i e l o .  

Con estas  evidencias  Pinto Da S i l v a ,  Kachar y Reese 

afirman  que l o  estructura  Cilammntosa  que se observa  por I 

crío-fractura  represmnta micmlas ci1d.ndricas  invertidas * '  

compuestas  por  Ifpldoa  de  mmmbranr y p o a i b l m m a nte  algunas, ' . . .  

.. " 
J.*< 



paaa ac  

proteínas.  Estas  altimas p o d r f a n  mrntrner ia ertructurr por 

asociaci6n  con  componentes  del  citoesqueleto.  (Fig 2.8). P o r  

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

proposicidn, de una  transicidn d e  f a s e  de  una bicapa I i p í d i c r  a t 

una  fase h e x a g o n a I  1 1 .  

. .  



Cabe  recordar  que I I D S  lipidos  puros o mixtos,  naturales 

o sintbticos,  incluyendo 1 6 6  f o s f o l í p i d o s ,  ademes  del  reglo lo 

en  bicapa,  pueden  adoptar  otras  configuraciones  ante  diferentes 

condiciones  de  hidratacibn,  temperatur.~ o concentracidn  de 

cationes.  Una  de e s a s  configuraciones es la de  fase  hexagonal * 

1 1 .  En esta,  las  moleculas  de  fosfolípidos  forman  largos 

cilindros  con  las  cabezas  polares  orientadas  hacia  un  centro d e  

a g u a .   ( F ig 2 . 9 ) .  La  intecaccidn  entre  cilindros  adyacentes e s  , , ,  

hidrafdbica y e1 diametro del centro  de  agua  depende  del  grado 
. .. 

d e  hidratacibn, la presencia  de  cationes y el  tipo  de 

fosfolípido  involucrado. I 

Ahora  si se compara un filamento d e  uni6n estrecha  con I 
una  micela  cilíndrica en fase  hexagonal 1 1 ,  vera que tienen 

muchas  características en cokun  tales  como: 

a )  ambiente  hidrofbbico,  dado  por el interior d. la bicapa 

b )  m o r f o l o g í a  lisa y ,  

c)  dimensiones  adecuadas  (9-11  nm  de  diametro) 

P o r  otro  lado,  estudios  cristalogr&ficos  (Luzxati et a l ,  

Y 

1981;  Van  Venetic 6 Verkleij,  1981;  Borovjagin e t  a l ,  1 9 8 2 ) ,  

han  demostrado que algunos  Iípidos  de  membrr”na  pueden  asumir  la 

fase  Hexagonal I 1  (H I I ) ,  tanto  en  un  emprque  hexagonax  como 

dentro dei una  bicapa  lipídica.  En a m b 0 . s  casos  la  fase H I 1  

coexiste  con  micelrs  lipídicasi  eof4ricas q u e  vistas p o r  

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

... 1 . 1  
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Por  tanto  estos  resultados  apoyan I aunque 

indirectamente,  la  posibilidad  de  que los filamentos  de  uni6n 

estrecha  sean  de  naturaleza  fipídica y ,  a s i  mismo abren la 

posibilidad  de  que  alpunas  de las P I M  sean  micelas  Iipídicas 

invertidas. 

Ahora  si  se  revisa  el~modelo  de  uni6n  estrecha  propuesto 

por  Pinto  da  Silva & Kachar ( F i g  2.8) se  vera  que los 

filamentos  de la uni6n se locaIizan  excIu8ivamente  en las hojas 

exopl&smicas  de  cada  unidad  de  membrana.  AI  respecto  hay  que 

recordar ( F i g  2.1)  que  en  corte.  fino 11 uni6n  estrecha  muestra 

puntos  de  fusidn  precisamente  entre 1.8 hojas  exopl4srtcas  de 

las membranas  adyacentes.  Por  otra  parte  experimentos  de 

apagamiento  de  fluorescencia  (Dragsten et al, 1982) han 

demostrado  que  las  sondas  1:tpidicas  que  se  localiran  en las 

hojas exopl4amicas de  mmmbranas  de  c4lulas  epite~lile;  unidas 

por  uniones  estrechas,  no  puedmn  pasar  de la cara  apical a l a  

basolateraf. Sin embargo, las s o i d a s  que  hacen  flip-flop y 

pasan a la cara  protopl4smica  pueden,  posteriormente  moverse 

con  libertad  alredador  da toda la membrana  plasm4ttca.  Estos 

resultados  por  tanto  sugieren  que la uni6n  estrecha  consituye 

una  barrera al pasaje  de  sustancias  bnicamente  en Ia cara 

eropllsmica. El modelo d e  micela  invertida,  propone 

precisamente  que las miceIas que  forman la uni4n  estrecha se 

localiren e n  l a r  mitad.8 exopl4smicas  de las membranas 

plasnlticas. 

"" 
"" 
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Volviendo  al  plantetamianto  inicial  de  una  uni6n  eqtrecha 

de  tipo p r o t C i c o ,  Margolfe; y colaboradores ( 1 9 8 2 )  observaron la 

unidn  selectiva  de  Iiposamas  fluoresceinados a la zona d e  

membrana  donde se localiza  la  uni6n  estrecha  en  c4lulas 

epiteliales.  Esta  intetacctbn  entre  liposomas y membranas 

celulares  desaparece a l  tratar a las  c4lulas  con  tripsina, p o r  

Io  que se infiere se trata  de  una  unidn  de  liposomas a 

proteínas  de l a  unidn  estraha. Sin embargo, hay q u e  recordar 

que  en  el  modelo  de  unidn  estrecha  lipídica  se  propone  tambien 

Ila asociacidn  de  esta eon proteínas  de  anclaje al 

citoesqueleto,  por lo que  resultados  como l o o  de  Margolis  no 

descartan Ia posibilidad  de  una  uni6n  estrecha  de  tipo 

Iipídico. 

Por  otro  lado, e n  c41ulas MDCK se  ha  demostrado 

{Cereijido et  al 1 9 7 6 r ;  Hoi Sang  et  al, 1980; Criepp  et  al, 

1983) que  en  las  primeras h o r a s  de  sembrada  una  monocapa e s  

necesaria  la  sinteois  protCica  para el desarrollo  ulterior  de 

la  resistencia  transepiteli.1, Sin embargo,  al  igual  que  en el 

caso  anteriormente  mancionado r 8 t o  no nacararlamanta lmpllcr 

I 

que l a s  uniones  estrechas  en rl erten  conmtitutdan p o r  

proteínas. 

) 

i 
j 

I 

En  síntesis,  se  puede  decir  que el dilema d e  la 

naturaleza  química  de la unidn  estrecha  aun  no sa  ha resuelto. 

Hay  evidencias  en  favor  del  modelo  de  micela  invertida y datos 

que  indican  la  necesaria  presencia  de  protbinas  para el 

I 

establecimiento  de la uni6n.  Ambas  situaciones  concuerdan  con 

un  modelo  de  uni6n Iipoprot4ica a u n q u m   aun  no se tengan ” ,  
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resultados  que  efcctivamente  compruben I r  existencia  de  tal. 

Uno  de 1 0 s  objetivos d e  esta  tesis,  como mas adelante q e  vera 

consiste  precisamente  en  averiguar, si el comportamiento  de Ias , 

uniones  estrechas  ante c a m b i o s  de  temperatura  concuerda  con el 

que h a b r í a  de  esparrrse si la unidn  fuese  fundamentalmente , 

Iipídica. 

P 

. I  

. I  . I  

" P..". . . .. , ̂ ...I ." . ". "- ". . ., ""- 
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2 . 3 . 1   F o r m a c i d n  de uniones  estrechas en sistemas  fatales. 

EX primar  trabajo  que  describe  la  formacidn  de l a s  

uniones  estrechas  durante  el  desarrollo  fetal  e= el de .. 

higado  fetal  de  rata, i r 1  14avo  dia  de  gestacibn,  las P I M  5e 

alinean  an  Areas  anteriormente  libres  de  partículas y ,  f o r m a n  , .  

una  red  discontinua  que  asemeja  un  panal  de  abejas.  (Fig 

2.11).  Conforme  avanza Sa gestacibn  estos  arreglos  lineales  de 

partículas  se  funden  para  formar  filamentos continuos, que  para . 

el dia 2 l 0  claramente se identifican  como  uniones  estrechas 

m a d u r a s .  

O b s e r v r c i o n a s  rimíllrror # e  hiciaron  en  nafronms fetalsts 

humanos y de  rata (Humbort ot a l ,  1 9 7 6 ) ,  an eL epitelio 

pulmonar  fetal  de  borrego  (Schneeberger  et al, 1 ? 7 8 ) ,  en  la 

gldndula  tiroidea donda!, incluso se mostrd  como el ' 

establecimiento  de  la uni6rr estrecha  coincide  con el comienzo 

de  la  secrecidn  hormonal d e  la  glandula  (Lucian0 et al,  1979), 

y en el mesotelio  peritoneal  de  embriones  de  ratdn  (Suzuki & .. 

Nagano,  1979). 

. .  

. ... . ." ." 
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Tambien  existen  estudios  (Tice  et  al, 1977; Shimono et 

a1 1 9 0 1 ) ,  donde  se  relaciona  el  desarrollo fetal d e  la unibn, 

vista  esta  por  crí-ofractura,  con la penetracidn  de  trazadores 

de  microscopía  electrbnica  como el lantano y el  rojo  de 

tutenio.  Estos  trazadores de alto  peso  molecular se aplican 

por  alguna  de  las  caras  del  epitelio,  generalmente  la  apical. 

Si la unidn  estrecha  sella 1.r ruta  paracelular, el trazador no 

penetra,  mientras  que si la unidn  esta  abierta  el  trazador  tiñe 

el  espacio  intercelular. P o r  corte  fino se pueden  observar  con 

claridad l a s  zonas tefiidaa asi  como l a s  no  marcadas  por el 

t r a z a d o r . De esta  manera se infiere la permeabilidad  de la 

unidn  estrecha  anlxIizada  en  cuestidn. 

Con esta  tecnica  se ha v i s t o   como  en los s i s t e m a s  

f e t a l e s  a m e d i d a  que l a  unidn  estrecha s e  enfaamb'la, l a  

permeabilidad al trazador  dieminuye y flnaxmente  desaparece. 

. '  . 

.. . 
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2 . 3 . 2  F o r m a c i d n de ynfdq  ssitrecha en gClulas cDitelfales an 

desarrollo 

En  monocapas  de  hepatocito  de  rata  fijadas a diferentes 

tiempos  despues  de  sembrarse a baja  densidad,  (Montesano 1 9 8 0 )  
.. 

se  observan los siguientes  pasos  para  la  formaci6n  de  las 

uniones  estrechas:  a)  aparici6n  de  una  zona  libre  de  PIM b )  

establecimiento  de  plieges  en la membrana a manera  de  panal  c) 

migracidn  de  PIM  hacia los pliegues  del  panal y ,  d )  fusidn d e  . ; 

las  partículas  en  filamentos  continuos. 

El mismo  proceso  se  sigue  en  monocapas  de  hepatocitos 

(Porvaznick et al, 1 9 7 9 )  y durante  la  citodiferenciacidn  de . 

ameloblastos  en  el  germen  molar  de Ia rata (Sasaki et a l ,  

1983). 

Tambien  se  ha  estudiado  en  estos  sistemas  la ,, 

permeabilidad  epitelial a traxadores  electrdnicos.  En  riñon  de 

rata  joven  se ha visto  como  durante el desarrollo d e l  tObuIo 

prdximal,  las  nefronaa  que  aun  no  filtran  son  permeables  al 

Iantano,  mientras  que las ya funcionales  no l o  son.  En  estas 

151 timas  las  uniones  estrechas  que  se  encuentran  son 

sustancialmente  mas  complejas  que  en las primeras  (Larson, 

1 9 7 5 ) .  
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2 . 3 . 3 . 1  unidn  estrecha y calcio. 
c 

L a  primera  evidencia  experimental  de la importancia  del 

calcio  para Ia estabilidad  da l a  unidn  asttecha, se obtuvo  en 

celulas  oxínticas d e  Rana D-. (Sedar 6 Forte, 1964). Se 

demostrd  que el EDTA  fragmenta la unidn  estrecha y al C a z +  . '  

revierte  por  completo  este  efecto. 

E n   m o n o c a p a s   c o n f l u e n t e s   d e   c ~ l u l a s   M D C K   ( C c r e i j i d o  et 

al  1978b),  se  ha  visto  que  el ECTA elimina  la  resistencia 

transepitelial  efecto  qua, se revierta al restituir al calcio 

a l  m e d i o .  ( F i g  2 . 1 2 ) .  

Estudios  posteriores  con  monocapas  de c4lulas MDCK 

(Martinez-Palomo et a l ,  1 9 8 0 ) ,  muestran  qua la resistencia 

tansepitelial  depende  de  la  concentraci6n  extracelular  de  Ca2+. 

Este  idn n o  puede s o r  reemplazado p o r  M g 2 +  o € l a 2 + ,  ( F i g  2 . 1 3 ) .  

En.~-.r&pIicae " de  crío-fractura se observa  que  la  apertura  de la 

unidn  estrecha  provocada p o r .  la falta  de  Ca2+  produce  una 

simplificacidn  en la red  da  filamentos  de 1. unidn  estrecha. 

AI  restituir el Ca2+ al  medio  se  aprecia  un  retorno a 1  patron 

normal  de  tilamentos  de la unfbn. 

I 

p 

1 
i 
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A l  adicionar  el  ion'oforo A 2 3 1 8 7  a m o n o c a p a s   d e   c 4 l u l a s  

MDCK, l a  resistencia  transepitelial  se  deeploma.  Esto  indica 

que  e1  requerimiento  de  Caz+  es  exclusívamente  del  lado 

extracelular. 

E1 resellado  de l a r  uniones  ocurre  simultaneamtnte a la 

r e c u p e r a c i d n   d e  la selectividad Na+lCI- y c a t i d n l c a tidn  de  la 

m o n o c a p a .  Sin embargo, en monocapas  recien  sembradas,  la 

permeabilidad a 1  NI+ y Cl*- ( 1 I B )  no s i g u e  e1 curso  temporal d e  

desarro110  de  la  resistencia  (Ceceijido  et  al,  1978a).  Esto 

indica  que  en  una  monocapa  recien  sembrada  existen  diferencias 

e n  la cinetica  de  e#tablecfmiento  de  canales  eapecíficoe  de l a  . 
. .. 

uni6n,  es  decir,  que la resistencia  transepiteli8l e s  solamente 

una  característica  de 1. unibn  estrecha y la diacriminacidn 

catibn-catibn  es  otra.  Apnrantements la velocidad  de  recicIaje 

de los c o m p o n e n tes responeab1.c de  ambas  propiedades o s  

' distinta. 

2 . 3 . 3 . 2 . h  uni6n  estrecha y l a r  T I M .  

Hoi  Sang y colaboradores ( 1 9 7 9 )  analizaron la relacibn 

entre Ia f o r m a c i d n  da l a  urr1.6rr estrecha y a 1  estableclmíento  de 

una  distribuci6n  polarizada  de P I M  entre l a s  membranas a p i c a l  y 

basolrteral  de  c4Iulas  MDCK.  Vieron,.  que  mientras  las 

monocapas  confluentes  tienen  uniones  comp~lejas y d í s t r i b u c ibn 

polarizada  da P I M ,  los cutltivoa  tratados  con  ECTA  pierden  sus . 

uniones y Ir  polaritacidn d o  P I M .  A I  resollar las c6Iula.s~ c o n  

C a z + ,  l a  unidn s a  vuolva 4 ansamblar y re4parecm 1. 



. .  

distribuci6n  polarizada  de PEM. Estos  resultados  concuerdan 

c o n  l o s  de  Calli y c o l a b o r a d ores (1976). Estos  dltimos 

observaron  que  en  lobulo  p&ncre¿ttico  de  cobayo, el ECTA produce 

" 

fragmentacidn  de I r  unibn acompanada  por  pCrdida  en la 

polaridad  de PIM. Sin embargo,  Meldolesi y colaboradores 

(1978)vieron  en  el mismo sistema  como l a  reintroduccidn  de  Ca2+ 

restabiece a la unidn  estrecha sin que  se  establesca  una 

distribucidn  polarizada  de P I M .  

E n   c u a n t o  a l a  formacidn  de  unidn  estrecha  en  c4IuIas 

recien  5embrada5,  Hoi  Sang y c o l a b o r a d ores ( 1 9 8 0 ) ,  observaron 

como tan  pronto se tiene  un  filamento  continuo ( 1 0  hr),  aparece 

una  distribucidn  polarizada de PIM. 

Apesar  de  todo Io anteriormente  mencionado,  no s e  ha 

descrito  en las c&lulas  MDCK el proceso  morfoldgico  de 

ensamblaje  de la unidn. Se sabe  que  esta  relacionado  con la 

distribucidn  de las PIM;  que  como sa v e r a  mas adelante, 

requiere  de  una  free  temprana  de  eintasie  protaica  y,  que  su 

estabilidad  dependa  de l o s  m i c r o f i l a m e n t o s .   E n   e s t a   t e s i s ,   s e  

ha  disenado  un  modelo  enperimmnt&l,  qua  permite  e~tudiar el 

proceso  de  ensamblaje  de  la  uni6n  separadamente  de la fase  de 

síntesis  protbica. Asi mismo este  sistema a d i f e r e n c i a   d e  l o s  

usados  por  otros  inveotigadorers  no  requiere e1 uso  de  drogas 

tales  como  el  ECTA  que,  en  ditima  instancia  pueden  tener 

efecto5  colaterales  sobre le. preparacibn 
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2 . 3 . 3 . 3  síntesis a p r o t e 5 n ~ s  y & 3nfbn artrecha. 

Cereijido y c o l a b o r a d ores ( 1 9 7 8 . )  v i e r o n  que la 
. ,  

cicIoheximida ( 2 x 1 0 ' '  M )  aRadida a las 2 horas  de  sembrada  una . ' 

monocapa  produce  un  retraso  considerable en e 1  desarrollo  de l a  * 

resistencia  transepftelial. Si esta  droga se a s a d e  entre  las ' I 

horas 6 y 8 no  produce  efecto  alguno. Por tanto  es  dbvío q u a  a ,. 

t i e m p o s  t e m p r a n o r  ( ( 6 h r r )  a 0  lleva a c a b o  1. r l n t e r l r  p r o t h l c a . 

Despues  de  la  hora  sexta  los  componentes  de l a  uni6n y a  e s t a n  

s i ntetizados  aunque  aun  no se  encuentren  ensamblados. ( F i g  1 

2.14).  Estos  resultados f u e r o n  confirmados  posteriormente  por 

Hoi Sang y colaboradores ( 1 9 8 0 ) ,  y C r i e p p  y c o l a b o r a dores 
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HOURS AFTER PLATING , 

( G r i e p p  et al, 1 9 8 3 ) .  

E 
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En  monocapas  tratadas  con E C T A ,  el resellado con  Ca2+ n o  

se  altera por la  cicIoherimida y la puromicina  (M6rtiner-Palomo 

observacines  de  Meldolemi y colaboradores  en  lobulo  pancreatic0 

d e  c o b a y o .  

Se  ha  visto  (Cereijido  et  al,  1978b),  que  monocapas 

sembradas a confluencia  can  cQiuIas  provenientes  de  cultivos d e  

baja  densidad  celular  presentan un retraso  temporal  en el . 

desarrollo  de  su  curva  de  resistencia.  Estas  monocapas a 

i 

diferencia  de  las  provinientes  de  cultivos  confluentes s o n  

sensibles a la actinomi,cina D .  Sin  embargo,  no  requieren  de ' 

nueva  síntesis  de  RNAm si se Ies  mantiene, 24 horas  antes  de 

sembrarse, en  cultivo  en  suspensibn.(Criepp et a l ,  1 9 8 3 ) .  

. .. 

I 

Incluso, si a esta5  c4fulas  despues  de  estar  en  euepensi6n p o r  ' '  

24 hrs,  se les trata al momento  de  sembrarse  con  cicloheximida, d -  

n o   s e , p r e v i e n e   e n  Io absoluto la aparici6n  de la resistencia. 

P a r o ,  sf se I d s  trata  con  tripslna  inmrdiatamentr a n t e 5  d e 4  

sembrarse, las c4luI10 s o n  incap&cet d e  tener  remistencia e n  

- ,  

ausencia  de  síntesis  prothica. 

En  síntesis,  se  puede  decir  que l a s  proteínas  cstan ! 
I 

involucradas  en  la  formacidn  de  uniones  estrechas.  Estas ,, 

proteínas,  que  no se degradan  ripidamante  en  condiciones  de 

estado  estacionario  de Ia monocapa,  son  destruidas  por la ' 

i 

. .  1 

I 

tripsina y ,  p u e d e n   r e sintetitarse  en  ausencia  de  contacto I 

cISlula-cISIuIa o c6lula-susttrato. 



PAGE  1 9  

2 . 3 . 3 . 4  unidn  estrecha y , d  citoesuueleto. 

M e z a  y colaboradores ( 1 9 8 0 ) ,  vieron que e n  l a s  c 4 I u l a s  

MDCK la colchicina  daña l o s  microtubulos  sin que esto a f e c t e  

significativamente a la resistencia  transepitelial  da  monocapas 

en  estado  estacionario. F o r  el  contrario, l a  citocalacina B 

rompe 1 0 s  microfilamentos y suprime l a  resistencia  electrica. 

En  monocapas  tratada,s  con EGTA, la colchicina  no  cierce 

efecto  alguno  tanto  en l a  apertura  como  en e l  resellado  de l a  

monocapa.5.  La  citocalacfnat B en cambio,  inhibe e 1  resellado 

c o n  C a z +  y desorganiza el ani110 de  microfilamantos  del  borde 

celular  apical. (Meza et a l ,  1980)). Meldolesi y 

colaboradores ( 1 9 7 8 ) ,  un lobulo  pancre4tico  de c o b a y a '  

obtuvieran las m l r m a s  r.rult&dao c o n  la ettoc&l&clna R .  S l n  

embargo a p e s a r  d e  que  en  este  sistema, la colchicina  no  afecto 

la  organizacidn ni la  apertura  de la unidn  estrecha  con E C T A ,  

si  produjo  un  resellado  defectuoso  de l a  m i s m a .  

En c&lulas MDCK, la  citocalacin& B y l a  colcemida  (un . I 
I 

a n a l o g 0  de  Ia  colchicina)  aplicadas  durante l a s  primeras  seis 1 

horas  da  sembrada la monocapa, inhlben  por  completo l a  1 

formaci6n  ulterior  de l a g  uniones  estrechas  (Hoi  Sang et a l ,  ' "  

1 9 8 0 ) .  

1 
:. 1 

f 

En conclusidn  podernos  decir,  que 10s microfilamentos I 
I 

rstan  estrechamente  relacionados  con  Ia  estabilidad  de Ia 

uni dn. En  cuanto a los microtubulos l o s  resultados  son ' . 

I 
1 

contradictorios, por lo que s u   r e l a c i d n   c o n  l a  unidn  estrecha 

n o s  O B  run  incierta. 

! 
i 
I 

~ 



2 . 4  Rrtlaci4n  entre & estructura y f u n c i d n  & unidn 1 ' 

estrecha 

Como se  mencione  en el capitulo I ,  se ha  postulado  una 

cla5ificaci4n  de  cpftelios  en  dos  categorías  limitas: 

1 .  Los llamados  de  "alta  permeabilidad",  es  decir,  aquellos  en 

1 0 s  que los solutos  atraviesan el epitelio  por una ruta 

paracelular  controlad6 p o r  la5  uniones  estrechas y ,  

2 .  Los IIamados "hermdtico8",  donde la rut6  de los solutos  es, 

c a s i  excIusívamente  transcaluIar. 

L a s  características  de  baja  resistencia  elbctrica, a l t a  

permeabilidad  osmtltica al agua,  transporte  iaottlnico  de  fluidos 

y pequenos  gradientes  de  concentracibn  son  generalmente 

asociados  con  epitelios  de  alta  permeabilidad,  en  tanto  que las 

p r o p i e dades  inversas  aparecen  en los hermaticos. Sin embargo 

esta  clasificacidn  bimodal  de los epitelios,  no  es  sino  una 

sobresimplificacibn, y a  que  la  rrlacibn  conduc  tancir :. 

intraceluIar y conductancia  interceluiar  varía en los distintos 

e p i t e l i o s .  A I  respecto,  Claude y Coodenough ( 1 9 7 3 ) ,  intentaron .' 

una  clasificaci6n  de los epitelios  en  funcidn  de  su  resistencia :- 

transapitalial.  Encontraron  una  corraIacl6n  antra 1. 

permeabilidad  de  la  unidn  cstecha y e1 arreglo  de los 

filamentos  de l a  u n i b n .   ( ~ a b 1 a  1 ) .  L o s  epitelios muy 

permeables  tienen  pocas  bandas,  mientras  que l o s  impermeables 

tienen  uniones  de  mayor  profundidad y con  un  numero  mayor  de 

bandas. L o s  epitelio5 con permeabilidad  intermedia  presentan 

uniones  de  morfología  intermedia. 
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TEJIDO 

luy Permeable: 
:tíbulo contor- 
leado proximal 
le mamlfero. 

Perro 
Rat6n 
Rata 

?ermeable: tú- 
m10 contornea 
3~ proximal. de 
qecturus 
Vesfcula de cg 
nejo. 

Intermedio: ve 
turus 
Ycyuno de rata 
Yeyuno de rat6r 

sf'culn d~ N P C -  

do distal 
Necturus 
Ratdn 

Muy Hermgticos 
Est6mago de ra 
t6n 
Vejiga  urinari 
de anfibios 
Sapo 
Rana 

zsistencia Morfoloq€a de la  Uni6n 
ransepite-, Go. de Fibrillas Profundidad  (um) 
ial (SZcm2) Gama Promedio+ES Gama Promedio+ES - - 

70 

30 

30  O 
>300 - 

300-600 - 

- 
1-2. 1.19+0.12 - I  - - 

L O G  3.30+0.15 - 

2-6 4.10+0.11 

4 - 8  6.20+0.21 - 

4-7  5.30+0.17 - 
- 

- - 
2-7 4.80+0.3€ 
4-7 5.80T0.2C - 

i 4 - 1 1  8.1050.31 

- - 
5-11 8.10+0.9 
5-14 7.90XO. 3 

1 

- 
+ - 

3.1-0.8 

0.1-1.0 

0.5-1.4 

0.3-0-t 
- 

O.l-l.( 
0.1-0.: 

0.3-0. 

- 
0.3-0. 
0.3-1. 

- 
+ - 

I. 46+0.02 - 

I .  4 1 + 0 . 0 2  - 

t.00+0.05 - - 
1.39+0.03 - 

- 
O. 38+0.06 
O. 1470.00 - 

0.63+0.0C - 
- 

O .  3620 .O: 
0.58+0.0: 

6 

1 

3 
3 
- 

_ .  

34 

I .  

- 
1 7  
1 8  

25 

i -  
34 

( * )  Tomada de Claude y Goodenough (1973) 
(+ )  En la mayorla de los lugares  la  profundidad de la unidn  era 

(N) nbmero de determinaciones. 
(ES) error  est6ndar. 

igual al ancho de una sola fibrilla 

i 
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Aunque  en  dlveroor  sistemas s e  cumple esta r e l a c i b n  

morfolbgica-funcional ( v e r  incisos  de  alteraciones 

fisioldgicas,  patolbgicas y experimentales),  existen  otros 

donde  esto no sucede.  Martinez-Palomo y E r l i j  ( 1 9 7 5 )  

observaron  que  tejidos  como la vejiga  urinar,ia  de  sapo, y la 

mucosa  inte5tinal  de  conejo,  poseen  un  numero  muy  similar d e  

filamentos  de  unidn  estrecha, a pesar  de  tener  una  resistencia 

eIectrica  transepitelial  de 12 O 0 0  y 1 2 s  ohmslcm 2 

respectivamente.  Mollgard 'y colaboradores ( 1 9 7 6 )  a s u  vez,  no 

encontraron  relacidn  entre l a  morfología  de la unibn  estrecha y 

l a  permeabilidad  de1  pleno  coroideo  de  borrego  en  desarrollo. 

Estas  observaciones  abren l a  posibilidad  de  que  estructuras 

permeantes ( p o r o s ? )  e n  o entre l o s  filamentos, y n o  el 

filamento  mismo,  sean l a s  responsables  de la capacidad d e  

sellado  de la unibn. 

Con  respecto a este ikltfmo punto,  Claude ( 1 9 7 8 )  propuso 

un  modelo  de  permeabilidad  transepitelfal  en e1 q u e  s o  g r a f i c a  

l a  resistencia  transQpifeIi&f  en  funci6n  de1  namero de 

t 

filamentos  de la unibn. En lugar  de  obtenerse  una  relacidn 

lineal  como  habría  de s m r  m i  1. resistencia a traves de 1. 

unibn,  fuere la suma  de un grupo  de  reistenciar  en s e r i e ,  

representadas  por  cada  una de las bandas  individuales; l o  que 

se  obtiene es una relacidn enponencial.  Por  tanto se propone 

que  las  uniones  contienen  pequenas  regiones  analogas a poros 

que  se  pueden  abrir y cerrar  para  dejar  pasar a l o a  tones. 

Asi, la resistencia de la unibn  estrecha,  pasa a ser  funci6n 

primero,  del  numero  de  bandas  de la unidn y ,  segundo,  de l a  

.1 

-~ 
e .  



probabiIidad  de  que La banda  este  "abiertaBB 

En  esta  tesis y c o m o  se  vera mas adelante,  se  estudia si 

en un epitelio  en  estado  estacionario,  la  alteracibn  de la 

resistencia  transepitalial s e  acompana  de  cambios  en la 

morfología  de  las  bandas  de la unidn.  Asi  mismo s e  analiza si ' I  

e n  un  epitelio  en  formaci6m l a  disminucidn  en l a  permeabilidad . 

sigue el mismo  curso  temporal  de  la  aparicidn  de las uniones 

estrechas. 

En la siguiente  seccibn  se  mencionan  varias  condiciones 

en  las  que  se  ha  estudiado la relacidn  entre la estructura  de 

la  unidn y su  comportamiento. 

2 . 4 . 1  A l t e r a c i ones  fieioldqbcas a Lrz, unf6n ~ s t r e c h r .  
Existen  diversas  condiciones  fisoI6gicaa  que  vienen 

acornpanadas  de  camblos  en la estructura  de 1. unIdn  egtrccha. 

Tenemos  asi,  que  a)  en las cbluias de  Sertoli  de  testíc,uIo 

humano, Ia barrera  testicular-sanguinea  se  establece  justo 

antes  de  que L o s  espermatag6nios  proliferen  para  generar 

espermatocitos  primarios ( 1 2 - 1 3  anos  de  edad). En el  testiculo 

pre--p.ulberaI (3-8 anos  de  edad)  en  cambio,  no  se  encuentran 

uniones  estrechas  (Furuya e t  al,, 1 9 7 8 ) ;  b)  en  glandula  mamaria 

de  rrtdn  (Pitelka  et a l ,  1 9 7 3 )  y de  borrego  (Morgan 6 W o o d i n g ,  

1 9 8 2 ) ,  la uni6n  estrech4 se vuelve mas compleja a 1  final  del ' , '  

embarazo y durante  la  lactuncia; c )  en titer0 de  rata,  en el ' 

d i a  do la i m p l r n t 4 c l6nI 1 4 ,  unI6n  estrecha  prolifera  (Murphy et 

a l ,  1 9 8 2 ~ 1 ) ;  y d )   e n  titaro humano a ia mitad  del clcIo .-. 



mens t rua 1 s e observa una unidn mas p r o f u n d o  y ortans. on el 

resto  del  ciclo  (Murphy et a l ,  1982b). Do e s t o s  ostudicls  queda 

claro q u e ,  en cond i c i o nes e n  es necesario u n  cont r o I 

estricto  del  contenido do una  cavidad, la unidn  estrecha se 

v u e l v e   m o r f o ~ o g i c a m e n t e  mas compleja. 



2 . 4 . 2  Alteraciones D r t o l d a i ~ ~  u hn. unida grtrech6, 
En realidad  son  pocos 10s  casos  en  los  que 5 e  h a n  : 

observado  alteraciones  patoldgicas  que Be relacionen 

directamente  con  cambios  en Ia estructura  de l a  uni6n  estrecha. 

IncIuso  en  ellos  no  es  posible  afirmar  que el p6trdn  alterado 

de la uni6n  e5 el causante d l i r e c t o  da la enfermed6d ya q u e ,   es 

s .  

posible  que  sea  mas  bien  una  consecubncia. Sin embargo e5 

pertinente  aclarar  que el hecho  de  que  existan p o c o s  trabajos 

e n  l o s  que  se  observen  cambios  patoldgicos  de la unidn,  sea  tal 

vez  por  falta  de  estudio y no porque sea  esta  necesariamente, 

una  condicibn  poco  comun.  Entre las condiciones  patoldgicas  an 

la5  que se ha  podido  determinar  alguna  aItcracii5n  en l a  

estructura  de la unidn  estrecha  tenemos: 

a)  En  carcinoma  hepatocelular  humano la unidn  estrecha 

s e  encuentra  desorganizada,  presentando  zonas  compuestas  por  un 

s o L o _ f i l a m e n t o  a s i  como  discantinuidades  frecuentes a lo l a r g o  

de Ia unidn (Swift et a l ,  1 9 8 3 ) .  

b )  Las ratas  con  degeneracidn  congdnita  de la retina, 

tienen  al  nacer  un  epitelio  pigmentado (EPR) de  apariencia 

completamente  normal. A 11.5 3 semanas, l o 0  ndcleos  de 1 0 s  : 1 
fotoreceptores  comienzan a degenerar, y el epitelio 5 e  vuelve i 

I 
I 

permeabIe a la  peroxidasa y el lantano. A los 72 dias, 10s I 

! 

fotoreceptores  han  desaparecido y las c4Iulas  del EPR c a r e c e n  I 

, 
I 

totalmente  de  unidn  estrecha  (CaIdwelI 6 M c   L a u g h l i n ,  1983). 
1 

C )  En un  paciente  con  sindrome  de  Fanconi  (prrturbacibn 

renal  que  se  asocia o preceda a milomre mr3ltiplae), 1. b i o p s i a  '., 
_ I  

d e  r i 3 i o n  muestra  la  0xistmrocia d e  uniones  estrechas  entre '; 
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podocitor g l o m u r u l a t e r .  H a y  q u e  a c l a r a r  q u a r  a n  a 1  g{orniruIo 

aduIto  humano  sano,  este  tipo  de  unidn  no  exister y s 9 1 Q  se _. 
presenta  en  condiciones  embrionarfas. En la  orina de este 

paciente,  se  detectan  cadenas  de  proteínas  livianas k a p p a  d e  .: 

a l t o   p u n t o   i s o e I ~ c t r i c o . A l   a p l i c a r   v i t r o   d i c h a s   p r o t e í n a s  a 

la  cara  apical  de Ia vesicula  biliar  de  Nccturus, l a  

resistencia  transepitelial y la diferencia  de  potencial 
. .  

e l b c t ~ i c o   e s p o n t a n e o   a w n e n t a n   i n m e d i a t a m e n t e   e n   f o r m a  

dependiente  de  concentracibon.  Este  efecto  se  revirete  al 

eIiminar  las  proteinas. Et anaiisis morfolbgico de las . I .  

vesículas  muestra  uniones  estrechas ma0 profundas  que l a s  , i 

n o r m a l e s .  P o r  tanto  se  propone,  que  ciertas  cadenas  'prothicas 

. .  

.~ 

livianas,  en  virtud  de su  carga  positiva,  son  capaces  de 

inducir  cambios  en Ia ~ s t r u c t u r a  y permeabilidad  de la unldn 

(AIavi et a I ,  1983). 

c 



2 . 4 . 3  Alteraciones  esc~er-ntales a Ir ynidn  brtrecha. 

Han  sido  varios y muy  diversos los estudios  que  se  han 

hecho  para  inducir  cambios  en la estructura  de la unidn 

e s trecha.  En  algunos  casos  estos  han  podido  ser  relacionados , 

c 

con  variaciones  en la resistencia  transepitelial.  Para ' . 

facilitar  5u  estudio,  se  han  he  dividido  en  dos  grandes  grupos: ; 

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

tratamientos. 

2 . 4 . 3 . 1 Alteraciones  inducidas  droaas, 
. .  

L a  tripsine.  en  el  epitelio  oral  de la rata  (Elhimono 6 '. 1 .  

Clement¡, 1 9 7 7 )  y e n  c(.fulas cancerosas  de  colon  que  carecen 

por  completo  de  uniones  estrechas  (PoIak-Charcon et a l ,  1978) 

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

monocapas  de  cLlular MDCK provinienter  de  cultivos e n , .  

surp~t~nsi6n,  el  tratamiento  con  tripsina a 1  momento  del  sembrad.a. . 

hace  necesaria  la  sintesis  de  "novo" d e  proteínas  para el ." 

. .  

desarrollo  de  la  resistencia  traneepitelial.  (Criepp et al, : 

1 9 8 3 ) .  

En  vesfcu1.a  biliar  de  Necturuz, las c i t o q u i n i n a s .  

vegetales  cinetina y zeatfna, la citocalacina B y - l a  f a l o i d f n a  ' 

producen  un r a p i d 0  y r e v e r s i b l e  aumento  en la resistencia * 

transepitelial  (Bentzel  et a l ,  1980). Las r4plic.s de , I  

crío-fractura  de  estas  preparaciones,  muestran  un  patron ,'$ 

sumamente  desordenado  de  uni6n  estrecha. L o s  filamentos  en 

lugar  de  estar  orientados  paralelamente al borde  apical - - .  

. I  
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celular, se orientan  en  forma  perpendicular. En base B estas 

paralela  de  filamentos  do  Ia  unidn  se  asocia a una  alta 

permeabilidad  transepitelial,  mientras  que l a  orientacidn 

perptndicular  corresponde a una a l  ta resistencia 

transepitelial. 

Por  otro  lado, l a  administracidn  cronica  de  estradiol 

produce  colestasis en hepatocitos  de  rata. B a j o  esta 

situasi611,  las  uniones  estrechas  de l o s  hepatocitoe  adquieren 

un  patrdn  irregular y suelto,  con  muchos  filamentos  orientados 

perpendicularmente a la  cara  apical (De V o s  6 Desmet,  1981). 

En  este  caso a diferencia  de l o  que  sucede en la vcsícuia 

b i l i a r  de Nacturya y de lo propuesto  por  Bentxel  (1982), s a  

i 
I 

produce  un  aumento  en  Ia  permeabilidad  de la ruta  paracelular. i 
Entre las sustancias  que se hr probado  que  inducen 

proliferacidn  de  uni6n  estrecha  tenemos:  la  vitamina A e n  

epitelio  escamoso  de  pata  de  embridn  de pollo (EIias & Friend, 

1976); el tetracloruro de carbono  (Robeneck et al, 1979) y la 

N-nitrosomorfolona  (Robeneck,  1980)  en  hígado  de  rata; la i 
1 

progesterona y el  oestrogen0  en  &ter0  de  rata  (Murphy et a l ,  

1980) y ,  el  AMPcicIico  en  vesicula  biliar  de V e c t u r u s  (Duffcy 

et al,  1981). 

El efecto d e  mol6cuIas  prot4)icas  catidnicae  sobre l a  

morfología y permeabllidad  glomerulrr,  ha  sido  bastante L 

j 

estudiado  en  animales  experi~mantalae. El sulfato  de  protamina ' I  

y la poliIisina  inducen  en e l  riiron de  rata, la Lormaci6n d e  

. . . 

I .' 
. .  

uniones  estrechas  entre l a s  membranas  basales  glomerulares y +!' 



entre los podocitos.  (Sailer et r l ,  1975;  Kerjaschki,  1978). 

La  protamina  produce  en la vesícula  biliar  do  Necturus  un 

r a p i d 0  y reversible  aumento  en  su  rosistoncia  transepitcfirl. 

Tambien  genera un incremento  significativo en la profundidad  de 

la unidn  estrecha  (Bentxal et a l ,  1978).  Estos  resultados ' .  

sugieren  que l a  neutralizncfbn  de c a r g a s  fijas negativas  en las; 
. .  

En c4lulas MDCK , el promotor  tumoral , 

1 3 - a c e t a t o - 1 2 - t e t r r d o c a n o l l f o r b o l  ( T P A )  produco  un  pronunciado .''I 

aumento  en  Ia  permeabilidad  tranrepitelial.  Morfologicamente 

se  observan  alteraciones  celulares  tales como apertura  de la 

uni6n  estrecha,  perdida  de  microvellosidades y formaci6n  de 

numero5os  procesos  celulares  que  contienen  restos de 

citoesqueleto.  (Ojakian, 1 9 8 1 ) .  

. . ~ ~ ~  

, .  I 

2 . 4 . 3 . 2  lilttracioner  gxaerimentrleq  generadas B~E, distintos 

tratamientos. 
, .  

a )  Choque  osm4tica.- Con este tratamiento BO h a n   o b t enido 4 

resultados  discordant08  entra s í .  P o r  ejemplo,  en  vejiga , 

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

choque  osmdtlco  rompa I n  estructura do la unidn astrach.. ., 

Martinez-Palomo y E r I i j   ( 1 975)  obtuvieron  una  dlsmfnucibn  en l a  

resistencia  transopitelial a posar  de  que a diforoncia  de  Wade * 

y Karnovsky  observaron  uniones  estrechas  no  alteradas.  En 

tdbuIo  proximal  de s a p o , ,  el  choque  osm6tico  da paro libre a l  
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lantano  (Rawiins  et  al,  1975),  mientras que en  intestino  de 

cobayo  produce  un  aumento  an l a  resistencia  tranecpitelial y un 

patrdn  mas  complejo  de  unfdn  estrecha  (Madara, 1 9 0 3 ) .  

b )  P r e s i 6 n . -  En tubulo  proximal  de  rata, 0 1  aumento  en I r  , 

presidn  intratubular  hace  qua  la  unidn  estrecha  se  abra  (Bulger 

et a l ,  1974). A I  ligar el; duct0  biliar, l o a  hapatocitoti de 

c o b a y o  (Mutoh,  1981) y d a  tata (Easter et a l ,  1983)  sufren  un 

queda  claro  que l a  presibn e s  un  factor  que  rompe el epitelio 

destruyendo  Ias  uniones  estrechas. 

c)  Lesidn  mecanica.-  En  vesícula  biliar  de  Necturus al remever 

c6luIas aisladas del  epitelio, las cielulas  vecina5  migran y 

cubren l a  herida. Las  uniones  estrechas  entre  estas  c&luIas  se 

forman a los 15  minutos  de  haber  entrado  en  contacto  (Hudspeth, 

1975;  Hudspeth,  1982).  En  traquea  de  rata al producirse  una 

herida, las uniones eatrechas  aparecen 6 horas  despues  de  que 

las  celulas  se  contactan  en Ia zona dafiada (Marin et al, 1 9 7 9 ) . .  S ,  

El hecho  de q u e  tanto an NIcturur como an  traquar  de.  rata se ' 

formen  en  tan  corto  tiempo  nuevas union.. estrechas,  suglere l a  ' .  

existencia  de  una  poza de componentes  de l a  unf6n. , A l  respecto 

sería  interesante  probar si inhibidores  de la sintesi5  de ' 

proteína  tales  como l a  cicioheximida o l a  puromicina  inhiben la 

formrcibn  de las uniones  una  ver  que las c ~ l u l a s   h a n   e n t r a d o   e n  

contacto. 

d )  Tensidn  mecanica.-  Cuando las c&Iulos  mamariaa  de  ratbn se 

siembran a baja  densidad, se aplanan y e x t i e n d e n  al m&ximo  para' . 

. formar  una  monocapa  apenar  confluente. La tansidn  centripeta I 



la uni6n  estrecha  se  orie.ntrn  perpendicularmente a Ir cara 

a p i cal.  En  cambio  cuando l a  tensibn  se  aplica a 1  g e l  que  sirve 

de  soporte  celular, las uniones  estrechas se vuelven  angoetas y 

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

mecdnica  en sí, ya  sea  inherente  al  citoeoqueIcto v impuesta a 

la c&Iula  por  una  fuerra  exbgena,  puede  desplazar  lateralmente . 

a los filamentos  de la unibn. 

e )  Temperatura.-  La  incubrcibn a 37 OC por 5 '  induce  en ' 

pr6stata  de  rata  una  prolifrracidn  masiva  de  uniones  estrechas 

(Kachar 6 Pinto d a  S i l v a ,  1981; Tadvalkar S Pinto  da  Silva, 

1 9 8 3 ) .  Estas  uniones  aparreen  en 3 lugares  atipicos: 1 )  e n  la 

membrana  basal  de  las c4lu.taar e p i t e l i a l ~ s   c o l u m n a r e s ;  2 )  e n  I s  

membrana  plasmatica d e  c t % l u I a s  epitelialee  basales  (en su 

estado  nativo  nunca  poseen  uniones  estrechas); y 3 )  entre 

partes d e  la misma c4lul&  (unibn  estrmcha  auto-c&lulat)  (Kachar 

6 R e e s e ,  1983). Apesar de! que  no se conoce el mecanismo 

responsable  de la formrcibn  de  estas  uniones  atipicas,  esto5 

resultados  indican: 1 )  Clue In formrcidn  de  unfdn  estrecha en 

las ctilulas  epitelirles  no  requiere  necesariamente  de l a  

I 

! 

~ 

i 
I 

participaci6n  de  dos  c4lulas,  ya que esta  puede  presentarse . 

entre  elementos  de l a  misma c4lula y ,  2 )  quo  aun  en ctklulas 

altamente  polarirrdas,  la  formacibn d e  uni6n  estrecha  no se 

limita a sitios  específicos de l a  membrana plasmatic.. 

i 

~ 

I 



2.3 Deuradacidn da las gn&r,e& estrechas 
' 3 '  ! 

ocasiones el efecto  de  quelantes  de  calcio (EGTA y EDTA) sobre 

la integridad  estructuFa1 y funcional  de  la  unidn  estrecha. ' 

Recientemente  se  ha  visto  por  microscopia  de  barrido l o a  

1 .  

I 

e v e n t o s  c e l u l a r e s  quo  conducen a la dasintegracidn  de  la  unidn 

por  falta  de  calcio  (Pitelka et a l ,  1983):  a)  Aparici6n  de  una 

fuerza  centrípeta  en  el  citoplasma b )  Esta  fuerza  tenza y 

desplaza  perpendicularmente a los filamentos dm 1 4  unidn c.) L o s  

filamentos  se  fragmentan d )  La  retraccidn  celular  genera 
I 

delgados  filopodios.  Estos  en  su  porcidn  distal  llevan ' 

fragmentos  de  unidn  que  unen  puntuaImente a las cdIulas  entre 

si, y e )  Se  endocitan los .fragmentos  de  unidn  estrecha.  En 

cuanto a la tripsina, s e  ha visto  que  degrada a la  uni6n  de d o s  

m a n e r a s :  1 )  rompe l o s  filamentos  hasta  convertirlos  en  PIM y ,  

2 )  endocita 1 0 s  fragmentos  de  unidn  (TaLrnon d Ben  Shaul,  1979). . 

E1 efecto  proteolítico  da  la  tripsina  sobre la uni6n, se '. 

corrobora p o r  o 1  hacha  da  gum c4luIas reclmn  triprintzadas 

necesitan  de  sintesis  de  protaina  para  ensamblar S U S  uniones 

estrechas  (Talmon 6 Ben Shawl, 1979; Criepp  et  al,  1983). ii 
Sin embargo,  en  c6.lulas MDCK, se  ha  visto  (Ccreilido, 

comunicacidn  personal),  que  al  tratar Ias monocapas  con 1 
tripsina  (sin EDTA) ,  estas se levantan y enrollan como tapetes I 
celulares.  De  tal  manera  que el mfecto d e  l a  tripclinr  parece 

ser  sobre l a  adhesidn  a1  sustrato y no s o b r e   l a s . u n i o n e s   e n  si."': 

' , ' ,  1 

,:. 1 
I' i 
1 
1 

< 

1 .  
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En ctiiulas  cancerosas c:.-' c o l o n  (Polak Carcon Ben ' 

S h a u l ,  1 9 7 9 )  y d e  o v i i r i o  (Risingor d Larssm, 1 9 8 1 ,  1 9 8 3 1 ,  I r  

degradacidon  epfteiiri dm uniones estrechas sigue l o s  mismos 
- ..~. 

p a s o s  que  el tratamiento con tripsin.. 

. I "  . .. . 
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- 1 1 1  FOCALIZACION DEL FROELEMA Y. QBJETIVOS N TESIS 

A lo largo  de lor capftulos  anteriores,  se  ha  mencionado 

que  las  membranas  epiteliales  se  caracterizan  por  su  capacidad 

de  intercambiar  nutrientrs y electrolitos  entre  el  medio 

externo y el interno.  Esta  capacidad  tiene  en  primer  lugar  una 

base  estructura1 en la  presencia  de las uniones  estrechas  que, 

como y a  se ha  mencionado,  forman  un  cinturdn  que  rodea a Xas 

celulas y confiere  a1  epitelio  su  papel  de  verdadera  barrera a 

la difusibn.  En  segundo  lugar,  tiene  una  base  molecular  en la 

distribucion  asimetrica  de  enrimas y sistemas  de  transporte 

entre los dos  dominios das Ir membrana  de 14 cdlula  epitelirl: 
1 
i 

el  apical  que  se  relaciona  con el medio  externo, y el 

basolateral  bañado  por e: liquido  intersticial y ,  p o r  

consiguiente,  sujeto a regulacidn  por  hormonas y otros  factores 

ser  icos. 

Como s e  menciona  en el Capítulo 1 1 ,  hay  preguntas  que, 

no  obstante  ser  fundamentales  permanecen  en  pie.  La  primera  es , _  

porqua,  cuindo y cdmo  se  establecen  las  uniones  estrechas. 

Hasta  ahora  se  sabe  que es necesario  el  contacto  ctSlula-c~lula 

para  su  formacibn,  que el calcio participa  en  su  integraci6n y 

que a l  trip0inar  un  epitrIio las uniones  desaparecen.  Sin 

embargo  no  se  conoce  el  mecanismo  de  ensamblaje  de l o s  

~- 

, '  I 
filamentos  de la union  estrecha,  se  desconoce si provienen d e  ' , 

PIM y si, de  ser  así,  estas 6 8  desenmascaran  rrcien  'cuando  se 
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las  necesita  para  unirse  Iongitudinalmente, si los componentes ',' 

s e   s i n t e t i z a n   d e   n o v o l  o si simplemente  se  alinean y fusionan. 

La  segunda  pregunta  que  no  ha  sido  respondida  es  que 

relacidn  guarda Ia  ertruc:tura  de  la  unidn  eatrecha  con la 

regulacidn  de  la  resistencia  transepitelial. Como se  menciona 

en el  Capítulo 1 1 ,  existen  diversas  situaciones  fieiolbgicas, 

patoldgicas y experimentales  en  las  cuales a mayor  numero  de 

filamentos y profundidad  de la unidn  estrecha  corresponde  una 

resistencia  transepitelial was alta. Sin embargo  tambien  se 

. _  

sabe  que  hay  ocasiones  en  las  que  esta  relacion  no  se  cumple. 

Parte  de  este  dilema s e  ha  originado  del  hecho  de  que 

generalmente  se  comparan  diferentes  tipos  de  rpitelios y 

provinientcs d e  distintas .species animalea.  Por  tanto e s  

conveniente  estudiar  que  sucede  con  esta  relacibn  cuando se 

trabaja  con  un  mismo  tipo  celular  sometido a diferentes 

condiciones  en  las  que  se  consiga  variar  experimentalmente la 

estructura,  la  funcidn o ambaa. 

La  tercer  pregunt,a que se  plantea  se  refiere a l a  

naturaleza  química  de la unidn  estrecha.  En e l  Capítulo I 1  se , 

menciona  que  para el establecimiento  ulterior  de lar uniones e's 

necesaria la síntesis  de  proteinas  durante . las  primeras  horas 

de  sembrada  una  monocapa. l:n dicho  Capítulo  tambien se  comenta 

que lorn trabajos d a  Pinto  da Bilvr, Kachar y R e e a e  muglaran  que 

los filamentos  de la unidn  non  en  realidad  lipidor  organizados 

en  micelas  cilíndricas  del 'tipo que,  en  crfstalografía  de  rayos . a .  

* .  

* 1 

X, aparece como una  fase  hexagonal X I .  F inalment8  se  tiene el . ' I 

modelo  Iipoprot6ico  de  unidn  estrecha,  en  e1  que 1 0 s  lipidos 
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. .  

integran a los filamentos de  la uni6n y las prqtqjnas 

contituyen  punt0.s  de  anclrja  con el citoesqueIoto.  Pop  qtro 

lado,  si  el  ensamblaje  de la unidn  estrecha  se  realira  por 

fusidn  sucesiva  de  PIM,  entonces  resulta  factible  que  la  unibn 

s e a  protCica y a  que  como  aparece en 0 1  Capítulo 1 1 ,  s e  h a  

demostrado la naturaleza  protbica  de  algunas  PIM.  Sin  embargo 

tambien  se  ha  visto  que los Iípidos  pueden  formar  micelas 

invertidas  que  vistas  por  crío-fractura  son  indistinguiblts  de 

las  PIM.  Mientras  no se tenga  una  preparacibn  de  unidn 

estrecha  en la que  sea  factible  el  analisis  bioquímico, l a 5  

evidencias a favor o en  contra  de  una u ctra  po0tura tieran 

indirectas,  pero  de  cualquier  forma  contribuiran a esclarecer 

la  situaci4n. 

Por  QItimo  cabe  preguntarse  que  relaci6n  guarda la 

formaci6n  de  Ia  unidn  osQrecha.con  el  establacimiento  de l a  

polaridad  celular. Pisam y Ripoche ( 1 9 7 6 ) ,  observaron  que 

cuando las c4lulae  epitulfaliks  de  vejiga  de  mapo  se  disocian 

mediante la quelacidn  dol (:a2+ (en  esta  condicidn las c4lulas 

pierden  sus  uniones  estrachas) l o s  marcadores  apicales  se 

distribuyen  sobre  toda l a s  superficie  celular. A s i  mismo,  las 

enzima6  apicqlesr  leucina  arainopeptidasa y foefrtara  alcalina  se 

encuentran  sobre  toda l a  s uperficie  apical  de  calulas 

disociadas  de  intestino d e  ratdn  (Ziomek et al 1 9 8 0 ) .  Por  otro 

I & d o ,  corno s u  v i o  o n  rl C a p i t u l o  1 1 ,  I r  r d i c t b n  d o  ECTA an 

c6lulas  epiteliales  produco  una  fragmentacidn  progresiva  de 1 0 9  

filamentos  de  la  uni4n  estrecha que a su  vex  conduce a una 

perdida  en  Ia  distribuci6n  polarizada  de  las  PIM  entre  las 

. .  

. . I  .. . I  
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membranas  apical y basolaterrl.  Con e 1  fin de  estudiar 1 8  ' 

r a l r c i b n  e n t r a  onldon estrocha,  adhamlbn a a u m t r a t o  y p o l a r i d a d  

apitclfal,  Rodriguez  Eoulan ( 1 9 8 3 )  estudi6 la qemacibn  de l o s  

virus VSV e influenza  (geman  por  superficies  opuestas  en  las ,' 

monoapas  confluentes)  en  c6lulas  MDCK  disociadas.  sus 

experimentos  mostraron  que: 1 )  En  cCIulas  MDCK  en  suspensidn . 

l a  gemacidn  viral  se  realiza  por  toda la superficie  celular  es 

decir,  con  uná  perdida  total  de Ir polaridad. 2 )  En cClulas 

aisladas  adheridas a u n   s u s trato, los v i r u s  geman  con la 

poIaridad  correcta  (el  virue  de  influenra  por Ia superficie 

Iibre  mientras  que 1 0 9  virus VSV por el 4area  adherida a 1  

sustrato). 3 )  En  grumos  de  c&lulas en suspensi6n,  sin 

interaccidn  con el  sustrato, los virus geman  polariradamente, 

debido  probablemente a que  unas  cblulas  hacen  de  sustrato a las ' 

otras 

Queda  asíi  claro la importancia d e  I P  interacci6n d e  la . 

cblula con el  sustrato o con  otras  c4Iulas  (que  se  hacen , ' 

mutuamente  de  sustrato).  para el establecimiento  de  la  polaridad . ' I  

celular. 

." ., "_ - .. 

n 



3 . 2  l í n e a s   c e l u l a r e s :   v e n t a j a %   S o b r e   ~ i t e l i o s  

naturales 

Para  realizar  esta  Investigacibn  se  podria  trabajar  con 

epitelios  naturales  adultos.  Sin  embargo  es  dificil  estudiar 

en  ello5 l o s  procesos tie formacibn  de  unidn  estrecha y 

polarizaci6n  celular pusrrto que ya los tienen  establecidos 

Una  -posibilidad  podria  ser,  en  principio,  estudiar  tejidos 

ambrlonarios,  paro la cantidad d e  m4tarial  que  estos  brindan  es 

Estas  son: 1 )  Se trata tie u n  s o l o  tipo  de  c¿lulas,  sin 

gldnduIas, vasos  ni  filtrtes  nervios,os. 2 )  T o d a s  las c&lulas 

tienen la m i s m a   e dad. 3 )  !Se las puede  sincronirar  para  que , 

esten  en la mimma f r s .  del  ciclo c e l u l a r .  4 )  No h a y  que 

extirparlas,  disecarlas y montarlas  como P los epitelios ' . I  

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

.experimento  premortem,  sino  que las c8lulas  cultivadas  nacen y 

L. 

. .  

crecen  naturalmente in vitro. 5 )  El medio  puede  ser  totalmente , 

conocido. 6 )  Se  tiene  acceso  experimental a todas y cada  una ll r i' 
d e  las fases  que  nos  interesan,  desde el momento  en  que  se las 

siembra,  hasta  que  sintetizan y ensamblan  las  uniones  oclusoras 

y se  polarizan  en apical y basolaterrl. 7 )  S e  las puede 

" i i  

3 

I 

clonar,  hacer  estudios  gen¿ticos  transformarlas  etc. 8 )  : i 

Creciandolas  en  botellas  roladoras se lar  puede  obtener en 

grandes  cantidadas, lo que  facilita  su analiris bioqutmico 

. . . 
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La  línea  celular MOCK c o n  la que  se  trabaja  en  esta 

tesis,  deriva  del  riñon  de  un  perro  Cocker  Spaniel  adulto y 

a p a r e n t e m ente  normal. E1 cultive  primario fue  h e c h o   e n  1 3 5 8  

por  Madin y Darby (1979). 'El numero  modal  cromosomico  de  esta 

línea  celuiar  parece  esta  relacionado  con  su  tiempo  de 

permanencia  en  cultivo. A s i  las MDCK que  se  obtienen  de la 

American T y p e  Culture  Collection  (pasaje S O ) ,  tienen 7 9  

cromosomas p o r  lo que  su  cariotipo  se  asemeja  al  canino  norma1 

(2n=78) c o n  UTI autosoma  metacentric0  adicional.  En  cambio  las 

MDCK del N I H  (National  Institute o f  Health  de l o s  Estados 

Unidos) q u e  estuvieron  por S a ñ o s  en  cultivo  continuo  presentan 

87 cromosomas  (Gausch  et a l ,  1966). 

L a s  c 4 l u l a s  MDCK an  cuItivo  son  citologIcamente 

malignas;  su5  n6cIeos ron grandes  con  nucleolos  mbltiples y 

presentan  con  frecuencia  figuras  mitoticas  anormales. L a  

oncogenicidad  de  esta  liinea  celular se probd & vivo al 

inocularlas  en et1 embridn d e  p o l l o  p o r  vir intravenosa y 

topicamente  en la membrana  corioalantoidea. En el primer  caso 

a l a  semana se  encontraron f o c o s  d e  adenocarcinoma  metastasico 

e n  el c e r e b r o ,  y en el s e g u n d o  aparecieron  placas  de  c~~&lulas 

MDCK en  el  epitelio  coridnica  del  embridn  de p o l l o  ( L e i g h t o n  et 

a l ,  1 9 6 9 ,  1 9 7 0 ) .  
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Estudios  morfoldgicoe y biaquímicor  sugieren  que l a s  

c&lulas MDCK derivan  de los tbbulos  contorneado  distal  (Rindler _ '  

et a l ,  1 9 7 7 , 1 9 7 9 )  y colector:  (Valentich,  1981).  Sin  embargo, 
, " 

Herzlinger y colaboradores  (1982),  observaron  que  las  celulas 

MDCK expresan  antígenos  de  superficie  correspondientes a la 

porcidn  ascendente  gruer4 del a s a   d e '   H a n l e  y a l  tbbulo 

contorneado  distal.  Este  posible  origen  mdltiple  de  las 

c4Iulas MDCK 5 e  evidencia,  tambibn  en  el  hecho  de  que la 

captaciorl  de  Na+  en  ellas es inhibible  tanto  por  amilorida ( l o  

que  las  asemeja  al tdtbulo contorneado  distal),  como p o r  los . 

diureticos  furosemida y bumetumida  que  actuan  fundammntalmentt , +  I 

sobre  el  asa  de  Henle  (Rindler  et  al,  1979,1982; Mc Roberts et 

i 

al,  1982). El. origen  diverso  de l a s  c C l u l a s  MDCK puede tal  vez 

e x p l i c a r  l a  heterogeneidad  encontrada  tanto  en la formact6n  de 

ampolla5  (Lever,  1979)  como  en la magnitud  de .la resistencia . 1 
transepitelial  de  las  monocapas  (Simmons,  1981). 

Cuando  la5  c4lulas MDCK se  siembran  sobre  un  soporte 

impermeable  (vidrio o pldstico),  forman  monocapas  polarizadas 

c o n  numerosas  ampollas o domos multicelulares. L a  polarizacidn 

celular  se  manifiesta: 

a)  Morfologicamente,  por  la  presencia  de  microvellosidades  en 

la cara  apical,  de  uniones  astrechas  en  Ia  porcidn  anterior  de 

la cara  lateral y de  interdiyitaciones  en la membrana  lateral 

de las . c4lulas  vecinas  (Kaiho,  1977;  Leighton  et a l ,  . 

1969,1970). 

" 

. L  ' .  
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b )  Bloquimicamenta, p o r  la localizacibn  asim4trica  da  rnzlmaa 

aminopeptidasa  que  se  encuentran  en  las  caras  lateral y apical 

respectivamente  (Louvard, 1 9 8 0 ) .  c )  Funcionalmanta,  por a 1  

transporte  vectorial  de a g u a  y e l e c t r o l t t o ~   ( M l S C e l d t   e t  al, 

1976; Cereiiido et al, 1978a y b )  asi como por I &  gemacibn 

asimdtrica  de  virus  (Rodriguez  Boulan & Sabatini, 1978). 

En  cuanto a las  ampollas,  Bstas  se  forman  por el 

transporte  de Na’ que  provoca  secundariamante la acumulaci6n  de ..:: 

agua  entre la monocapa y e 1  soporte  impermeable  sobre  el  que 

crece.  Las  ampollas 5on estructuras  temporales,  que 

desaparecen  cuando  la  presion  del  fluido  acumulado  excede la 

resistencia  de  las  uniones  entre  las  celulas  que l a s  forman. 

Cuando Ias c4elulas MDCK se siembran  8obro  un  soporte 

perm@-able y translucido  como los discos  de  nylon  recubiertos 

por  col&geno,  se  forma  una  monocapa  que  crece a manera  de  tapiz 

liso, y no  se  forman  ampollas  ya  que  el  agua  puede  escapar. 

Las c4luIas  asi  cultivadas  forman  uniones  estrechas  entre sí y 

se  polarizan  estructural y funcionalmente.  Ademas  pueden ’ * ,  I 

montarse a manera  de  diafragma  entre  dos  camaras.  de  lucita y 1 

exhibir  varias  de  las  propiedades  de los tpittlios . 

transportadores  naturales  (Cereijido  et  al, 197,Sb). 

. , :  I 

i 
La  resistencia  elbctrica  se  desarrolla a p a r t i r  d e  l a  4a 

a 6a  hora  de  sembrada I A  m onocapa y llega a las 24 hre a un ’ , 

valor  de  aproximadamente 80-200 ohms.cm2*  La  dil8renci.a  de 

potencia1  espontaneo o s  munor de 1 mV (cara a p i c a l  positiva). ’ 

La  conductividad  de la unidn  estrecha  varía  notablemente a Io . , ’  

. .. ~ 

* o  . 

. r  
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largo  de1  Perímetro  CeIUIar,  presentandose  t+nto  Oraas  de  r1ta 

como  de muy baja  resistencia.  Esta  heterogeneidad  concuerda 
1 
1 

con  las  r6plica5  de  crio-fractura,  donde el n h e r o  de 

I 

filamentos  de la unidn pucrd(e variar  abruptamente  de 1 a 10. 

Sin  embargo,  ya  que  parr  medir  conductividad y observar el 
I 
I 

ndmero  de  fiIamentos  de la unidn  estrecha,  se  emplean  tCcnicas I 

muy  distintas, y e n   c o n s e cuencia se usan  distintas  monocapas, 

no se puede  afirmar  an rigor que l a 5  areas  de a l t a  

conductividad  correspondan  precisamente a las  zonas  con  pocas 
i 
I 

filamentos y viceversa. I 
Las  uniones  estrechas  de  las cClulas MDCK s o n  

impermeables a l o s  trazadores  mrcromolecularer do microscopia 1 
electr6nica  como la Iactoperoxldasa y e1  rojo  de  rutenlo; S U  

discriminacidn  Na+/CI- es de 9 a I ,  y l a   s e l e c t i v i d a d   c ~ t i d n i c a  

concuefda  con Ia serie V I  de  Eisenman  (ver  Capitulo I ) .  E1 

sellado  de la uni4n  estrecha y su estabilidad  dependen  de la 

presencia  de C a z +  en el medio  extracelular. Como se menciona 



3 . 4  Objetivos 

Con  base  en  las  ventajas  de l a s  líneas  celulares y e n  

especial  de la línea  MDCK, y en  funcidn  de Las preguntas  que  se 

plantean  al  principio  de  este  capítulo se proponen p a r a  el 

presente  estudio los siguientes  objetivos: 

1 )  Estudiar  el  mecanismo  de  ensamblaje  de l o s  filamentos  de la 

uni6n  estrecha  en  las  cCIula,s  MDCK. 

Para  esto  se  ha  diseQiado  un  experimento  en el c u a l  las 

c4lulas  5e  siembran a conffuencia  en  botellas  de  cultivo  con I 

medio  con  Caz+.  Una  vez que Ias  c4lulas  de  adhieren  al 

sustrato ( 1  hr)  se  les  cambia el medio  por  uno s i n  Ca2+  en  el 

que  permanecen  por 20 hre.  Esto  tiene  por objeto qua las 

c4lulas  se  expandan e interdigiten  entre si hasta  formar  una 

monocapa  completa.  Sin  embargo,  debido a la  falta  de  Caz+,  Ias 

caulas  no  se  abrochan  entre sí con  uniones  estrechas.  Por 

tanto,ei  en  este  momento se  affade el  Cas  posible  estudiar 

mediante  replicas  de  crío-fractura  el  proceso  de  ensamblaje  de 

la  unidn  estrecha. 

2 )  Analizar la relaci6n  entre la estructura  de  la  unidn 

estrecha y la ramistencia  transepitelial. 

Se  sigue e l  mismo  protocolo  del inciso anterior, solo 

la  unidn  estrecha  con su correspondiente  resistencia  elactrica ' 

transepitelial y permeabilidad a rojo d e  rutenio. 

,.! 

? 



I 
I 
I 

I 
Para  estudiar  si  la  relacidn  estructuralfunci6n  puede 

aIterarse  experimentalmente s e  analiaa  e1  efecto  de Is  I 

I 

temperatura  5obre  estos dos: parametros  de Ias monocapas  de I 

c41ulas MDCK. Existen  ademas  otros  motivos  para  elegir a la 

temperatura  como  instrumento  de  este  anilisis:  la  controversia , I 

actual  sobre la naturaleza  química d e  la uni6n estrecha.  Esto I 
I 

ultimo  se  plantea  en  el  siguiente  objetivo. 

1 
i 

I 
I 

L 

3 )  Estudiar  si en las  c8lulas MDCK la unibn  estrecha se 

comporta  como  si  su  composictbn  quimica  fuese  fundamentalmente 

lipídica. 

Como y a  hemos  mencionado,  aunque  para  el  establecimiento 

de  las  uniones  estrechas  durante las primeras hora. de  membrada 

una  monocapa e5 necesaria la sintesis  prot6ica,  esto no 

necesariamente  implica  que Ias uniones  en  si  esten  constituidas 

p o r  proteinas.  Como  vimos  hay  estudios  que  sugieren  que  loa 

filamentos d e  la uniod  estan  formados  por Ifpidorr organizados . 

en  fase  hexagonaI 1 1 .  Estas  fases  líquido-cristalinas y a  sea 

formadas  por  mezclas  de  lipidos  puros  (Verkleij et a l ,  1980; 

V a n   Venetie 6 Verkleij, 1 9 8 1 )  o IípIdos  extraidos  de  sistemas 

biol4gicos  (Luxzati & Husson, 1 9 6 2 )  son  extremadamente 

sensibles a la temperaura, p o r  tanto e s  de esperarse que  si I o 5  ' -  

filamentos  de  la  unidn  estrecha  son  en  realidad  micelas 

cilíndricas  lipídicas,  rufririn  alteraciones  morfoldgicas 

drasticas  cuando la temperatura  cambie  por  varias  dicadas (3 a .:I 

I 

: I  1: 
;! 
:I r 
1 
i 
I 

3 7  OC). 
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4 )  Observar  que  relacidn  gv.ardrc  entre st la formacibn  de l a  

unidn  estrecha y la polaridad  celular. 

Primero  5e  analiza  el  estado  de  la  polaridad  celular 

cuando  las  c&lulas  estan  adheridas al s u a t r a t o e interdigitadas 

unas  con  otras  pero  sin  uniones  estrechas  entre s í  debido a l a  

falta  de C a z + .  A l  añadir a s t e  cati6n  se  sigue la  cinhtica  de 

formacibn d e  unldn  estrecha y S U  reIaci6n con 1. polaridad 

celular'.  Finalmente  en  el  experimento  de la temperatura  se 

estudia si esta  afecta  de  manera  alguna l a  distribuci6n 

poIarizada  de P I M .  



IV fiATERT A L  METODOg 

4.1 Cultivo  celular  masivo 

Se  utilizan  c&lulas MDCK (Madin  Darby  Canine  Kidney) 

entre los pasajes 6 0  y 90.  Las  c4luIas  iniciadoras  del  cultivo 

fueron  obtenidas  de  la  American  Type  Tissue  Collection. 

Las  c4lulae se cultivan a 35.96 O C  en boteIlas  de 

plastic0  deshechables  de 150 Cm2 de  area  (Costar  3150, 

Cambridge,  Mass.),  en  una  atmorfera  compuesta  por  95%  de  aire y 

5% de  que  mantiene e1 p H  a 7.4 (Incubadora V I P  CQ2 4 1 7 ,  Lab 

Line  Instruments  Inc.,  New  Brunswick, N.Y.). Cada  botella 

contiene 20 m1 de medio  escancia1  mfnima  de  Dulbecco (DMEM) c o n  

sales  de  Earle  (Grand  Island  Biological Co. (GIBCO) 430-1600, 

Grand  IsIand N . Y . ) ,  2 4 U l l m l  de  penicili.nr, 24 ugrlml  de 

estreptomicina  (CIBCO 600-5145), 0 . 8  Ulml d e  insulin. ( L i I I y )  y 

10% de  suero  de  ternera (CIWCQ 200-6170). Este  medio  completo 

se  denomina  CDMEM. 

Las  c4IuIas  se  adhieran a l  piso  de Ir botella y forman 

una  monocapa  confluente. El. medio d m  c u l t i v o . s e   c a m b i a   c a d a  2 

a 3 dias.  La5  c4lulas  se  levantan del'  piso  de  la  botella  de 
* 

cultivo  mediante  un  tratamiento  con  tripsina-EDTA  (CIBCO 

610-5305). La  suspensidn d e  e d l u l a s  así obtenida s a  centrifuga 

durante 2 min a S O 0  RPM. El sobrenadante so descarta y la 

pastilla se resuspende  en CDMEM. Esta  suspensi6n  celular s e  

J 

u l i 1 I r ' r  t a n t o  p a r a  r a m b r a r  lorn dlrcom da n y l o n  ( v e r  m a s  

a d a l a n t e )  como p a r r  crecor monacapar en botellar d e  cultivo. 

, . ..,_̂____~.I""""."_ 



4.2  Cultivo de monocaPas con fines  gxnerimrntales 

4.2.1  Sobre  discos de nvlon  decubiertos  so14aeno 

I 

4 . 2 . 1 . 1   P r e ~ a r a c i d n  del coIIaeno 

Se  disecan  sobre  hielo 20 colas  de  rata y s e   d e s p r enden 

l o s  tendones  Iongitudinales  que  aparecen  como  hilos  blancos 

brillantes.  DespuCs  de  cortarlos  en  pequeños  pedazos  se  ponen 

en 500 m1 de  acid0  acetic0  frío  al 2%. Se  mantienen  en 

agitacidn y 4 O C  por  una  hr. El sobrenadante  se  dializa 

extensivamente  contra  agua  destilada a  4 O C .  

4.2.1.2  Prenaracibn de discos a nvlon 
Con  un  sacabocados se cortan  discos  de  nylon’ (HC-103 

Nitex,  Tetko  Inc.,  Elmsford, N.Y.) d e  1.3 cm  de  didmetro.  Se 

limpian p o r  sonicacidn  en  acetona  durante 15 m i n  y se ponen a 

4 . 2 . 1 . 3   R e c u b r i m i e n t o  a discos  nvlon  con  colAaeno 

L o s  discos s e  rmcubren  con  coligmno y 8m mnponrn  a 

temperatura  ambiente a 1 0 6  v a p o r e s  d. hidrdxido  de  amonio  por 2 

min.  Se  esterilizan  en  atan01  al 70% por 2 4  hr8.  Para 

. .  



eliminar el alchohol O B  lavan 3 veces con  amortiguador s a l t n o  

d e   f o s f r t o s   d e   D u I b e c c o  ( P B B ,  CIBCO 450-1300) esterll.  Antes 

de  emplearse se Lavan  una  vez c o n  CDMEM. 

4 . 2 . 1 . 4  S i e m b r ~   c 4 l u l a s   s o b r e   d i s c o s   n v l o n  m ~ o l i a e n o  

L O 5  discos  se  colocan e'n una  multicdmara  Linbro  de 2 4  

pozos ( F l o w  Laboratories  Inc., Mc Lean, V i r . ) ,  y s o b r e  e l l o s  s e  

siembran  las  c&luIas a confluencia ( l o 6  celulaslml,  lmllpozo). 

Despues  de 60 min  de  ineubacibn a 35.6 O C  en  atm6sfera  de a i r e  

I 

Y 5% de eo2 con  humedad  constante, l o s  discas se t r a n s f i e r e n  a 
S 

p o z o s  con  medio  fresco  con el fin de  eliminar a aquellas b 

c&lulas  que  no  se  adhieren a l  disco. P a r a  los experimentos  de 

temperatura e1 medio  fresco que se  utiliza  es CDMEM, m i e n t r a s  

que  para l o s  experimentos  de  ensamblaje  de la uni6n  estrecha s e  c 
1) 

usa el medio  escencial  mfnimo sin C a z  (MEM s l n  C a z + ,  C I B C O  
_ .  

; 
4 1 0 - 1 3 0 0 ) .  

4 . 2 . 2  Cultivo  celular  sobre de Potri 

Se  siembran 2 m1 de  suspension  celular  por c a j a  de  petri 

2 de area  cultivable ( L U X  5221, M i l e s  de  pldstico  de 8 c m  

Laboratories,  Naperville, 1 1 ) .  



P A C E  7 9  

4 . 2 , ~ 3 -  Cultivo  celular en botella s i L % Q u & L . m L  

Se siembran 10 m1 do  suspension  csIular  por  bntella 

Falcon d e  75 cm d e  Area'de  cultivo  (Falcon 3024, Oxnard, 

C a l .  ) 

4 . 3  Mediciones  el6ctricaZ 

,Los diacos  se  colocan a manera  de  diafragma  entre  dos 

camaras  de  Iucita  con  un  volumen  cada  una  de 1 c m  . El & r e a  

del  disco  que  queda  expueata 6s  de 0 . 6 9  cm2+. La corriente se 

pasa a trave5  de  electrodos  de  AglAgCl  colocados a 2 cm  de la 

monocapa. L a  defIexi6n  en el voltaje  que se produce  se  mide 

con  otro  par  de  electrodos  localizados a 1 mm de la m e m b r a n a .  

3 

L a  contribucidn  del  soporte  de  colAqeno,  el  disco y e 1  

medio a la  respuesta  de  voltaje, se sustrae,  de  tal  manera  que 

todos los valores  comunicados  en  eat&  te8ls  corresponden 

exclusivamente a la respuesta  de la m o n o c a p a. 

A un  grupo  de  monocapas s e  l e s  mide  la  resistencia  en 

funcidn  de la temperatura ( da  3 a 3 7 O C ) .  Para ello se utiliza 

una  sonda  de  implrntaci4n  tisular ( Y 9 1  C-8456-00,  Cole  Palmer, 

Chicago, X I . )  que 5e introduce  directamente a la cAmara  de 

lucita y que a s u   ve2  se  conecta o un  termistor  de  lectura 

directa (YSI-C8400). Los experimentos  de  temperatura  se 

reallzan  en e1  cuarto  trio, e1 cuarto  caliente y el 

laboratorio,  con el fin de que las monocapas,  e1  medio y ir 

clmarr  se  encuentren a 1. temperatura  deseada.  Pomtorformente 

se v i 4  que  esto  no  esa  necesario, ya que la remistencia  que se 

. . , ..." *.._ ". I *.I_.^,. . . 

7 .  

L I . 



obtiene cor1 un  cambio  de  temperatura aparrcm en m e n o r  d e  2 r e g  

y por  tanto  refleja  inmediata y unicamentm la temperatura  del 

CDMEM que  se  inyecta  en  la  clmara. 

4 . 4  $ s t u d i o s   m o s f o l 6 a i g e ~  

4.4.1 Crío-fractura 

Las  replicas  de  crio-fractura  se  obtienen  de  monocapas 

sembradas  en  botellas  dm 35 cm2  de  Irea  cultivable.  Estas 

monocapas  se  fijan  con  glutarrldehido al 2.5% mn amortiguador I 

min.  Gradualmente se infiltran  con  glicerol  hasta  llegar a una 

concentracidn  final  del 20% e n  la que  permanecen  durante 1 h r .  

E n   s e g ú i d a  las monocapas  se  raspan  del  eustrato y s e   c o n g e lan . 

en  freon 2 2  enfriado a -196 o con  nitrbgmno  liquido. La 

crio-fractura se realiza  con  un  aparato  Balrers 300 (FL 9496, 

Balxers  Leichenstein)  equipado con una  bomba  turbomolecular a 

- 1 2 0  OC y un  vacio d m  2 X mm H g .  Despumr  de 'la 

evrpcrracidn  del  platino y e1  carbbn, las rdplicai  se  lavan  en 
L 

hipoclorito  de  sodio  por  24  hrs.  Finalmente se e n j u a g a n   c o n  

agua  dertilada y se rmcojen  en  rejillar  cubimrtar  con  Formvar. 
. t  

La obmcrvrcidn  de lam r4plicam me hac.  en  un  mlcromcoplo 

electrdnico  Zeiss EM 10  (Zmiss, Obarkochmn,  Cormany). 
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I 

Las  monocapas  sembradas  en c a j a s  de  petri  de 8 orpz d e  , ! 

a r c a  de  fijan  con  qlutrrrldhhido al 2.5% en  amortiguador d e  1 

c a codilato  de  sodio 0.1 M .  Dcspues  d e  3 lavados  con el 

I 

al 1% e n  la solucidn  amortiguadora  con  rojo d e  rutanio ( 0 . 5  

mg  /m! ) . Paso  seguido  se  deshidratan  an s e r i e s  graduales  de. 

etanol y se  embeben  en  Epon 812. L o s  cortes  finos s t  h a c e n   c o n  

navaja  de  diamante y se recogen  en  rejillas  recubiertas  con 

F o r m v a r .  Las m u e s t r a s  se tiFien con  citrato  de  plomo y acetato 

de  uraniIo. S e  examinan wn un  microscopio  eIectr6nfco  Zcios E M  

10. 1 

4 . 4 . 3  Cuantlficacibn a r . L t a d o g   m o r f o m 4 t r i c o g  

4.4.3.1 Cuantificaci6q gP potfornetria pe lil. ynidn estrecha , .  

A fotografias  de l a s  riplicas  de  crío-fractura  ampliadas 

a 83 O 0 0  X se les  trara uno linea p a r a l e l o  al eje principal  de ; 

la  unidn y líineas  perpendiculares a esta  cad& 1 3 3  n m .   S e  

cuenta  e1  ndmero  de  filamentos que intersect.  con  cada  una  de 

estas  líneas  sacundarian y se mide la dintancia  ontre el '' 

filamento  superior y e1 inferior, Io qua se toma  como 

profundidad  do la u n i d n .   Un m610 itlamento me considera : j 
3 .  \ 

profundidad  cero. 



P A C E  a 2  

L o s  datos  obtenidos s e  procesan  con e1 programa d e  

distribucidn  normal  en  una  microcomputadora  Hewlett-Packard 

\ 

L 

4 . 4 . 3 . 2  A n a l i s i s   densidad da particulag  intramembranales 

( P I N )  

A fotografias  de  r&plfcae  da  crío-fractura  de  membrana 

plasmatica  con  un  aumento d r  110 O 0 0  X ,  se les trazan  círculos 

de 4 .  5 2  cm2  de A r e a  ( O .  O37 urn2 de  membrana)  en los que  se 

c u e n t a n   e n  nttmero de P I M .  L o s  círculos se dibujan  con el fin 

de  evitar  estructuras  tales  como  microveIIosid,ades, zonas de 

poco  contraste o regiones  donde  el  plano  de  fractura  abandona 

l a  membrana  plasmatica. L o s  resultados  se  expresan  como 

P I M / u m 2  + error  standard. 
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RESULTADOS x DISCUSION 

5 . 1  Efecto de la temneratutn  sobre  unionea  estrechas de 

II las c C I u I a r  MDCK 

( L o s  resultados  que s e  presentan  en  esta  secciCn 

aparecen  pubIicados  en  Cereijido y colaboradores,  1983 Y en * 

ConrP1ez-Mariscal y colaborndorrs). 

L a  conductancla eI4t:trlca 6 trav4m  do  monocapas d e  

c4lulas  MDCK  disminuye  significativamente  por el frio  (Fig 

5 . 1 ) .  Entre 3 OC  (5.19+0.24  mrnho.cm2) y 3 7  O C  ( 1 6 . 0 3 + 0 . 4 9 )  I a  

conductancia  cambia  en  un 3 0 6 U .  Este  efecto  de Ia temperatura 

sobre Ia permeabilidad  de  las  membranas  ha sido previamente 1 

observado  en  otra5  membranas  (Dreyer et a l ,  1976;  Fischbach & 

Las, 1978;  Jahnig  -Bramhali,  1982). 

La s o l u c i d n   de  baRo we inyecta a fa  cimara ( 1  m l )  Io mds 

rapidamente  posible por medio  de  un  par  de  jeringas ( S O  ml), I , 

p e r o  e 1  cambio  en  conductancia  es  aun mas ripido  que el par  de 

segundos  que  tarda  la  operacibn. 

! 

Si se toma  en  cuenta q u e ,  ademls do  emto  tiempo,  parte 
I 

u 

del  retrazo se debe a In  difusidn  de1  calor a trave5  de  la5 . -  

capas  no  agitadas  de Ir s o l t ~ c i d n ;  entonces  5e  ver8  que el 

< 

cambio  de  conductancia  constituye  un  fendmeno  sumamente  rapido. 

Dicho  cambio  es  adem4.a  completamente r e v e r s i b l e  (Fig 5.2). 
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f i g u r a  S .  1 

c 

OC 
40 30 2 0  I O  O 

I 1 I 

I ,  1 I . 1 

3.2 3.3 3.4  3.5 3.6 3.7 ~ 

( I / T ) x 1 0 3  

1 

F i g  S.1 d e c t o  dr Ir trqerrtarr  sobre Ir corlrctrrcir  eldctricr  de 

sobre discos de rflor rrcibiertos por cofi~rre. La corlrctrrcir se 
erlcrlr con Ir def€cri(.m rl roItrfr prrdacilr por 811 corriente  de 
I O P  u A . c ~ ~ .  La contribrridr del srpotte, Ir rolacidr y 10s electrodos 
se sortrre. Cos rrrrltrdrr sa rtptrsrr c o w  8eIir 4 error  standard. 
Cada punto es el )ro.rIio Ir S r 2fi urecrprs Irdlridurlrs. Cas 
pendientes de ¡&S dos pOrCiOw de Ir CNtl l l  COrCOS)O8d@8 1 4.0 9 3 . 2  
KeaI.801”. 

8oUOCrp@S  de cdl8IU IIBcm, 14  h t S  (0S)WS I@ S@dtidaS COSflo@leia 
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L a  grafica  de  Arrhenius  de 10s vaIotos de  conductancia 

muestra  una  discontinutdrd y -un~cimbio de  pendlonto  ontre l o s  

2 2  y 31 O C .  Este  cambio  da  pendtonte  genoralmonte se t o m a  como 

evidencia  da  tansicibn  do  faso  do  Ir  ostructura  reoponmable d e  

la permeabilidad  ibnica (Dr0y.r et aI,1976; Anderson et al, 

1977; S c h w a r z ,  1 9 7 9 ) .  

De  Ias d o s  pondiantos so  cafculr 1. energía d e  

activacidn  de Is prno&biIidad 16nIca usando I 6  siguiente 

ecuaci6n: 

\ 

* '  



I n  C = E * / R T  + In A 
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I 
1 

donde C es la  conductancia  eI4ctrica, E* la energia  de 

activacibn, R la constante  universal  de los gases, T la 
1 
I 

temperatura  absoluta y A la constante  de  Arrhenius.  La 

~ c u a c l d n  t da una energ$&  da  4ctlv&cfbn  de 4 Kcallmol  para l a  1 

rama  entre  31 y 37 O C ,  y de 3.2 p a r a  la  que se encuentra  entre I 

3 y 22 'C. E n a r gias  de  activaci6n  en  este  rango  corresponden a 

I 

I 

mecanismos  de  difusidn  que  no  involucran  procesos  de  tipo 

enzimAtico b o m b a s ,  acarreadores  etc.  (Knifkii at a l ,  1 9 8 1 ;  

Leech 6 Stanfield,  1981). Estos  resultados  concuerdan  con la 

observacidn  de  que  la translocacidn  i6nica a traves  de 

monacapas  de  eelulas MDCK procede  por  la  ruta  paracelular " 

(Cereijido  et a l ,  1980) y Ia permeabilidad a traves de esta  vía 

en los epitetios  de  alta  permeabilidad  sigue las leyes d e  la 

difusidn  simple ( B a r r y  6 Diamond,  1971;  Barry  et al 1971; 
. .  

Wright et  al  1971,  Moreno & Diamond,  1975). 

En la siguiente  seria  de  experimentos se  invcstigd  si el 

cambio  de 306% en  el  grado de p e m e a b i l i d ~ d   d e  la unidn  estrecha 

producido  por 1. t e m p e r 4 t ~ r a , ~  s e  ratleja en alteraciones  de  su I 
emtructura,  estudiada  esta e n  replicas  de  crío-fractura. 

L a s  m o n o c a p a s  se fijaron a la mis baja ( 3  O C )  y mas alta 

(37 O C )  de las temperaturas  exploradas  clectricamcnte. L.a 

unibn  siempre  exhibe  un  eje  principal  que  como y a  ha  sido 

demostrado  (Cereijido et . I ,  1978b;  Martinor-Palomo e t  a l ,  

1980)  corresponde a La  sarparaci6n  de  la  membrana  en  las 

. ., . -. . . ". ,_ J 
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r e g i o J e s  a p i c a l  y b a s o I r t e r a 1 - ( f i g  5 . 3 )  

3 

3 

7 

is 



de la unibn, y a partir  de  esto  se tr6r.n Iíneas 

perpendiculares  cada 133 nm y so cuenta a 1  numero  de  filamentos 

q u e  intersectan a dichas fincas (Fig 5.4). La  profundidad  de ‘ .  

la unidn  esta d a d a  como la distancia  antre 1 0 9  filamentos 

superior e inferior. 

1 I 4 3 3 2  4 

”. _” 
I 

~ 



1 - 3 .  t a b ~ r  5 . 1  muastra  que  estos par4metros  no s o n  

c 

a f e c t a d o s  eignificativamente  por la tamperaturr. B i n  embargo 

ya  que Ias uniones  estrechar en las monocapas  de  ,.4alulas MDCK 

tienen  un  patrdn  muy  irregular,  en  Ias f i g u r a s  5.5 y 5.6 se 

compara l a  distribucidn  de1 nrlmaro de filamentos y d e  La 
I 
I 
I 

profundidad d e  l a  uni6n a Iiis dos  temperaturas  exploradas. L a 5  

distribuciones  no  mumstran altaacionrm signlClcativa8 que? 

pudieran  explicar el c a m b i o  de 306% en la resistencia  electrica 1 

transepittlial. 

I 

v) 
w 3' 370 

NUMERO DE FILAMENTOS 
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Uniones  Estrecha5  de  tSeIuIas  MDCK  fijadas a 3 y 3 7   O C  

""""""""""-""""""""""""""""""""-~-. 

3 O C   3 7   O C  
. .  

Ndmero  de  filamentos 4 . 8  + 0 . 2   ( 1 2 9 )   5 . 2  + 0 . 2  ( 1 5 3 )  ' 

Profundidad  de la unibn 

(urn) * 0 . 2 3  + 0 . 0 2   ( 1 2 9 )   0 . 2 5  + 0 . 0 1  ( 1 5 3 )  

Densidad  de la unibn** 18 ( 1 2 9 )  

. .  

21. ( 1 5 3 )  

Conduc t anc i a 

( m m h o / c m 2 )  5 . 1 9  + 0 . 2 4  ( 2 1 )  16.03 + 0 . 4 0  ( 2 8 )  

------"--"""""-""""""~""""""""""""""" 

Los  valore5  se  expresan  como  media+error  standard,  (ndmero d e  

observaciones). 

* Distancia  entre los filamentos  superior e inferior. 

* *  Ndmcro d e  filamento#  divldido  entre  profundfdad  de la unibn. 

L 

La  constancia  en el patrbn  de la unidn  estrecha  que s e  

observa  aun  cuando @ I  grado  de  oclusibn  de la misma se  modifica 

por la t e m p e r a t u r a ,   n o   ~ u g i e r e   q u e  PIM s e  turnionen y .#adan a 

los filamentos.  gin  embargo, la densidad o la diotribucidn 

polarizada  de P I M  podría  alterarse  por  la  temperatura  por 

alguna  otra  razbn. En el siguiente  estudio s e  comparan las .. 
. 1" 

... 
replicas  de  criofractura de las caras E y P de las r e g i o n e s . ,  . .  



apical y basolateral a 3 y 3 7  OC ( € i g  5 . 7 ) .  

I 

Fig 5.7 BCplicas  de  crío-fractura de 11s caras E y P de las repiones 
apical (A) y barolateral (9) de 11 8e8braaa plrs8ltica de las c ~ l u l a s  
WOCI incubadas I fijadas a 3 y 37 'C. b t a t  l a  difetercia en densidad 
de PlH entre las distintas teqiores y caras. 

. .  
L .  

' .  

J 



P 3 

'C I I 
1 C  I 'C 

F 

I 

" *  



Con  el  fin  de  que  la  comparaci6n  sea  valida,  Ias PIM se  cuentan 

en  fotografias  magnificihdas a 110 0 0 0  x .  L o s  errores 

introducidos  por  microveIloaidades o regiones  donde el pIano  de 

fractura  abandona Ia bicapa  Iipídica,  se  minimizan  a1  contar 

Las PIM contenidas  en  círculos de 4 . 5  cm2  que  representan  un 

area  de  membrana  de 3.7 X m2 (Fig 5 . 8 ) .  
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La  figura 5 . 9  resume los resultados  obtenidos a 3 @C 

(barras  blancas) y a 37 OC (barras  oscutrs). A l a  temper.atura 

cercana a aquella  en la que las cBIulas normalmente se cultivan 

( 3 6 . 5  O C )  hay mas PIM e n  Ins caras P q u e   e n  las E, tanto  en la 

regidn  apical como e n  la hasolateral ( 8 1 1 + 1 0 9  vs 8 0 0 + 5 1  

P I M / u m z ) .   E n   l a s   c a r a s  P la densidad  de  PIM e s  m u c h o   m a y o r   e n  

la regidn  basolateral  que en la  apical ( 1 8 7 8 + 8 1  vs 1 1 5 6 + 7 4  

PI MI^^^). 
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EX trlo  produce  un  aumonto  mlgniflcatlro  en I r  densidad 

d e  P I M  on la cara E da la rorbranr apical  (p(O.OOl), y on I r  

cara P de 1 4  membran'a barnolateral  (p<O.OOl). Con b a s o  en estos 

resuItados  no es  pomlble doflnlr 8 1  o 1  cambio an  denridad se 

debe a inmercidn do PIM do una posa  pro-e8imtmnte, o a la 

formacf6n de nuevas PIM c o a 0  rbmultado  de  una  tranmiclbn d e  

f a s e  en o1 arregXo de lam ~ o l & c u l a s  ya prementom  en la membrana 
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( E j .  por  miceiizacidn  de f a  bicapa). 

Vistos  en  conjunto, f o b  resultados  presentes  indican  que 

la  resistencia  puede  incrementarse  en  un 306% sin  que  esto 

produzca  cambios  significativos  en  el  patrdn  de la unidn 

estrecha. Si l o s  filamentos  de fa unidn  ertan  constituidos  por 

micelas  cilíndricas,  estas  son  mucho  mas  estables a los cambios 

de  temperatura  que  cuafquier  otra  mesofaac lipidic. conocida 

por  nosotros.  Ademds  resisten  cambios  de  temperatura  capaces 

de  provocar  una  clara  traneicidn  de  fases  entre 2 2  y 31 O C .  

L a s   c ~ l u l a s   M D C K   o b t e n i d a 0   p o r   t r i p s i n a c i d n  y s e m b r a d a s  

a confluencia  sobre  discos  de  nylon  recubiertos  de  col&geno, 

forman  una  monocapa  continua  en  una  hora  aproximadamente.  La 

resistencia  electrica n traves  de  estas  monocapas  es 

despreciable  en  las  primeras 4 horas y d e s p u e s   se  desarrolla 

gradualmente  hasta  alcanzar  un  valor  maxim0  entre  las 15 y 30 . 
c 

horas  (Cereijido et a l ,  1978 a, b ;  1981). 
. I  

La  figura 5 . 1 0  mueekra  el  desarrollo  de la resistencia : 

electrica a travCs  de  monocapas  que  despues  de 6 0  miutos  de . 

sembradas  en  CDMEM  (para  facilitar la adhesidn a sustrato),  se 

transfieren a M E M   s i n   C a z +   e n  el  que  permanecen  por 20 hrs. En . ' .  

este  momento  que  corresponde al punto  cero  de la abcisa,  las 

monocapas se pasan  nuevamenta a CDMEM. L o s  d i s c o s  en  medio  sin . 

c . .  



.. . 

I 
C a z +  no manifiestan  resistencia  el4ctrica, l o  cual es de 

esperarse  dada la importancia d e l  Ca2+  en l a  capactdrd p g l u e o r a  I 

1 

de la unidn  estrecha  tanto  an  cLlulas MDCK ( C e r e i f i d o  et  al 

1978b;  Martinez-Palomo e,t al, 1980),  como  en  otras  c4lulas 

epiteliales  (Forte 6 Nauss,  1943; Sedar & Forte,  1944;  Calli 
~- . ~ 

et al,  1976;  Pisam P Ripochr,  1974;  Meldolesi et al, 1978). 

Como puede  notarse e n  la misma  figura, a 1  transferir 

monocapas a CDMEM  la  resistencia  se  desarrolla  con  una  rdpida 

cinetica (5-6 hrs);  esto  puede  deberse a que  mientras  que l a 5  I 

c L I u l a s   r e c i e n   s e m b r a d a s   t i e n e n   q u e   a d h e r i r s e   a l   s u ~ t r a t o ,  

alargarse e interdigitarse  entre sí, las monocapas  que  han 

permanecido  por 2 0  h r s   e n  MEM sin  Caz+  tienen  estos  procesos  ya 

terminados.  De  hecho  Rodriguez-Eoulan y colaboradores  (enviado , 

a publicacibn)  han  demostrado  que  en  estae  monocapas  la 

inhibicidn  de Ia síntesis  prot4ica  por  cicloheximida  (6ugrlml) 

no  previene  en lo absoluto la aparicibn  de la resistencia a l  

~ 

I 

adicionar el C a 2 + .  Esto  difiere  del  comportamiento  de 

monocapas  recien  tripminadae,  en las cuales  tanto la , 

cicIoheximida  como la puromicina  bloquean el desarrollo 

ulterior de  la resistencia  transepitelial w i  me  asadan  durante 

las  primeras 6 hrs d e  sembrada la monocapa  (Coroijido et a l ,  I 
1978a;  Criepp et a l ,  1983). 
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TIEMPO DE INCUBACION CON  Ca*+ (hrrl , 

_ .. . . ". 

La morfología de la m o n o c a p a   d e  i ~ 4 1 u f a s  MDCK cultivada en CDMEM 

ha si doscrita  ampliamonto  (Loighton ot al, 1970; Kaiho, 1977; 

Misfeldt  ot al, 1976; Corotjido  et a i ,  1 9 7 8 b ;  1 9 8 0 ) . 8  Entre 

1 x 0  principalas  caraslotlstlcaa  rrttucturaloa  omtan: I r  unibn 

estrecha  constituida p o r  una r m d  do filaaontom, Ia dimttibuci6n 

polarisada de P I M  entro lar regiones apical y basolateral, la 

. ,' 

p r e 5 c n c i a   d e   m i c r o v e I l o m i d ~ d e a  an 1 4  cara  apical y da 



desmosomas  en Ias membrrmar  Iateralew. Como se  aprecia  en la 

figura 5 .  Ila  las  monocapas  que  han  permanecido 20 hrs  sin  Caz+ 

estan  interdigitadao  entre sí, carecen  de  desmosomas y d e  

uniones  estrechas y p r e s e n t a n   microvellosidades  en Ia c a r a  : 

rplcaL.Estas  tienden  abandonar la regibn d e  I r e  uniones 

intercelulares,  hecho  que  ha  sido y a  d e s c r i t o   en  c4lulas 

mama r i a 5 (Pitelka  et a l ,  1983) y e n   c 4 l u l a s  MDCK 

(Rodriguez-Boulan et al,  enviado a publicacibn)  cultivadas  sin 

c a z + .  L a s  celulas MDCK incubadas b a j o  estas  condiciones  5on 

permeables  al  rojo  de  rutenlo ( F i g  5.11.). L a  relrci6n  entre 

el  grado  de  oclusidn  de la unibn  estrecha y Ia pcnetracibn  de 

trazadores  de  microscopia  elecrdnica  como  rojo  de  rutenio, 

lantano o peroxidasa  de1  rabano  al  espacio  fntcrcelular,  ha 

sido  analizada  exhaustivamente  (Miller,  1960;  Farquhar & 

Palade,  1963;  Goodenough 6 Revel,  1970). 

E n  la figura  5.llb  we  observa la unidn  entre  dos  c4lulas 

que  despues  de  haber  permanecido  por 20 h t s   e n  MEM s i n  C a 2 +  se 

transfieren a CDMEM. Se observa  la  aparicibn  de  desmosomas y 

la clara  penetraclbn  de1 r o j o  rutento. En la  figura 1 1 . 5 ~  l a r  

c e l u l a s   siguiendo el mismo protocolo  han  permanecfdo  por 6 hrs 

en CDMEM. S e  nota  la aparfci6n de uni6n  estrecha  (flechas) y 

que el rojo  rutenio  no  permar a 1  e a p r c t o  interceIu(ar. E n  

5 . 1 1 ~ 1  l a m  c d l u l a r  tionon 2 4  h r a  do incubacf6n an CDMEM y ,  a 1  

igual  que  en c ,  el paso  deI  rojo  rutenlo  queda  bloqueado  por l a  

unidn  estrecha. 





La permeabilidad a l  k o l a  rutenio d e  todas las mogocapas 

analizadas si@ muestra  en la l i g u r r  5.12. M i entras  que a las 3 

h r s  de  incubacidn  en CDMEM el 91% de Iaa monocapas s o n  

permeables al trazador, a las 6 hrs s o l o  el 13% de las m i s m a s  

siguen  siendo  penetrables.  Estos  resultados  concuerdan 

plenamente c o n  la respuesta  electrica  de estas monocapas. 
.. 

(Comparar c o n  la f i g  5 . 1 0 ) .  

. .. 

15 IO 
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TIEMPO DE INCUBACION 
CON Coz' (hrs)  

Paro e s t u d ' f a r  el p r o c e a o  de-ensirbirje de los filamentos , 

de la uni6n mstrmcha S O  analtsaron 118 r d p l t c a a  d a  

c r í o - f r a c t u r a  d o  monocapcr !nrcubadam p o r  d l r t l . n t o m  tiorpoa en 



CDMEM.  Como  se  describe  en  Metodor,  despues  de f i j a r  la , 

monocapa e infirtarla  con  glicerol, s e  levanta  con  una  navaja , 

de l a  botella  de  cultivo.  Iqientras que las monocapas  incubadas 

por  mas  de 6 hre  en  CDMEM s a  despegan  como  tapetes  ceIulares, 

aquellas  sin  Ca2* o incubadas  por  tiempos  cortos  en CDMEM ( ( 3  

hrs) se desprenden a manera  de p o l v o  lo que  claramente  sugiere 

que  en  estas  monocapas  la5  e~lrilae  no se encuentran  unidas  una5 

con  otras. 

E n  las replicas  analitadas  de  monocapar  incubadas  por  20 

hrs  en  MEM  sin  Caz+  no  encontramos  uniones  estrechas  formadas 

por:  a)  al  menos  un  filamento  continuo, b )  c o n  un  eje 

predominante  paralelo al borde  cpitelial y c )  separando  una 

i 

c o n a  clrramcrntb  apical d a  una barnolateral.  En  cambio 

L 

obtuvimos: a )  nudos  de  fi1amanti.o d e  unibn  estrecha  antre l a 5  

microvellosidades d r  la cara  apicaX ( f l q  3 . 1 3 . )  y b )  ftlrmcntas 

en  rosario, e s  decir,  integrrdos  por  una  hilera  de  particulas 

n o - f u s i o n a d a s  . entre sí (fig  S.13b).  Estos  dos  tipos  de 

pemeabilidad a l  rojo rutellio muestran  su  poca  funcionalidad. , .  

L o s  nudos y 10s filamentos an rosario,  podtlan  orlginarss  de: 

a )  remanentes y l o  b )  sitios  donde el Caz+ por  al'guna  razdn 

alcanza  una  concentracibn  ruficiente  parr  disparar m 1  fanomano. 

N 0 5  tnclinamos  ma5  bien p o r  la ultims  alternativa y a  que  en ' I  I 
i 

c 4 l u l a e   a n   suspenridn r rac ien  tripsinrdrs  no  hay  ramtov  de 1 
I 
i 

filamentos.  En  cambio, l a s  c4luIar  que  me  tripsinan y me i i 

! 

reauapenden  en M E M  sin C r 2 *  (sin  permanecer 60 m i n   e n   C D M E M  



para  facilitar  su  adhesidn al sustrato)  no  presentan  restos  de 

filamentos  de  unidn  estrecha. 

AI agregar  el  Caz+ a estas  monocapan  se  estudia el 

aspecto  de  la  unidn  (filamentos  en  paralelo, cabos  sueltos, 

arreglo  en  rosario  etc.) y sa m i d e n  los d i f e r e n t e r  parAmetros . 

morfol6gicos  de la misma  (nbmero y proporcidn  de  filamentos  por 

banda  de  uni6n  estrecha,  cantidad  de  unidn y profundidad). A 

los 15 min  de  adicionarse el Ca2+  aparecen  filamentos  lineales 

frecuentemente  dnicos y f r a g m e n t a d o s   ( f i g   S . 1 3 ~ ) .  Estos 

filamentos  delimitan  la  regibn  apical  la  cual  distinguimos  de 

la barolateral  por I a n  rnicrovellonfdadem. El enmamblaje d e  la 

unidn e n  e s t a s   c4lulas y bajo  emtam  condiciones  dlflere 

sustancialmente  de los procesos  descritos  anteriormente en 

hígado  fetal  (Montesano  et  al,  1975),  nefrdn  fetal  humano 

(Humbert  et  al, t 9 7 6 ) ,  glAndula  tiroidea  en  desarrollo  (Lucian0 

et a l ,  1979),  rnerotelio  peritoneal de  ratdn f e t a l  (Suruki & . 

Nagano,  1979) y h e p a t o c i t os  en  cultivo  (Montesano, 1980). A 

diferencia  de  estos  trabajos,  en el presente  estudio no se 1,. 
observa  que las PIM se allin'aen en  Ireas  libres  de  PIM  para . " 

formar  una  red  discontinua que asemeje a u n   p a n a l ' d e   a b e j a s .  . .  

A las 1 . 5  hra  de  incwbacidn  en CDMEM (fig 5 . 1 3 d )  s e  . 

- .~ 

. a  

observan  bandas  da  unidn  estrecha  integradas  por  un m a y o r  

numero  da  fllamentou  qu=  frecuentemente  presentan ; 

interrupciones  (cabezas d e  flecha). Los  cabos  sueltos  que  se : 

encuentran  se  orientan  hacia la regidn  basolateral y c r e c e n  , 
. L  

, .. 

desde los fiIamento5  de la unidn  entrecha  sugiriendo .si la " I  * ! 
I 

aposicidn  de  algo ( PIM?) ptoviniente  de  Ir  regidn  basolateral. 
~ 

. I  ~ 

. .I, 
A ;  

.,'. I 
. ,  

. .  



Este  ensamblaje in situ  de 1.a unidn  estrecha  ante l a  adictdn  de 

C a z + ,  concuerda  con los resultados  de  Meldoleri y colaboradores 

( 1 9 7 8 )  y de  Hoi  Sang y colaboradores (1979). 

A Ias 3 hrs  de  incubacidn  de  las  monocapas  en  CDMEM  (fig 

p a r a I o I ~ m o n t 0   u n o s   c o n  otro. y con  rospocto 4 1. cara  aplcal, 

ordenamiento  que s e  contrapone  definitivamente a l a  estructura 

de  panal  de  abeja  descrita  anteriormente. Las uniones 

estrechas  de  c6luIas  incubadas  por 6 h r s   e n   C D M E M   s o n   m a s  

profundas y tfcnon  mar  filamclntos  quo l a s  correspondiontee a 

tiempos  de  incubacidn mas cortos  (fig  5.13f).  Dichos 

filamentos  pierden  Iinearidad y s e   v u e l v en  ondulados.  Se 

observan  tambien  cabos  sueltos,  que  van  de la banda  de la unidn 

estrecha  hacia la cara  basolateral.  Aparecen  uniones 

comunicantes  en la regidn  inmediata  inferior a la banda d e  

unidn  oclusora y ,  d e s m o a o m a m   ~ c t d p i c o s   ( d e s m o s o m a s   u b i c a d o s   e n  

La frontera  entre la cara  apical y la unidn  astrecha). 

Parecería  como si los desmosomas,  tal y como se muestran  en  Ias 

f i g s   5 . l l b  y c,  se  hubiesen  formado  antes  que la unidn 

estrecha, y que al eetablecorse  esta  como  una  barrmra  funcional 

aquellos  se  quedaran  atrapados  en e1 bcrde  apical. Si se 

I *  
#I 

relaciona  la  morfoIogía  be In unidn  estrecha  con l o s  resultados 

elbctricos y de  permeabilidad a 1  rojo  rutenio,  se  ve  que a las 

6 hrs  la  unidn  estrecha es funcional.  Para  analizar si la ' 

unidn  ha  alcanzado  un  estado  estacionara  se  incuba a un  grupo 

de  monocapas  (que  han  pormanecido  por 20 h r s   e n   M E M  sin C a 2 + )  I . ' .  

en  CDMEM p o r  24 h r s .   E n  la fig 5 . 1 3 g  se observa  que 'la unidn ,.; 



estrecha  de  dicha5  monocapas  tiene m a s  entrecruramirntoq  antre 

sus  filamentos,  practicamente  carece de cabos  sueltos y ,  los 

pocos existentes,  5on  pequenos.  Desaparecen las uniones 

comunicantes y se  siguen  encontrando dermosomas ectipicos. 

Pareceria  que a la unfin  astrecha de c4lula.o  incubadas  por 6 . 

h r s   e n  CDMEM le  faltase  madurar  morfologicrmente (mas . 

entrecruzamientos,  menos c a b o s  sueltos  etc) a p e s a r  de que . ' 

funcionalmente se comporta como una  autentica  barrera a l a  

difusidn  transepitelial. 

F i g  3.13 Plplicas  dr  crio-lrtctmra dr ronocrprr de cilrllr RDCK 
Incubadas por dlrtlntos tltrpor rn CDHEH drrpmrr de babrr prtwnrcldo 
pot 20 hrr en HEH rln Caz'. A) cilulas  lncrbadas por 20 hrr en HEH 
sin C a z t .  Sr observan nudos de uniln estrecha tatre lar 
microrrllosidades  apicales. 8)  c C I R I ~ S  incobadas por IO hrr en HEn 
sin Caz'.  La aniln erttreba consta de mu rolo filarento fragmentado a 
maaerr de r o s a r i o .  C )  15 min de  incubaciln en CDMH D I  1.5 hrs dr 
ineobaci6n  en CDKEn. Notar lar interrrpcioner en lor filamentos de Ir 
u n i h  (eabrrrc de flecha) II) J hrr de incubrcfln a CDHUT. Obrrcvese 
e1 paralelis80 de ¡or filas8rtos de la aniln. F)  6 hrs dr  incrbacila 
en CDHEH. Lar caberrs de flecka seialan 105 cabos  rreltor qmr vaa de 
la red  de filamentos hacia 11 erra barolaterrl. C) 24 hrr en CDHEN. 
Obserrense los desmosomas rctipicos (cabrrar de f leeha). 
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monocapas  incubadas  por  distintos  tiempos  en C a z +  s e  muestran 

e n  la f i g  5 . 1 4 .   E n la parte  superior  se  presenta  la 

composici6n  de las uniones  expresada  por la frecuencia  con  que 

estas  presentan  uno,  dos o mas filamentos.  Claramente se 

observa  como  en l o s  prime~:os  momentos  las  uniones  oclusoras  son 

muy  simples  mientras  que a las 6 y 24  hrs el numero  de 

filamentos  por  uni6n  aumenta,  abundando  Ias  uniones  con 2 o m a s  

(hasta 9 )  filamentos. Lats partes  media  e,inferiar  de la f i g  

5 . 1 4   m u e s t r a n   c o m o  a medida  que  transcurre e 1  tiempo  de 

incubacidn  en  Ca2+  aumentan  tanto  la  cantidad  de  material 

integrante  de la unidn  como la profundidad  de la m i s m a .  

* 

La 'distribucibn  polarizada  de  las  PIM  entre las regiones 

apical y basolateral hir sido  descrita  en  varias  c4lulas 
Í 

rpiteliales (De  Camilli e t  al, 1974;  Wade et al,  1975).  En 

las c(r1ulae  MDCK Hoi Bang y colaboradores  (1978)  demostraron 

que e1 tratamiento  de l a s  monocapos  con  EGTA  produce 

fragmentaclbn d a  la unldn y perdid4  de la polar'idad  de las P I M ,  

efectos  revertidos  por la adicibn  da  Ca2+.  Rodriguez-Boulan y 

c o l a b o r a d o res  (envi4do a publicacidn)  demostraron  que las 

c6lula.s  MDCK  incubadas  por 20 h r s   e n   M E M   s i n   C a z +  no presentan 

una  distribucidn  polarizada  de  PIM  entre  las  regiones  apical y 

barolateral,  aunque l a  c a r a  P siempre  tiene  una  mayor  densidad 

de  partículas  que la cara E .  Utilizando el metodo  que  %e 

describe  en la f i g  5 . 8  se analiza la distribucidn  de  PIN  en 

monocapas  que  despues  de  haber  permanecido  por 2 0  h r s   e n  MEM 

sin  Caz+ s t  incuban  por  distintos  tie,mpos  en  CDMEM. 



figura 5 . 1 4  
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Fi9 5.14 Parlaetror aorfollglces de Ir8 rrirrer o c h o r a s  rstrdlrlrr 
por aicroscopia  ellctrlalca de e r l r - t r r c t 8 r r . u  
comporiciln de Ir r n l h  rxpresrdr por Ir frrcoerclr e1 qre rstrr 
presentan uno, dos o al8 fiIunrtos. t r  rltrrr de cada b u r r  expresa 
r l  poreertrjr de veces en que rrr rniln rstr  compresti por e1 r h r o  
da  filrarntor por fiqrrr en el e je  de &&stlrrs. Sr pled8 rbrrrvrr que 
en lor priarros  moaortos Ir8 rrirnrr rclrserrs sor amy simpler y en rr 
48% estan constltrilar por an solo Illurnto. I1 n l u r o  do fila~rntos 
por rriln va ararntardo h s t r  que, 1 lis 14  hrs, aburdrr Ir8 ariores 
COI dos 0 848 (hasta U U e W  flhDO~t@8. m u Cartidrd de 
unidn estrecha ea frrcida del tie8po de l rcuke ih  e8 CBimt. La 
altura dr crdr brrrr er)rerr Ir S U N  de Is8 porcertrjrr de mila 
aultiplicrdor por e1 r b e r o  respoctiro de fiIuratos qra Io integran. 

' Ir8 barrar I n l i e u  Ir wdia  + e t t r t  strrdrrd de Ir 
profandidrd  dr Ir a i l r  a cada a 0  de lor tiempos etphrades.  
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E n  la  fig 5 . 1 5  s e   o b serva  que  en los primeros  momentos no 

existe  una  distribucidn  polarizada d e  PIM entre las zonas 

apica1 y basolateral  mientras  que l a s  caras P presentan  una 

mayor  densidad  de  partículas  que las caras E. A diferencia  de 7 

Hoi Sang ( 1 9 8 0 )  que  en c41ulrs racian  tripsinadas  observo  que 

tan  pronto  aparece  un  filamento  continuo (1Ohrs) se establece 

la d i s t r i b u c i b n   p o l a r i z a d a   d e   P I M , , e n  el presente  trabajo se 

vio  qua  la  polarizacidn de P I M   e n  l a s  caras P surge  hasta la 6a 

hr  de  incubaci6n  en  CDMEM, r pesar  de  que.deede los 1 s  m i n  s e  

encuentran  filamentos  lineales y continuos.  Parece  entonces 

que Ia polariza¿bn  de  PIM  surge  hasta  que la uni6n  estrecha  es 

funcional.  Con  respecto a las  caras E encontramos  que  desde la 

h r  l a s  PIM e n  ellas  aetan  polarizadas. La razbn  nos es 

' #  

I 
desconocida. 

! 

i 

. _. 
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Como s e  menciona e n  e1  prbloqo, Ias dos  propiedades 

fundamentales  de las membranas  epitcliales  son: 1 )  actuar  como .' 
barreras a la  difusidn p o r  medio  de las uniones  estrechas, y 2 )  

estar  polarizadas  estruetura1,  bioquímica y fisiologicamente. .. 

En la actualidad  hay  dos  preguntas  que,  no  Ob5tante ser 

f u n d a m e n tales,  permanecen  en  pie. La primera  es  porque,  cuando 

y cdmo  se  establecen  las  uniones.  La  segunda  es  porque, cudndo ; 

y cdmo  5e  polarizan l a s  cblulas  epiteliales. El desarrollo  de 

las Iíneas  c4lulares  que  conservan  en  condiciones  de  cultivo ' -  I 

~. 

'i 
l a s  propiedades  de los epitslios naturales ha permitido  abordar ' 

dichas  preguntas,  las  mismas  que  no  se  pueden  hacer  (en  rigor: 

seria m u y  d i f i c i l )  a l o s  epitolios  naturales. 

i 

I '  1 1 
I 
f 
I 

En esta  tesis se investigan  aspectos  relacionados  con  el 1 
i 
1 establecimiento y naturaleza  química  de l a s  uniones  estrechas ,;,,' 

asi  como  su  relacidn  con la polaridad  epitelial.  Be  utiliza  la, ' 3 !I 

línea  celular MDCK como  sistema  epftelial  modelo. 

* I  
j 
i 

Este  capitulo  reune lar conclusiones a las que  conducen j, 

lor  resultados  de: 1 )  resistencia  transepitclial , 2 )  ' . -  

permeabilidad  al  rojo  rutenio, y 3 )  microscopía  electrdnica. 

. .  
1, , 

r 
Los  fundamentos  de  dichas  conclusionee se presentan y d i s c u t e n  j: 

( 

i 

I 
an  detalle  rn los Capftulos  anteriores,  de  modo  que  aquí s o l o  

\ 
se  les enumera  escuetamente.  Pero,  cuando  por  clarfdad s e  

considera  necesario,  se  incluye  junto a cada  ,,conclusibn I r  ;.. 

iniormaci6n  que  conduce a .La misma. 
- .. .~ 

s .  
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6 . 1  Ensambla~l,. .e 1. u n i d a   e s t r t c h ~  

a )  R6n  cuando las c8lulas  esten  adheridas + I  sustrato e 

interdigitadas  entre  si  formando  una  monocapa  continua, es 

necesaria  la  presencia  de C a 2 +  p a r a  que se formen l a s  uniones 

estrechas. 

Esta  conclusidn  se b a s a  en la observaci6n  de  monocapas 

incubadas  sin C a 2 + ,  y que p o r  l o  tanto que carecen d e  

resistencia  elchctrica  transepltelfrl,  son  permeables a l  r o j o  ,. 

rutenio y sa levantan  como  c41ulas  aislada#  (en  lugar  de h o j a  

celular) a 1  ser procesadas  para  microecopía  electrbnica. '. 

Ademas la crío-fractura de eetas  monocapas  no  muestra  las 

uniones  estrechas  convencionales. 

b )  El ensamblaje  de  la  unidn  es  aparentemente & situ 

por  aposicidn  de  partículas  provinientes  de  la  basolateral y ,' 

sigue  los  siguicrntes p a s o s :  1 )  formaci6n  de f f lamentos .. 

lineales y generalmente  dnicos  que  delimitan 16 regidn  apical 

de  la  basolateral; 2 )  apr.rici6n  de c a b o s  sueltos,  e3  decir, .: 

segmentos  cortos  de  filamentos  que  van  desde  un  punto . ,  

cualquiera  localizado  en  plena  membrana  basolateral y que . ,  I 

llegan  justamente a Ir unldn estrecha,  haciendo  anastomosis  con 

arreglo  paralelo  de los m i s m o s ;  4) pardida  de la linearidad y 

entrecruzamiento  de los filamentos, y 5 )  disminucidn  sustancial 

de  cabo5  sueltos.  Esta  relacidn  entre los cabos  sueltos y la ' ' j  

cinetica  de  formacidn  de los uniones  estrechas,  sugiere  que 

dichos  cabos  son  puntos  de  formacidn  de  filamentos  oclusores. L 

P 



6 . 2  Relacibn-  estructura-fqnci6n de yni&n  estrocha 

a)  En  monocapas  con  uniones  estrechas  bien  establecidas 

l a  resistencia  transepitelial  no  guarda  una  relacl6n  directa 

c o n  el ndmero y a l  arreglo  de los filamentos  de la unidn. 

E s ta  conclusfdn se obtiene'rl  observar  que  un  cambio  da 

temparatura  de 3 a 37 O C  genera  variaciones  grandes ( 3 0 6 % ) ,  

rapidas ( < 2  seg) y r e v e r s i b l es  en la  resistencia  transepiteIia1 

mientras  que no se  detectan  modificaciones  significativas e n  l a  

morfología  de la unidn  estrecha. 

b)  En  monocapas  con  uniones  estrechas  en  formacidn  es 

necesaria  la  integracidn  de  filamentos y su entrecruzamiento 

para  el  desarrollo  da  una  resistencia  transepitelirl,  hecho  que 

ademas  coincide  con el bloqueo  por  parte de  la unidn  estrecha, 

al p a s o  del  rojo  rutenio d e l  espacio  intercelular. 
, 

. .  

6.3 Naturalexa  auímicq & unidq  estrecha 

Si los filamentos  de la unidn  estrecha  estan 

estables a l o s  cambios  de  temperatura  que  cualquier  otra  micela 

conocida  hasta  ahora  por  nosotros.  Incluso  toleran  cambios  da ;: 

temperatura  capaces  de  provocar  una  transi'cidn  de  fases  entre ... 

2 2  y 3 1  ' C .  ,. 
Esta  conclusi6n  surge al analizar la grAfica  de . 

Arrehnius y r e l a c i o n a rla  con la morfología d e  Ir unidn a Ias 
* 4: 

. .  

diferentes  temperturas  exploradas 
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6 . 4  Relacibn  entre unidn 9 e t r e c h a  y g o l a r i d a d  S- 

a)  La  adhesidn al s u s t r a t o  es  condicidn  necesaria y 

suficiente  para  que las c(l1ulas  adquieran  un g r a d o  considerabxe 

de  polarizaci6n,  aun  cuando  el  epitelio  carezca  de  uniones " 

estrechas  (Rodriguez-Boulan y colaboradores, 1904 enviado a 

publicaci6n). 

En  total  acuerdo  con  dlchar  obrervacionor,  en  esta t a r l s  

se demuestra  que  en  monocapar  incubrdar  en MEM #in C a z + ,  lam ,': 
microvellosidadcs  se  encuentran  polarizadas. 

uniones  estrechas y el establecimiento  de  una  distribucibn' . 

asimktrica  de P I M .  E s t a  polarizaci6n  coincide  temporalmente 

c o n  la aparici6n  de la resistencia  transepitelial, y el 

establecimiento  de  uniones  estrechas  morfoIogicamente 

complejas,  pero  de  ninguna  manera a p o y a  la nocidn  de  que  un 

fen6meno  sea  la  causa  del  otro . 

L 

C '  
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