
\ 

/' 
$ '  

ESTUDIO DE' LOS 
DE LAS CELULAS 

MECANfSTiOS DE POLARIZACION 
EPITELIALES EN CULTIVO 

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BZOLOGTA EXPERTMENTAL 

CON AREA DE CONCENTRACIÓN EN FISIOLOGÍA, 

UN IVERS I DAD AUT6NOMA f"iETR0POL I TANA - 1 ZTAPALAPA 
MEXICO D. F, DICIEMBRE DE 1983, 



. 

\ 

\ 

.. 

A carmien. 

Ami6 hmanoa: 

074830 

\ 

\ 

Juan Publo e lgnacio. 



&&¿Amo, deseo agdecerr La cotabomcibn de l o b  

d0C;tatres EVVUque RochCguez-BouUn y Enhico SXtedani, 
en a t e  -bajo. 

-iii- 
8 



. 

\ 



\ 

’ 

. 

\ 

\ 

t 



P R ~ L O G O  

Los epitelios se caracterfzan por su capacidad de transportar 

sustancias a su través vectorialmente. Los rasgos estructura 

les que le permiten cumplir con esta función son: 1) las unio 

nes oclusoras o estrechas que sellan los espacios intercelula 

res, y 2) la polarización de los componentes proteicos de la 

- 
- 
- 

membrana plasmática en dos dominios, el apical y el basolate- 

ral. Asf,.+los canales, acarreadores, bombas y receptores pre 

sentes en el lado basolateral, son esencialmente distintos de 

- 

aquellos que se encuentran en la regidn apical. Ambos domi-- 

nios están separados por las uniones estrechas, que parecen - 
prevenir la mezcla de estos componentes. En la actualidad se 

desconocen los procesos y mecanismos responsables de la pola- 

rización. 

posibilidad de llevar a cabo estudios a este respecto en base 

a l  hallazgo de: 1) algunas lineas celulares forman uniones es 

trechas .¿a v i t h o  y se polarizan en unas cuantas horas, 2) que 

los RNA-virus con cubierta geman asimétricamente en las mono- 

capas epiteliales en cultivo, y 3) que la gemación viral PO- 

Sin embargo, en los Gltimos años se ha abierto la 

- 

- 

larizada es consecuencia de la inserción asimétrica de sus - 
proteínas de cubierta en la membrana. 

El objetivo de esta tesis es examinar el papel de algu-- 

_.- 

-vi- 
.-.l-.ll..^__" I , . ." ...I.. l_.". , . ... 



nas estructuras celulares, l a  unidn estrecha y e l  citoesquele - 
\ .  to de actina, en l a  distribución polarizada de l as  protehas 

de membrana. Asimismo, estudiar e l  estado de l a  permeabili-- 

dad de membrana en e l  momento en que l as  proteínas virales -- 
son insertadas en e l  dominio apical o basolateral de l a  mem- 

brana de l as  células epitel iales.  Para e l l o  se trabaja con - 
una preparación semi-artificial de células epitel iales en cul 

ti-, infectadas con un RNA-virus que geBa por membrana api-- 

- 

ca l  (Influenza) y otro que gema por l a  basolateral (Estornati- 

tis Vesicular) en estas células. 



.< . 

INDICE GENERAL 

. < .  

CAPfTULO I ,  INTRODUCCIÓNi 6 e o ID e e e D i e e u e I Y 

CAP~TULO I11 RESULTADOS -Y DISCUSI~N, 8 1'1 93 
i 

. .  
CAPfTULO I V e  CONCLUSIONES, e e D e  e e e e i e 8 u 143 

. .  , 

CAPfTULO Vm BIBLIOGRAFfAe e e e e e e 1 e e e t  e e 1 140 



-1- 

CAP f TUL0 I : I NTRODUCC 16N 

EL TEJIDO EPITELtAL: SUS CARACTERISTICAS. ........... 3 . 
I )  Lao UniOneA Eotsechao. ......................... 4 

21 La Potanidad E p i t e l i a t .  ........................ 8 .  

LA LINEA CELULAR MDCK COMO MODELO DE 
MONOCAPA EPITELIAL. .................................. 13 
GLlCOPROTElNAS VIRALES COMO MODELO DE PROTEINAS \ 

\ - tNTEGRALES DE MEMBRANA PLASMATICA EPITELIAL, . , . o  0 . 0  O 22 

11 RNA-v i tua cpn ........................ 22 

2) Gemacidn V i t a l  da de LlCnea.4 

31 J t u t i @ a c i d n  

6 

......................... 24 \, 

. . . o * i . . . . q o o . . . o .  26 

Cetulasea \ 

.AVANCES EN EL ESTUDIO DE LA OLARIDAD EPITELIAL. . e o * .  29 

? I  La Gticohi taciGn de Pn te.tna¿ y La 

21 L X p i d o o  Pkeoenteo en A guna.4 GlbcopnoteXnaó 

31 EL C o m p t e j o  de G o l g i  yiLa Potasidad * 

........................... 29 I Potatidad € p i t e t i a & .  

....................................... 33 
% Visa teh .  4 

f p i t e l i a t .  ..................................... 34 

4 1  Papet de t a b  Unionea E tsechaa y de Lao 
fntenaccioneo CUuLa-S atnalto o 
C&tuta-Cdtuta en Xa Po a ~ d a d . .  ................... 36 . f 

5 )  ReLacidn Entne L o b  Cam Loo de Pemeabi l idad  

61 E4tudioa de l a  VXa f n t n a c e t u l a t  de l a b  

XBnica de Membtana y t I PotatLdad. ............. 41 

Plroteinah Apicateh y %adota tenate&.  ............ 43 
71 Reve ta ib i l i dad  de La Potafiidad Ep i t e t iaL .  ...... 44 



-2- 

. .  

O B J E T I V O S  DE ESTA TESIS. ............................. 46 

1 I Objetivoh. ..................................... 47 

2) J u 4 t i ~ i c a c i d n .  ................................. 48 

-- 



-3- 

EL TEJ IDO EPITELIAL: SUS CARACTERISTICAS. 

El intercambio de materia entre los organismos superio - 
res y el medio se lleva a cabo a nivel de membranas epite-- 

liales constituidas por una o más capas de células, en una 

de las cuales, la más externa, las células están unidas en- 

tre sf por uniones estrechas de permeabilidad variable. El 

tejido epitelial no s6l0 es continente de los lfquidos que 
I 
I 

se producen en los organismos vivos (orina, bilis, sangre,' I 
1 
I 

humor acuoso, lágrimas, sudor, líquido cefalorraqufdeo, sa- I 

liva, leche, jugo pancredtico, etc.) sino además, y funda-- 
t 
/ 

\ mentalmente, regula la composición de esos lfquidos. Es de- , \ 

ci r ,  que las células además de controlar su composición ci- 

toplasmática mediante bombas, acarreadores, canales, etc., 

como lo hace cualquier otra célula del organismo, regulan - 
también la composición del compartimiento que limitan, pues - 
to que estos lfquidos tienen una composici6n distinta a la 

del medio interno. 

Los epitelios son tejidos que se caracterizan precisa- 

mente por la existencia de las uniones estrechas (un tipo - 
de complejo de unión entre las células epiteliales) que - 
transforman a la capa epitelial en una verdadera barrera a 

l a  difusión de solutos, y porque presentan una sorprendente 

polaridad estructural y funcional, responsables de sus fun- 

ciones vectoriales. 
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J l  La4 Uniones  Estkechah.  

Como se señal6 anteriormente, una de las caracterls - 
ticas de los epitelios es la formación de las uniones estre 

chas. Ussing desarrolló un modelo para explicar el fenómeno 

de transporte en los epitelios (Ussing, 1949; Ussing y Ze- 

rahn, 1951; Koefoed-Johnsen eit a t . , ,  1952; Koefoed-Johnsen 

- 

y Ussing, 1953; Andersen y Ussing, 1957; Koefoed-Johnsen y 

Ussing, 1958; Ussing eit a t , ,  1960). La suposicidn tácita en 

este es que la ruta fundamental de los iones es transcelu- 

lar, es decir, que las uniones estrechas son realmente her- 

méticas. Este modelo explica el comportamiento de la mayo- 

rfa de los epitelios; sin embargo, algunos como la veslcula 

y el rAñ6n no se compoxtan según esta teorSa. 

Un aporte fundamental para entender el comportamiento 

de los diferentes epitelios fueron las investigaciones sobre 

la ultraestructura de las uniones estrechas: las células se 

mantienen juntas por medio de estructuras especializadas, - 
las uniones estrechas que aparecen en el borde apical (Fig. 

< 

11CFarquhar y Palade, 1963; Gilula, 1974; Martínez-Palomo y 

Erlij, 1975). Hoy se sabe que en algunos casos estas unio-- 

nes son tan permeables que el espacio intercelular constitu - 
ye la ruta principal del flujo transepitelial de sustancias. 

Por consiguiente, los solutos que atraviesan la membrana -- 
epitelial en uno u otro sentido tienen dos caminos alterna - 
tivos: il a través de las dos membranas en serie de las cé- 



Figura 1, A. Complejo de unión entre dos células epiteliales del in-- 
testino delgado de rata. Las membranas plasdticas late- 

rales se funden en la región lateral para formar la un¡& estrecha ( Z O ) .  
Los elementos de tipo desmosomal del complejo de unión, la - 

zonula adhaerens (ZA) y la macula adhaerens (MA),  o desmosoma, se ven - 
debajo de la unión estrecha. Magnificación: 119OOOX. 

6. Criofractura de la unión estrecha entre células epitelia- 
les del intestino delgado de rata. La unión estrecha está formada por - 
una red de cordones (cara PF) y canales (cara EF). 

Los cordones y canales representan los sitios de verdadera - 
fusión membranal. Este cinturón, o zonula, de membranas fusionadas con2 
tltuyen una barrera de permeabilidad a la difusjbn de macromoléculas -- 
desde el lado luminal al boss1 de estas células, Magnificación: 70000X. 

(Tomada de Gilula,' 1974). 
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lulas epfteliales (ruta transcelular)., o bien, til vía es-- 

tructuras intercelulares, las uniones estrechas (ruta para - 
f 

celular) . Los trabajos de Fromter (.1972), Fromter y Dia- 

nrong (1972) y Boulpaep (1971) consolidaron la hipdtesis que 

gran parte de las variaciones en las propiedades de los epi - 

telios surge de la variacidn en la relacidn entre la conduc - 
tancia a través de las uniones intercelulares y la conduc-- 

tancia de la ruta transcelular. Consecuentemente se postui 

16 una clasificacidn de los epitelios en dos categorías: i) 
# 

I 

los llamados permeables, es decir, aquéllos en los que los 

solutos atraviesan el epitelio por una ruta paracelular con - 
trolada por las uniones estrechas, y ii) los herméticos, - 
donde la ruta delos solutos es intracelular. 

c Claude y Goodenough (1973) intentaron una clasifica- 

cien de los epitelios en función de su resistencia 

l i a l  (Tabla I). Estos autores encontraron una correlación 

directa entre el número de fibrillas de la unidn estrecha y 

epite-- 

la permeabilidad paracelular. Sin embargo, otros investiga- 

dores (Martínez-Palomo y Erlij, 1975) hallaron que esta co- 

rrelacidn no existe: así, por ejemplo, el ileo de conejo y 

l a  vejiga urinaria del sapo tienen una red de fibrillas muy 

semejante. No obstante, mientras que el primero es permea- 

ble a lantano y tiene todas las características de un epite - 
lio permeable, el segundo es impermeable a lantano y posee 

propiedades de un epitelfo hermético. 
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TABLA I. Algunos Epitelios Simples Clasificados de Acuerdo a su 

Resistencia Transepitelial. Medidas de la Morfologfa - 
de la Unión. 

Res i s  tenci a MorfologÍa de la Unión 

1 tal (Om2) Gama PromediotES Gama PromediotES 
TEJ I DO Transepite- No. de.íibrillas Profundidad (m) N 

Muy Permeab 1 e : 
túbulo contor- 
neado p rox i ma 1 
de mamífero. 

Perro 
Rata 
Ra tbn 

Permeable: tÚ- 
h t o  contornea 
do proximal de 
Necturus 
Vesícula de co - 
nejo. 

Intermedio: ve 
sicula de Nec= 
turus 
Yeyuno de rata 
Yeyuno de ratón 

Intermedios a 
Herméticos: tú 
bulo contorne; - 
do distal 
Nec tu rus 
Ra tÓn 

Muy Herméticos: 
Estómago de ra- 
tón 
Vejiga urinaria 
de anf ib ¡os 
Sapo 
Rana 

6 
- 

/? 

70 

30 

300 
>300 - 

300-600 

1000-2000 

- 
1-2 

3 

1-6 

2-6 

4-8 

4-7 
- 

- 
2-7 
4- 7 

4- n 
- I  

5- 11 
5- 14 

*Tomada de Claude y Goodenough (19; 

~~ ~~ 

- 
1,19~.12 

3.30B.15 

4.1050.1 1 

6.20S.21 

5.30-10.17 
- 

- 
4.80 a. 36 
5.80 S .  20 

8.10 XI. 34 
- 

8.103.94 
7.9020.38 

- 
+ 

0.1-0. 

0.1-1. 

0.5-1. 

0.3-0. 
- 

- 
0.1-1. 
0.1-0. 

0.3-0. 

- 
0.3-0. 

- 
+ 

0.46kO.02 

O -41 S .O2 

1 . O O B  .o: 

D. 39H. 03 
- 

- 
0.38a.06 
O. 1 4 XI .O0 

0.63+0 .O: 

- 
o. 36to .o: 

0.3-1.1 10.5850.0: 

- 

I - 
I 

48 

59 

90 

23 

34 
- 

- 
17 
18 

25 

- 
7 
34 

+En la mayorfa de los  lugares la profundidad de la unión era igual al 
ancho de una sola fibrilla. 

N - número de determinaciones. ES = error estándar. 

. .  -x^__ __-11-.- _- . .<> 
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2) La Palak idad  E p i t e L i a l .  

Desde e l  punto de vista anatómico se observa una -- 
marcada asimetría; as€, l a s  células epitel iales de l a  cara 

externa pueden estar desnudas o cubiertas de glucocdlix, en 

tanto que l as  de l a  interna están cubiertas por tej ido co-- 

nectivo. Además, los organelos celulares no se disponen a l  

azar, sino que aparecen orientados; l a  mitad o e l  tercio ba - 
sa l  de l a  célula contiene a l  núcleo, con e l  complejo de Gol - 
gi situado arriba de éste, 

e l  lado basolateral o contraluminal, región con grandes re- 

Las mitocondrias se alinean en 

querimientos de ATP como es e l  caso de células de túbulo de 

riñón (en esta zona se l leva a cabo transporte transepite-- 

l í a1  de N$ por una N8-KfATPasa) o de las  células secretoras 

(esta zona es r ica en retículo endopldsmico ruqoso, encarga - 
do de l a  slntesic de proteínas). Las regiones l ibres  de l a  

membrana plasmática de las  células epite l ia les  por lo gene- 

r a l  están asociadas con actividad secretoria y pinocítica, 

y por consiguiente e l  citoplasma contiene cantidades varia- 

bles de vesZculas y vacuolas, gránulos de secreción y l iso-  

somas (Berridge y Oschman, 1 9 7 2 ) .  En los  epitelios cuya -- 
principal función es l a  absorcibn, esta regibn, l a  apical o 

luminal, presenta numerosas microvellosidades. Los comple- 

jos de unión intercelulares (zonulas occludentes o uniones 

estrechas, nexus o uniones comunicantes y maculas adhaeren- 

I 

.:\ 



-9- 

tes o desmosomas) se encuentran invariablemente en e l  extre - 
mo apical. 

Desde e l  punto de vista funcional, las  células epite-- 

l i a l e s  presentan una polarización de su membrana plasmática 

distinguiéndose dos dominios: i) apical o luminal y ii) ba- 

solateral o contraluminal. La segregacidn de diferentes en_ 

zfmas y sistemas de transporte entre estos dos dominios es 

responsable de las  funciones vectoriales de los  epitel ios,  

tales como e l  transporte unidireccional de fluido, electro- 

l i t o s  y nutrientes y l a  secreci6n de productos celulares es - 
pecfficos hacia uno de los dos espacios extracelulares que 

e l  epitel io separa. Por ejemplo, en túbulo dista l  de riñón 

de mamífero l a  membrana apical de una célula ep i te l ia l  es - 
muy permeable a l  Na y muy poco permeable a l  KI en tanto que 

l a  membrana contraluminal tiene una a l ta  permeabilidad a l  
+ y es impermeable a l  Na; en esta membrana existe un mecanis- 

+ 

IIY) de transporte activo que saca iones Na'de l as  células, - 
intercambidndolas por iones K$ en cambio, l a  membrana lumi -  

nal carece de bombas (Hoefoed-Johnsen y Ussing, 1958) .  Esta 

asimetría se manifiesta en e l  riñdn a l  probar e l  efecto de 

hormonas y drogas: l a  hormona antidiurética, que estimula - 
e l  transporte de Naf, y e l  glucdsido cardiac0 ouabaína,que io 

bloquea, son activos solamente cuando se añaden a l  medio -- 
que baña l a  superficie serosa; en cambio, l a  amilorida, que 
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+ reduce la permeabilidad pasiva al Na, sólo es activa cuando 

se añade por la superficie mucosa del epitelio (Beber, 1971; 

Aceves y Erlij, 1971; Beber e t  a l . ,  1972). 

Desde el punto de vista bioqufmico, la célula epite-- 

lial se caracteriza por una distribución polarizada de las 

macromoléculas, en particular protefnas, en la membrana -- 
plasmdtica luminal y contraluminal. Se han realizado estu- 

dios en diversos epitelios: túbulo proximal de rata (Hie-- 

drick e t  a t . ,  1972), ducto colector bovino (Schwartz eit al!, 

1974), intestino delgado de rata (Murer- e t  d., 1974) y ve- 

j i g a  urinaria de tortuga (Brodsky e t  a l . ,  1976), en los que 

la membrana luminal y contraluminal de las células fueron - 
separadas por electroforesis de flujo libre; el resultado - 
de éstos y otros estudios ha sido la caracterización de pro - 
teinas presentes exclusivamente en membrana apical o contra 

luminal y que por esto son consideradas y pueden utilizarse 

como "marcadores intrínsecos" de la membrana en que se loca - 
lizan (Tabla 11). 

Es importante a este respecto el hecho de que la mayo- 

ría de los sistemas distribuidos asimétricamente en la mem- 

brana plasmdtica de la cBlula epitelial, tamhidn se encuen- 

tren en las membranas plasmáticas de células no polarizadas. 

Una excepción a esto es el sistema de transporte de monosa- 
+ cdridos dependiente de Na, que parece exclusivo de las mem- 

,:, 
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h 
TABLA { I .  Marcadores de Superficie Apical y Basolateral. Resume los 

hallazgos de proteínas marcadoras de membrana apical y 
basolateral en distintos epitelios naturales. 
- ~~ ~ ~~ ~ ~~ 

MARCADORES EPl TEL I O 

Superficie Apical. 

Fosfatasa alcal ina 
Lcucina aminopeptidasa 
O1 igo- y disacaridasas bacarasa-isomal tasa, 

trehalasa, lactasa, mal tasa, glucoami lasa) 
Proteína cinasa dependiente de AMPc 
Transporte Na+-dependiente de hexosas, amino IC¡- 
dos, dipépt idos, protones, su1 fato, fosfato 
Cl', lactato, ascorbato, ácidos bflicos 

Transporte Na+-independiente de fructosa, 
P-aminohipurato, C1- 

Transporte ATP-dependiente de H+ y CO3H' 
Componente secretor, receptores a lgG 

I K L  
I K  

I 
K 

I K  

t K  
I K  
t 

Superficie Basolateral, 

Na -K -ATPasa 

Cau-ATPas a 
Antfngenos de histocompatibil idad (HZ) 
Receptor asialoglicoproteína 
Componente secretor, receptores a lgG 
Receptores a acetilcolina 
Receptores de hormona polipeptídica 
Adenilato ciclasa 
Sitios de unión de colágeno y laminina 
Transporte Na+-dependiente de aminoacidos, 

Transporte Na independiente de aminokidos 

+ +  

i+ - 
Ca , C1 + 

neutros, giücosa, iactato 

STE 

t K  

r EG 
EG 
EG I K 
K -  
C 

t K  

r~ 

* Tomada de Rodrfguez-Bouldn (1983a) 
C = intestino; L - hígado; K = riii8n; STE = epitelios transportado- 

res de sodio; EG = glándulas exócrinas; C = epitelio de la córnea. 
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branas luminales de la célula polarizada. En vista de este 

hecho, se podría considerar a la membrana luminal como la - 
parte más diferenciada de la membrana plasmdtica de la c6lu 

\ 

la epitelial (Kinne y Kinne-Saffran, 1978). 

Ademds de su diferente composicidn de proteínas, se ha 

propuesto (Maylie-Pfenninger y Jamieson, 1979; Muresan y - 
Jamieson, 1980) que el dominio apical y basolateral de la - 
membrana plasmática difieren considerablemente en su comple - 
mento de azúcares y lípidos. Senenza (1976) encontró que - 
en células de tcibul.0 renal el ácido siálico está ausente en . - 

varias enzimas apicales, pero está presente en proteínas ba - 
solaterales como la Nat-e-ATPasa . 

.. - . 

Por otra parte, se ha reportado que la fraccidn apical 

de l a  membrana plasmdtica de células de intestino de mamSfe - 
ro presenta menor contenido lipídico y es más rica en coles - 
terol y glicolípidos, aunque más pobre en fosfolípidos que 

la fraccidn de membrana basolateral (Forstner e t  a t . ,  1968; 
- Douglas e t  a t . ,  1972; Kawai e t  a t . ,  1974; Lewis e t  at .;  

1975) .  Esto indica que las células epiteliales no solamente 

poseen mecanismos para orientar proteínas, sino también 1í- 

pidos. 

En la actualidad se dispone de una información bastan- 

te extensa acerca de los sistemas de transporte de la cdlu- 

la epitelial, de sus mecanismos de funcionamiento, localiza - _ _  
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b I 
cien y estructura, pero quedan a€h por resolverse preguntas 

básicas como ¿por qué el contacto intercelular lleva a la - 
formación de uniones estrechas que transforman a la monoca- 

pa celular en una barrera para >a difusibn?, ¿qué es lo que 

dispara la diferenciación de la célula hasta convertirla en 

una unidad de transporte polarizada?, ¿cuál es el proceso - 
por el cual proteínas integrales de membrana que han sido - 
sintetizadas por la misma maquinaria celular son insertadas 

en uno u otro dominio de la membrana ds la célula epitelial? 

En este trabajo trateos de resolver algunos aspectos de es - i 

~'\, ta Gltima pregunta. 
\ .  

El establecimiento de una variedad de líneas celulares 

de origen epitelial ha hecho posible el estudio de las pro- 

, piedades de las células epiteiiales bajo condiciones más -- 
sencil1as.y versátiles que en epitelios naturales. 

'I 
. .  

L A  L I N E A  CELULAR  MDCK COMO MODELO DE 
MOMOCAPA E P I T E L I A L .  

Una preparación i n  v i t t r a  que presenta las propiedades 

de los epitelios transportadores naturales fue desarrollada 

recientemente por Misfeldt (1976) y por el grupo de Cereiji 

do (1978). 

des que se 

,renal MDCK 

Se trata de una monocapa de células epitelioi-- 

obtiene al cultivar la línea celular de origen - 
sobre un soporte permeable y transparente. 
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La línea celular MDCK fue derivada de un riñón de pe- 

rro Cocker Spaniel, adulto, aparentemente normal. E l  culti-  

vo primario fue hecho en 1958 por Madin y Darby, y caracte- 

rizado por Gausch y cola3xsradores (1966) .  Esta lZnea celu-- 

l a r  tiene propiedadesde epitel3-0 &?tCibulo contorneado distal  

de riñón y de adenocarcinoma papilar (Leighton et &.,1969). 

Las células MDCK en cultivo son citoldgicamente malignas, - 
con níicleos grandes, nucleolas m6ltiples y figuras mitbti-- 

cas anormales. La oncogenicidad de l as  MDCK se probó i n  v iva  

por inyección intravenosa.de suspensi;bn de células aisladas 

en embriones de pollo. Una semana después se diagnosticaron 

múltiples focos de adenocarcinamas metastdsicos en e l  cere- 

bra de los  animales inoculados (Leiqhton e t  a t . ,  1970 ) .  

Leighton y colaboradores demstraron además que cuando las  

células MDCK crecen sobre un soporte impermeable forman am- 

pollas o domos que parecen resultar del transporte vecto-- 

' rial de agua desde e l  medio hacia e l  soporte (Fig. 2 ) .  La - 
fornraci6n de estas ampollas es inhibida por ouabaína (Abaza 

e t  d., 1979). Como este glucbsido cardiac0 actíla muy especf - 
ficamente sobre e l  mecanismo de bombeo de Na+ y K+, se pien - 
sa que e l  f lu jo  neto de agua es un fenómeno secundario aco- 

plado a l  tzansporte de sodio. La produccidn de este tipo - 
de ampollas multicelulares parece ser una propieüad común a 

una gran variedad de células epitel iales en cultivo: célu- 

\ 

- 



\ 
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Ffgura 2. A.  Fotomicrogtaffa de fare mostrando un domo o ampolla (enci 
ma del plano focal) en una monocapa de células MDCK cult7 - 

vadas sobre un soporte impermeable. Magnif icación: 700X. 
B .  Micrografía electrónica de barrido de una monocapa de cé-- 

lulas MDCK cultivada en una caja de Petri de plástico. Se ven ampollas, 
algunas parcialmente colapsadas durante el procesamiento. Magnificación: 
242X. 

(Tomada de Cereijido et d. ,  19781, 

G\ 



\ 

-16- 

l a s  mamarias (McGrath, 1 9 7 1 ,  Pickett, 19752, riñbn de perro 

(Knauff y Fromter, 19701,  tiroides CLissitzky, 19711, célu- 

l a s  cervicales humanas (Auersperg, 19691 .  

En 1978,  Cereijido y colaboradores desarrollaron una - 
nueva preparacibn con l a  lznea MDCK. Este grupo senbrb cé- 

lulas MDCK aisladas sobre discos de nylon recubiertos de co - 
lvágeno que actúan como un soporte permeable y transparente. 

ni estas condiciones se forma una monocapa que crece como - \ 

, 

un tapiz l i s o  con l a  protrusidn ocasional de aglunas célu-- 

las redondeadas (Fig. 3 ) .  Las MDCK cultivadas sobre coláge- 

no no forman ampollas ya que e l  agua no se acumula entre l a  

monocapa y e l  soporte permeable. E l  hecho que se forme una 

monocapa indica que l as  células están polarizadas estructu- 

raimente ya que, mientras l a  cara basal es capaz de adherir - 

; 

se a un sustrato, l a  cara l i b r e  no puede pegarse a otra cé- 

lula.  Esta asimetría se manifiesta también por l a  presencia 

de algunos c i l i os  y microvellosidades regularmente espacia- 

dos en l a  cara l i b re ,  en tanto que estas estructuras no apa 

recen en l a  cara que está en contacto con e l  colbgeno. Ade- 

- 

d s ,  l a  membrana lateral  de l a s  células presenta numerosas 

interdigitaciones, dejando un espacio intercelular de ancho 

variable. Este espacio está cerrado en e l  extremo apical de 

l a  monocapa por complejos de uni6n formados 

mosomas y por. uniones estrechas (Fig. 41 .  

por escasos des - 
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c 

Ftgura 3. Micrografla electrónica de barrido de una monocapa de célu-- 
las MDCK cultivada sobre una malla de nylon cubierta de co-- 

lageno, No se observan d a s .  Las prominencias corresponden al entre- 
cruzamiento de los hilos de la malla y se encuentran cubiertas por co-- 
lBgeno y células. Se ven algunas células redondeadas que probablemente 
están en mitosis o bien que estan adheridas a l  soporte pero no tienen - 
espacio para extenderse. Magnificación: 97.5X. 

(Tomada de Cerei j ido aR,, 1978). 
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. 
Figura 4, Porciones de tres células de una monocapa confluente de MDCK. 

La superficie apical muestra microvellosidades cortas e irre 
gulares. Los espacios laterales están sellados en el extremo apical -- 
por complejos de unión constituidos por uniones estrechas (flechas) y - 
desmoromas. Nótese la presencia del aparato de Golgi (GI  cerca de la - 
membrana lateral y de gotas de lípidos (LD). En la parte basal se ob-- 
serva una capa de microexudado que se tiñe de obscuro (entre las líneas 
paralelas) y que separa al colsgeno (C)  de la monocapa que probablemen- 
te la fabricó. Hagnificación: 11250X. 

- 

(Tomada de Cereijido et d., 1978). 
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* I \ 

'\ 
La uni6n aparece en réplicas de criofractura como un - 

conjunto de 1 a 7 fibrillas interpuestas entre el lumen y - 
el espacio intercelular que forman Úna red de cordones en - 
la cara PF y de canales en la cara EF. En el curso de unos 

pocos nanómetros el patrdn de complejidad puede variar de 7 

a 2 fibrillas paralelas tal y como ocurre en los tbbulos -- 
proximal y distal de los epitelios naturales (Pricam e2 a l . ,  

1974). La unión estrecha de la monocapa no es permeable a '- \ 
4 

trazadores macromoleculares tales como la peroxidasa y el - 
,; 

lantano (Cereijido e2 at . ,  1978a) . 
La posición de los complejos de unián hacia la superfi - '\ 

tie libre de las células y la aparición de microvellosida-- 

des y cilios en la cara libre indican que ésta corresponde 

al lado luminal de los epitelios naturales. Cereijido y - 
colaboradores (1978 a, b) han estudiado el desarrollo de - 
la unid31 estrecha en células MDCK sembradas a alta densidad 

sobre discos de nylon recubiertos de colágeno siguiendo el 

desarrollo de la resistencia eléctrica transepitelial (RET) 

en función del tiempo. La resistencia empieza a desarrollar - 
se aproximadamente a las tres horas, alcanza un máximo de - 
340Qcm2 a las 20-24 horas y a las 48 horas se estabiliza en 

alrededor de 100Qcm2. El desarrollo de la RET fue correla- 

, cionado con la aparición de uniones estrechas en Las répli- 

cas de criofractura, El desarrollo de la permeabilidad se-- 
- .  
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lectiva a Na+>CA-, t$pi.ca de monocapas confluentes, presen- 

ta un curso temporal más lento, alcanzando su valor máximo 

a los 2 6 3 d€as después de sembradas, lo que indica que es 

tas dos propiedades de la unidn estrecha son independientes, 

Funcionalmente, la monocapa de células NDCK también se 

comporta como un epitelio en el sentido de que desarrolla,- 

adernds de la resistencia eléctrica transepitelial, un poten 

cia1 eléctrico transepitelial (de aproximadamente 1 mV, po- 
- 

sitivo en el lado basal) y permselectividad catidnica (10 

veces más permeable al Na+ que al Cl-) (Misfeldt e$ a t . ,  -- 
1976; Cereijido ex a t . ,  1978; Cereijido ex a t . ,  1980). 

La distribuci6n polarizada de las proteínas en la mem- 

brana plasmdtica de las células MDCK ha sido demostrada por 

- l a  iodinacidn selectiva de las proteffias accesibles a lac- 

toperoxidasa agregada por el lado basal o apical de células 

crecidas sobre filtros de Millipore (Richardson y Simmons, 

1979). Más especlficamente, utilizando inmunofluorescencia, 

Louvard (1980) localizó una leucina aminopeptidasa como pro 

t e h a  marcadora de la membrana apical y la Na+-If-ATPasa en - 
- 

la membrana basolateral. Este autor observd, además, que -- 
las proteínas destinadas a la superficie apical son inserta 

das en la membrana plasmatica en una región adyacente a la 
- 

unibn estrecha, 

As í  pues, esta preparacidn presenta propiedades de --- 
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transporte (formación de domos) y barreras a la difusión -- 
(uniones estrechas no permeables a trazadores macromolecula - 
res). Si se le compara con los epitelios naturales, tiene 

por lo menos cuatro claras ventajas experimentales: i) se - 
le puede colocar intacta entre dos c&naras a fin de reali-- 

zar estudios de flujo y eléctricos; ii) permite comparar - 
. los cursos temporales de la adquisicidn de determinadas ca- 

racterísticas químicas y estructurales con la aparición de 

propiedades específicas de transporte y permeabilidad; iii) 

permite manipular muchos de los factores que influencian el 

crecimiento y la diferenciación; iv) puede observarse su es- 

tado y desarrollo por simple microscopla de fase y as í  se-- 

leccionar el momento adecuado para probar sus propiedades. 

Este sistema ha permitido estudiar las características 

y cineticas con que se instalan una serie de sistemas pola- 

rizados en la cdlula epitelial. Por ejemplo, la cinética - 
de instalacibn de las uniones estrechas y su modulación ex- 

perimental (Martínez-Palomo e t  a l . ,  1980), las característi - 
cas de los flujos, complejos de uni6n y ampollas cuando las 

monocapas crecen en presencia de calcio (Cereijido e t  a l . ,  

- 

í981); la heterogeneidad estructural y funcional de las -- 
uniones estrechas (Cereijido eit a l . ,  1980), la relación en- 

tre el citoesqueleto y las uniones estrecha’s (Meza eit at-.# 

1980); la modulación de la permeabilidad transepitelial por 

el citoesqueleto (Meza e t  a l . ,  1981). I 
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Por último una propiedad sorprendente descrita recien- 

temente por Rodrfguez-Boulbn y Sabatini (1978) es la gema-- 

cidn polarizada de los RNA-virus con cubierta en las célu-- 

las MDCK. Esta propiedad ha permitido el desarrollo de un - 
sistema modelo para el estudio de los mecanismos de polari- 

zacidn de proteínas de membrana plasmática en las células - 
epiteliales. El sistema involucra la infección de la línea 

celular MDCK con RNA-virus con cubierta. Dado que es preci- 

samente en este sistema modelo en el que se realizd este -- 
trabajo, el mismo se describe en la siguiente sección. 

i 

GLttOPROTElNAS VIRALES C O M O  MODELO DE PROTEINAS 
INTEGRALES D E  MEMBRANA PLASMATICA EPITELIAL. 

14 RNA-vihw con Cubielrta.  

Los virus de las clases rhabdo-, paramyxo-, myxo-, 

toga-, y retroviridae poseen, como rasgo típico, un genom 

de RNA de una sola cadena, segmentado en el caso de los-my- 

xovirus, que codifica un mdximo de 8 a 9 proteínas, inclu-- 

.- yendo de 1 a 3 glicoprotefnas de la cubierta, una o mds nu- 

cleoprotefnas, y transcriptasas dependientes de RNA (ausen- 

tes en el caso de los togavirus). La progenie de los virio 

nes es ensamblada por la convergencia de las nucleocdpsides 

y áreas de la membrana celular que contienen proteínas de - 
membrana codificadas viralmente. Una característica de es-- 

- 

- 



-2 3- 

toa virus es que adquJeren sus envolturas por un proceso de 

gemacián de las membranas celulares, por lo general la mem- 

brana plasmática (Rifkin y Quigley, 1974; Lenard y Compans, 

1974) . 
Las glXcoproteSnas virales de la envoltura se consi-- 

deran como un modelo de protesnas de membrana plasmática y 

se han llevado a cabo estudios extensos sobre su biogéne - 
sis (Lenard, 1978). Estas protefnas se sintetizan en poli- 

somas unidos a las membranas <e retfculo endoplásmico ru- 

goso (RER) (Hay, 1974; Atkinson-, 1978), vía las- secuen- 

cias "señalo del N-terminal CLingappa e t  a l . ,  19781, lo -- 
que resulta en la insercibn de las proteínas en la membra- 

na del RER (Katz e t  a t . ,  1977; Katz y Lodish, 1979). Son 

glicosiladas cotraduccionalmente vía donadores de olrgosa- 

csridos-lfpidos (Katz e t  a l , ,  1977; Bloyer e t  al., 1976; Na- 

kamura y Cornpans, 1979) y subsecuentemente migran hacia las 

membranas de retfculo endoplásmico liso. Durante esta mi-- 

gracián sus residuos de oligosacáridos son procesados por - 
\ 

enzimas celulares (Hunt e t  al., 1978; Robertson et d., 1978; 

Tabas y Kornfeld, 1978). La glicosilacidn terminal tiene - 
lugar en el complejo de Golgi (Schachter, 19741, después 

de l a  cual las glXcoproteínas virales aparecen en la mem - 
brana plasmbtica y participan en la gemacián de los 

viriones. E31 el caso del virus de la estomatitis vesicrilar - 
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(VSV), un rhabdovirus, se ha sugerido que l as  vesículas re- 

cubiertas de clatrina transportan l a  proteína G madura en - 
dos etapas intracelulares diferentes (Rothman y Fine, 1980 ;  

Tabas y Kornfeld, 1978 ) .  . 

2) Getnaciún Vinat Potafiitada de LZneah 
Cetulafies Ep i t eL ia leh  . 
La infección con RNA-virus con cubierta de l íneas , -  

celulares epitel iales como MDCK o MDBR (una l h e a  de riñón' 

bovinói' genera gdmacidn asimétrica de los  viriones en- regio - 
\ nes celulares opuestas de l a  membrana p l a sd t i ca  (Rodríguez- 

\ 

Bouldn y Sabatini, 1 9 7 8 ) .  Un myxovirus (FLU) y dos paramy- 

xovirus (Sendai, Simian 5 (SV 5 ) )  geman exclusivamente de - 
l a  membrana apical, mientras que e l  VSV es ensamblado en l a  

regfbn basolateral de estas células (Fig. 5 ) .  La infección 

de l as  células no polarizadas, tales como fibroblastos de - 
embrión de pollo, resulta en una gemación no polarizada (Ro - 
dríguez-Bouldn y Sabatini, 1 9 7 8 ) .  En algunos casos se ha - 
descrito l a  gemacidn polarizada en epitel ios naturales (Mur - 

' phy y Bang, 1952; Bang, 1953;  Hess, 1977). La direccidn de 

l a  gemacibn parece ser una propiedad especzfica de cada vi- 

rus en particular, diferentes virus expresan polaridades - 
opuestas en un mismo tipo celular y cada virus retiene l a  - 
misma polaridad en diferentes líneas celulares epitel iales 

- ' (Rodríguez-Bouldn y Sabatini, 1 9 7 8 ) .  

1 
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Figura 5 ,  Localización por inmunofluorescencia de los virus de la in-- 
fluenra (FLU] y de la estomatitis vesicular (VSV) en monoca- 

pes de células MDCK infectadas, Las células MDCK se sembraron sobre cu 
breobjetos de vidrio. A diferentes tiempos postinfección (6 horas en eí 
caso del FLU y 4.5 en el caso del VSV), las monocapas se trataron con - 
EGTA 2 mM durante tres minutos a 37°C y se fijaron con paraformaldehído 
4% en PBS antes del tratamiento para inmunofluorescencia indirecta (an- 
ticuerpo de conejo antiFLU y anticuerpo de chivo anticonejo rodaminado 
en el caso del FLU; anticuerpo de conejo antiG y anticuerpo de chivo ac 
ticonejo fluoresceinado en el caso del VSV) . 

A y B: localización del FLU. La fluorescencia aparece en la 
parte apical de la celula donde se fijaron los anticuerpos contra el vi 
rus. En A (izquierda) algunas células no aparecen teñidas. En B se ob= 
servan dos células con superficie apical totalmente teñida. Magnifica-- 
cf6n &OX y 275X, respectivamente. C y D: localización del VSV. Se ob-- 
serva la fluorescencia en forma de anillo rodeando la c6lula debido a - 
que los anticuerpos contra la proteína G del virus se fijaron en la su- 
perficie basolateral de las células. En C los puntos difusos de fluores- 
cencia que eparecen en el centro de las células corresponden a la tin-- 
cidn de la parte basal de éstas. En D pueden verse claramente la fluo-- 
rescencia en los interespacios celulares. Magnificacibn: 80x y 275X, -- 
respectivamente. 

(Tomada de Rodriguez-Boulán, 19801, I 
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3 )  l u t i & L c a c i b n  de E d t e  Modeto ,  

ñnpleando inmunofluorescencia e lnmunoelectromicros - 
copla con ferritina, Rodriguez-Boulán y Pendergast (1980) - 
mostraron que la gemación polarizada es precedida por la -- 
orientacidn de las protefnas virales de la cubierta en la - 
región de la membrana plasmática por la cual los viriones - 
geman 6 s  tarde. Esto parece ser deterninante en el proceso 

de l a  gemacibn polarizada. Por otra parte, las nucleocápsi- 

des virales no parecen jugar un papel importante en la gema - 
cidn asimétrica, ya que, al menos en el caso de la infec- 

ción de células MDCK con Sendai, se pueden encontrar las -- 
nucleocdpsides en el citosol (Rodrsguez-Boulán y Pendergast, 

1 9 8 0 ) .  

Estos resultados indican que las glkcoprotefnas vira-- 

les comparten con las proteínas de membrana plasmatica de - 
las células epiteliales no solamente mecanismos biogenéti-- 

cos, sino también rasgos informacionales que determinan - su 

compartamentalizacidn en dominios específicos de la membra- 

na plasmática. 

biogenesis la proteína G del VSV es reconocida por los me-- 

canismos propios de las células epiteliales como una protef - 
na basolateral, y es por esto dirigida a ese dominio. Simi- 

larmente, las glicoproteSnas del FLU, Sendai y SV 5 deben - 
ser reconocidas por las células como proteínas de membrana 

Esto implica que durante algún punto de su 

. - *  plasmática apical. 
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tes is  de proteínas celulares. A s í ,  l a  célula fabri- 

ca solamente protehas codificadas por e l  virus, -- 
siendo 1 6  2 de e l l as  proteínas integrales de membra - 
na plasmbtica. Esto simplifica l a  situacibn, ya que 

La información que determina l a  distribución polariza- 

da se presenta como un rasgo estructural permanente en l a  - 
proteba ,  más que en un peptido trahsiente, corn es e l  caso 

de l a  señal para l a  inserción Eotraduccional de l as  proteí- 

nas de secreción en e l  retículo endoplásmico, ya que muchas 

proteínas de membrana plasmática parecen ser capaces de re- 

Ciclar en e l  interior celular y volver a l a  membrana plasmá - 
\ t ica  (Morre e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  1 

Las ventajas experimentales que presentan estos virus 

en e l  estudio de l a  biogenesis de l a  membrana plasmdtica -- 
' han sido expuestas por varios autores (Lodish e t  a l . ,  1980;  I 

\ 

Lenard y Cornpans, 1974 ;  Lenard, 1978 ) ,  y pueden resumirse - 
brevemente en los siguientes puntos: 

- E l  genoma limitado de estos virus, que codifica sola 

mente unas cuantas proteínas, garantiza que éstos -- 
utilizarán los  mecanismos celulares para su replica- 

., cien, l o  que los  convierte en herramientas muy úti-- 

l e s  en e l  estudio de dichos mecanismos. 

- La infecci6n con algunos de estos virus apaga l a  sSn - 

entonces un 20 a 30% de l a  actividad biosintética ce - 
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lular está dirigida a la biogénesis de membrana plas - 
mbtica. 

- Las glicoprotesnas virales pueden purificarse fácil- 

mente por electroforesis-bidimensional, de hecho ya 

se conoce la secuencia aminoacldica de algunas de -- 
ellas (Rose, 1980; Garoff, 1981; Garoff ex a t . ,  1980; 

Minjou e t  a t . ,  1980). La clonacidn de sus mWAs es I 

I 

! 
I mds sencilla que la de las proteínas celulares. Por 1 

1 I 

i 

último, se pueden generar con relativa facilidad mu- 

tantes sensibles a temperaturas, en que la migración\ 

I 

\ 
\ de proteínas hacia la membrana está bloqueada por fa - 

lla en algCui paso del procesamiento de las proteínas 

en su camino orientado a su acomodo final en la mem- 

brana, lo que hace a estas mutantes muy valiosas pa- 

ra el estudio de ese procesamiento. 
' Hemos descrito pues el sistema en el que se estudian - 

en este trabajo algunos aspectos de los posibles mecanismos 

de polarizacidn de las proteínas de membrana en las células 

epiteliales. 

Presentaremos ahora los principales avances realizados 

en este campo, así COMO algunos antecedentes .relacionados 

con el planteamiento de los objetivos de esta tesis. 
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AVANCES EN EL ESTUDIO DE LA P O L A R I D A D  EPITELIAL. 

A la luz de los modelos actuales de la biogenesis de - 
membranas y organelos (Blobel, 1980; Sabatini e t  a t . ,  1982) 

es lógico suponer que las proteínas integrales de membrana 

de la superficie apical y basolateral en los epitelios PO-- 

seen rasgos estructurales (señales) que permiten a la céiu- 

la identificarlas como correspondientes a una u otra subes- 

pecie de la membrana plasmática. Más aun, las células epi- 

teliales deben poseer mecanismos que codifiquen esta infor - 
mación estructural para asegurar el destino correcto. Ac-- 

tualmente existen en l a  bibliografía algunos antecedentes - 
orientadores respecto a las posibles señales involucradas - 
en esta distribucidn polarizada, así como la participación 

de organelos y los posibles mecanismos celulares para el -- 
mantenimiento de ésta, 

. 11 La G t i c ~ & ¿ t a c i b ~ t  de P?mitedna4 y t u  

P o t a h i d a d  Epi-telial.  

Las glicoproteínas virales y muchas giicoproteínas 

de membrana y secretoras contienen una o más cadenas de car - 
bohidratos unidas a residuos de asparagina en el polipépti- 

do por medio de enlaces N-glucocfdicos (Lodish e t  d . ,  1980; 

Parodi y Leloir, 1979; Lennarz, 1981; Lenard y Compans, -- 
1974; Lenard, 1978) . Los oligosacdridos tzpicamente --3n de 
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dos tipos: simples y complejos, El primer tEpo está compues - 
to por 8 a 9 residuos de manosa y 2 de N-acetilglucosamina. 

Las cadenas complejas presentan una cadena central, que -- 
consiste de 3 a 5 residuos de manosa y de 2 N-acetilglucosa - 
mina y además 2 6 3 ramificaciones del trisacarido N-acetil - 
glucosamina-galactosa-ácido siálico. En algunos casos la - 
fucosa puede encontrarse pegada a una de las N-acetilgluco- 

saminas de la cadena central. Recientemente se ha mostrado 

que la biosíntesis de estas terminaciones glicosldicas es - 
un proceso multienzimático complejo que se inicia por la -- 
transferencia de un oligosacárido (que consiste en 2 resi- 

duos de N-acetilglucosamina, 9 de manosa y 3 de glucosa3.E~ 

te oligosacárido pierde algunos residuos de glucosa o mano- 

sa, o alternativamente pierde s8l0 los residuos de glucosa. 

- 

Las ramificaciones son añadidas secuencialmente por transfe - 
rasas específicas. La transferasa de la cadena principal y 

algunas enzimas que adicionan residuos de glucosa se locali - 
zan en el retículo endoplásmico, mientras que las enzimas - 
que adicionan residuos de manosa y las transferasas de los 

azúcares de las ramificaciones se localizan en el aparato - 
de Golgi (Parodi y Leloir, 1979; Lennarz, 1981) . 

El papel funcional de la glfcosilación en el transpor- 

te intracelular de las proteínas secretoras y de membrana - 
está muy controvertido. 

-_ 
La migraci6n de algunas proteínas 

-_ - 

e? - -  
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I 

I 

, 
sensible a la adición de inhibidores de la - 
sin embargo, otras no parecen ser afectadas 

1 
(Strous y Lodish, 1980; Gibson eit a t . ,  1978; Gibson ex a&., I 

I 

1979) 

Se había observado (Rodríguez-Boulán y Sabatini, 1978) 

que las glicoproteínas de algunos virus que geman apicalmen 

te, así como algunas glrcoprotehas apicales de epitelios - 
naturales carecen de dcido sialic0 en su compasicián, mien- 

tras que en contraste las,proteínas basolaterales como la - 
proteína G del VSV y la NatKtATPasa presentan ácido sidlico 

i 
en sus cadenas de carbohidratos (Kyte, 1972). Debido a es- 

ta correlación tan sugestiva, el grupo de Rodrlfguez-3ouldn 

investigd el papel de los carbohidratos en la determinación 

-. de la distribucidn polarizada de las glucoDuoternas,atancan - 
do el problema de tres formas distintas (Green e t  a&., 1981): 

2) el desarrollo de mutantes de células MDCK, resistentes a 

lectinas con síntesis defectuosa de glicoproteínas (Meiss - 
e t  a t . , .  1982); ii) el uso de tunicanicina, un antibiótico 

._ - 

._ 

que bloquea la glicosilacidn de las glicoprote€nas virales 

(Takatsuki e t  a t . ,  1975); y iii) el uso de una mutante del 

virus de la influenza sensible a temperatura (ts), la cual 

a temperatura no permisiva ( 3 9 O C ) ,  retiene el ácido siálica 

debido a una neuraminidasa viral defectuosa (Palese e t  a l . ,  
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Las glicoproteínas del VSV o FLU, sintetizadas en mu-- 

tantes de células MDCK resistentes a niveles tóxicos de con 
R R 

canavalina A (Con A ) o Ricina (RCA ) para l a s  células de - 
tipo si lvestre,  mostraban un admento en l a  movilidad elec-- 

troforética. E l  defecto gendtico en las  células mutantes -- 
probablemente trae como consecuencia l a  ausencia de di- o - 
trisacáridos terminales, y a l  infectarlas con VSV no se ob- 

servó incorporación de galactosa tr it iada en l a  proteína G I 

(Meis e t  a t . ,  1982) .  A pesar de tener alteraciones en sus - 
terminaciones glicosídicas, las  líneas celulares mutantes - 
retenían l a  polaridad estructural y funcional, como l o  i nd i ;  - 
ca su habilidad para desarrollar uniones estrechas y l a  for  

mación de ampollas a l  desarrollarse sobre soportes no per-- 

meables (Quaroni eit a t . ,  1 9 7 9 ) .  Mbs aun, l a  polaridad en - 
l a  gemación v i ra l  se preserva y l a s  glicoproteín'as viraies 

se distribuyen de l a  misma manera que en las  células de ti- 

po silvestre: asimétricamente en l a  superficie, manteniendo 

l a  orientación correcta: las  glicoproteínas del FLU en mem- 

brana apical y l a  protefna G del VSV en l as  regiones basola - 
terales de l a  membrana plasmática (Green e t  a t . ,  1981) 

Asimismo, l a  completa inhibición de l a  glicosilacidn - 
por e l  tratamiento con tunicamicina o l a  retención del áci- 

, do sidl ico por l a  hemaglutinina en l a s  mutantes sensibles a 

temperatura del FLU no afectan l a  distribución polarizada - 
--- 

8 .. . - 
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de l as  glicoproteínas viralec o l a  gernacidn v i ra l  asimétri- 

ca (Green e2 al., 1981) Roth y colaboradores (1979)  encon - 
traron también que l a  tunicamicina no afecta l a  gernacidn v i  - 
ral polarizada en las  células MDCK. Por consiguiente puede 

concluirse que los carbohidratos no son componentes de l a s  

"señales" de distribución que dirigen las  glicoprotehas v i  

rales (y posiblemente protehas celulares) a l a s  regiones - -\ - - 

específicas en l a  membrana plasmdtica de l as  células epite- 

l i a l e s * - '  

. 
' I  

Además de ser glucosiladas, algunas protefnas vira- 

les que se utilizan como modelo de protefnas de membrana - 
plasmbtica, pueden sufr i r  l a  adición covalente de ácidos -- 
grasos (Lenard y Compans, 1974; Lenard, 1 9 7 8 ) ,  esto plantea 

l a  posibilidad de que l a  adición de ácidos grasos sea l a  se - 
Sal de direccionamiento. Schmidt y Schlesinger (1979,1980) 

demostraron que l a  incorporación de ácidos grasos a l a  pro- 

teína G del VSV en fibroblastos de embri6n de pollo es un - 
evento postraduccional que ocurre poco antes que l a  glico-- 

proteína adquiera sus resisuos hidrocarbonados complejos. - 
Sin embargo, estos estudios no han sido realizados en célu- 

las  polarizadas, además, se ha observado (Lenard y Cornpans, 
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1974; Lenard, 1978) que los  lfpidos virales son exactamente 

iguales a los  que componen l a  membrana de l a  célula infecta - 
da, l o  que hace pensar que sean residuos inespecfficos de - 
l a  membrana celular. 

3) El Comptejo d e  G o l g i  y ea P o ~ a ~ Ú d a c l  € p i t e l i d .  

Durante los últimos años se han acumulado eviden - 
cias da que existe un complejo trdfico intracelular de vesf - 
culas, que media e l  transporte de macromoléculas entre l a  - 
superficie celular y los  cornpartimentos intracelulares, -- 
y entre diferentes compartimentos de l a  célula. E l  comple- 

j o  de Golgi está localizado en l a  v ía  de este trdfico - 
de vesiculas y juega un papel muy importante en su regula-- 

ci6n (Farquhar, 1978;  Tartakoff, 1980;  Rothman, 1981).  Se - 
ha explorado l a  posibilidad de que exista una correlación - 
entre este organelo y l a  porlaridad. Existen dos líneas de 

evidencia que sugieren esta correlaci6n: 

i) Etchinson y colaboradores ( 1 9 7 7 ) ,  Schwarz y colabo- 

radores (1977) y Hakamura y Compans (1979)  han demstrado - 
que los glicopéptidos obtenidos a part ir  de las  proteínas - 
capsulares de los virus que geman tanto por l a  membrana api - 
cal  corno por l a  basolateral en células polarizadas, poseen 

azúcares como l a  galactosa y l a  fucosa, que son incorpora- 
.- 

É! 

i 
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das a nivel del complejo de Golgic Ada y Gottschalk (1956) , 
Klenk y colaboradores [1977 ) ,  McSharry y Wagner (1971) y -- 
Etchinson y Holland (1974)  encontraron que l a  diferencia - 
fundamental entre los dos grupos virales es l a  ausencia de 

ácido s iá l ico en l a  cápsula de los  virus que geman por l a  - 
apfcal, hecho que puede atribuirse a l a  existencia de una - 

-neuraminidasa v i ra l  (Klenk y Choppin, 1970 ;  Klenk eit a t . ,  - 1 

1 

I 
, 1970)  . 

ii) Cuando los  virus crecen en una monocapa de MDCK, - , 

l a s  glicoprotefnas de los virus que geman por l a  cara api- 

ca l  y l a  basolateral se sulfatan (Compans y Pinter, 1975;  - 
Pinter y Compans, 1975). E l  sulfato se incorpora a l  entor- 

no hidrocarbonado de las  glicoprotehas por medio de enzi- 

mas que se localizan a nivel de membranas l i sas ,  presumible - 
mente e l  complejo de Golgi (Young, 1 9 7 3 ;  Nakamura y Compans, 

19771.  

Dada l a  naturaleza polarizada del complejo de Golgi - -- 
(Beams y Kessel, 1973 ;  Whaley y Dauwalder, 1 9 7 9 ;  Morre, -- 
1977)  y su distribución asimétrica en diferentes tipos de - 
células (Cajal, 1914; Kirkman y Severinghaus, 1 9 3 8 ) ,  éste - 
parece idealmente diseñado para ser e l  s t t io  en que las  pro - 
t e h a s  de membrana sean distribuidas hacia uno u otro domi- 

nio. En este sentido es interesante mencionar l a  observacibn 
- de Farquhar (19661 de que en leucocitos los  grdnulos azure- 

-- 
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filos y neutrbfilos maduran a partir de superficies opues-- 

tas del complejo de Golgi. 

4 )  PapeL d e  .tab U n i O n e b  E4thechab y de l a s  
i ntehaccio neb C d l u L a - S u s Z h a Z o  o 

CCtu.ta-Cd.tuQa en la Potahidad. 

La localizacidn estratégica de las uniones estre-- 

chas sugiere la posibilidad de que éstas jueguen un papel - 
importante en el mantenimiento de la separacidn de los com- 

ponentes apicales y basolaterales. 

han observado la redistribucibn de marcadores apicales en - 
Pisam y Ripoche (1976) 

toda la superficie celular en células epiteliales disocia- 

das. En apoyo a las observaciones de Pisam y Ripoche, Zio- 

meck y colaboradores (1980) encontraron que algunas enzimas 

del borde en cepillo (leucina-aminopeptidasa y fosfatasa al - 
calina) se localizan en toda la superficie celular cuando - 
las  células intestinales están aisladas. 

En un intento por comprender la relacidn entre las -- 
.uniones estrechas, la adhesión al sustrato y la polaridad - 
epitelial, Rodríguez-Boulbn y colaboradores (1983a)realiza- 

ron experimentos en los que células MDCK disociadas fueron 

infectadas con algunos virus con cubierta. Después de su - 
colección con tripsina-EDTA, las células MDCK se cultivaron 

en suspensibn durante una noche para permitir la resíntesis 

de proteínas de superficie. Los resultados obtenidos por - 
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\ 

este grupo pueden resumirse en los siguientes puntos: 

Las células aisladas en suspensión presentaron gema- 

ci6n viral en toda la superficie celular, indicando 

esto la pérdida de polaridad. 

Las células adheridas, aunque aisladas, presentaron 

una polaridad correcta en la gemacidn del VSV y el - 
FLU. 

Los agrupamientos celulares en suspensión, sin inter - 
accidn con sustrato, mostraron la polaridad correcta 

en la gemacidn de ambos virus. 

Estos resultados claramente denarestran que la interac- 

cien de la superficie celular con el sustrato, as$ como con 

otras células juega un papel importante en el establecimien - 
to de la polaridad epitelial. 

Se ha especulado que la interacción con el sustrato re - 
sulta en el abastecimiento de un grupo de sitios de -adhe- 

si6n tales como los que se han descrito en algunas líneas - 
celulares epiteliales y fibroblásticas (Damsky e t  al., 1981; 

Knudsen e$ al., 1981), y que este proceso es el que dispara 

l a  segregación de protehas hacia uno u otro dominio. Su-- 

grue y Hay (1981) han propuesto la existencia de receptores 

a coldgeno en la superficie basolateral de células de epite 

l i o  de córnea. Sin embargo, Goldberg (1979) ha descrito la 

- 

presencia de dichos receptores en fibroblastos, pero no en 

células epiteliales. 
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La monocapa confluente de células MDCK, a l  igual que - 
e l  epitel io intestinal, presenta una gran concentracidn de 

actina y actinina en las  regiones cercanas a l a  unión estre - 
cha, ésta en experimentos de localización con inmunofluores - 
cencia aparece en forma de ani l lo  (Louvard, 1980;  Mezaeitd., 

1980) (F ig .  6A). Se ha propuesto (Ojakian, 1981; Martlnez- 

Palomo e2 a t . ,  1980)  que l a  incubación en un medio sin Ca +2 

o en presencia de promotores de tumores provoca un aumento 

en l a  conductividad transepitelial debida a l  desensamblaje 

de las  uniones estrechas. Meza y colaboradores (1980) en-- 

contraron que l a  incubacien de l a  monocapa confluente de -- 
MDCK en presencia de citocalasina B (pero no colchicina) --- 
provoca una calda de l a  RET (Fig. 6B) I que se acompaña de .- 

l a  fragmentacidn del ani l lo  de actina, siendo reversibles - 
ambos procesos. Por otra parte, Ojakian (1981)  observó e l . -  

. mismo efecto de l a  citocalasina B sobre l a  monocapa MDCK, - 
pero en contraste a Meza y colaboradores (19801, observó un 

._ 

efecto inhibitorio significativo de l a  colchicina y vinblas - 
tina. En investigaciones recientes, Griepp y colaboradores 

(1981) encontraron que l a  citocalasina B bloquea e l  desarro - 
110 de l a  RET pero no disminuye l a  conductividad de las  mo- 

nocapas confluentes de células MDCK. A pesar de estos resul - 
tados contradictorios, l os  datos obtenidos en estudios inmu- 

_- 
nocitológicos, de ultraestructura y electrofisioldgicos en 

- 
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Figura 6A. Patrón de distribución de los microfilamentos de actina en la 
monocapa de células MDCK. Las células fueron tratadas con Tri - 

tbn X-100, 0.5% en TGMC durante cinco minutos para permitir el paso de - 
los anticuerpos especfficos contra actina (primer anticuerpo) y anticuer - 
pos fluoresceinados (segundo anticuerpo), Los microfilamentos aparecen - 
como una red muy fina que se extiende hacia el borde de la célua y forma 
un anillo contínuo a lo largo de la superficie lateral. Magnificación: - 
1300X. (Tomada de Cereijido et d., 1980b). 

Figura 68. Efecto de la citocalasina B sobre la resistencia transepite-- 
lial de la monocapa de células MDCK. Las monocapas de células 

MDCK crecidas sobre discos de nylon recubiertos de colágeno, se coloca-- 
ron entre dos cámaras de lucita (área expuesta: 0.2 c d )  y la resisten-- 
c i a  se midió al pasar pulsos de corriente de 2 0 p A .  La resistencia del 
soporte y el medio fueron sustraídas, Los círculos llenos representan - 
el promedio de más de cuatro monocapas; los cuadrados representan el p r z  
medio de dos a cuatro monocapas. La concentracidn de citocalasina B fue 
de 5 pg/ml. La droga se agregó al tiempo O. 

Se observa una caída temporal de l a  resistencia transepitelial 
de manera que para la segunda hora de tratamiento con la droga, la resis- 
tencia ha disminuido el 80% aproximadamente. [Tomada de Meza et &., -- 
1980). 

I- 

.- 
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conjunto, sugieren que los  microfilamentos de actina están 

involucrados en l a  formación de l as  uniones estrechas en -- 
l a s  células epitel iales.  

En relación a l  papel de l a  unidn estrecha en e l  esta-- 

blecimiento de l a  polaridad epi te l ia l ,  Hoi Sangycolaborado - 
res (1980), utilizando algunas drogas que afectan l a  agrega - 
cien de las  células MDCK, como l a  citocalasina B ,  encontra- 

ron que l a  formación de l a  unión estrecha está muy relacio- 

nada a l  establecimiento de l a  polaridad en l a  distribución 

de partículas intramernbranales (IMPS) en membrana luminal y 

basolateral . A diferencia de este grupo, Rodrfguez-Bouldn 

y colaboradores (1983a) han reportado que l a  formación de -- 
l as  uniones intercelulares no es esencial en e l  estableci-- 

miento de l a  polaridad, más aun, este autor propone que 

las uniones estrechas representan una consecuencia del es-- 

tablecimiento de l a  polaridad y de l a  interaccidn célula-cé - 
- 

lu la ,  más que su causa. 

Aún no se sabe por qué l as  uniones estrechas se loca l i  - 
zan justamente en e l  lfmite entre l as  superficies epitelia- 

l e s  apical y lateral .  Es fact ib le  que esta localización re  - 
f l e j e  l a  existencia de movimientos direccionales de mate-- 

r i a l  de membrana en l a  superficie de l a  célula ep i te l ia l .  - 
Louvard (1980 )  ha mostrado que l a  aminopeptidasa puede ser 

internalizada en l as  células MDCK (una vez que l as  células 
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han sido tratadas con anticuerpos específicos) y posterior-- 

mente es reinsertada en la superficie, con la subsecuente re 

distribución en la superficie apical de la célula. 

5 )  Retacidn Entrre tos  Cambios de P m e a b i t i d a d  
Zónica d e  Membkana y t a  Potahidad. 

Desde hace dos décadas se sabe que los virus produ-- 
\ 

ten cambios en la permeabilidad de las células animales que 

infectan (Klemperet, 1960): Existen en la literatura numero- 

sas propuestas respecto a las alteraciones en los flujos de 

agua, iones, azúcares y aminodcidos que son provocadas por 

los virus (Hatanaka e t  a t . ,  1969; Isselbacher, 1972; Kalkar 

e t  a t . ,  1973: Weber, 1973; Venuta y Rubin, 1973; Fuchs y 

\ 
' 

\ 1 

I 

Gilberman, 1973: Negreanu e t  a t . ,  1974; Okada e t  a t . ,  1975; 

Pasternak y Micklem, 1973, 1974a, b; Imprain e t  a t . ,  1980). 

Ws aun, se ha propuesto que a través de estos cambios en 

la permeabilidad, y las modificaciones en la composi-- 

cien idnica del citoplasma de la célula infectada, que re- 

sultan de dichos cambios, los virus pueden forzar la maqui- 

naria de la célula a la sfntesis exclusiva de componentes 

virales (Carrasco e t  a t . ,  1976, 1978, 1980; Ferndndez-Puen- 

tes, 1980). 
' Por otra parte,Tartakoff y Vasalli (1977, 1978)y Uchida -- 
(3978) han reportado que la secreción de inmunoglobulinas de célu - 
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l a s  plasmáticas, as í  como l a  de proteínas de fibroblastos y 

macrdfagos se bloquea por e l  tratamiento de l a s  células con 

concentraciones bajas de los  ionóforos monensina y A23187.- 

Estudios de ultraestructura han mostrado que e l  tratamiento 

con monensina causa una rápida dilatación del complejo de - 
Golgi y bloquea e l  transporte de l as  proteínas secretadas - 
a l  espacio extracelular; e l  A23187 presenta efectos simila- 

res sobre e l  transporte intracelular. Estos antecedentes - 
condujeron a Schlesinger (1980) por una parte, y a Kaariai- 

nen (1980) a estudiar e l  efecto de estos iondforos sobre l a  

gemacidn v i ra l .  Ambos investigadores encontraron resulta- 

dos similares: tanto e l  A23187 como l a  monensina, bloquean 

1a.gemacibn del VSV; sin embargo, ninguno inhibe l a  sínte-- 

sis de l a  protefna G. Por otra parte, Alonso (1981) estu- 

di6 los  efectos del tratamiento con monensina en células i n  - 
fectadas con VSV o FLU, encontrando que e l  tratamiento i nh i  - 
be l a  gemación del VSV, pero no l a  del FLU. Ya hemos men-- 

cionado que los estudios de Carrasco demuestran que l a  en- 

trada de algunos virus a l a  célula huésped modifica l a  per- 

meabilidad de membrana a Na'y a 

del apagamiento de síntesis de proteínas celulares, con l a  

subsecuente síntesis preferencial de proteínas virales.  Te- 

niendo en cuenta estas dos lSneas de investigación, es ine- 

vitable plantear l a  posibilidad de que sean los cambios de 

y ésta es l a  responsable 



permeabilidad a Na+y K+los responsables del efecto observa- 

do con los ionbforos, y que las  modificaciones del aparato 

de Golgi no sean más que un efecto osmbtico secundario. Tam - 
b i h  es posible que l a  señal pa?a l a  distribucidn asimétri- 

ca de las  proteínas virales esté relacionada con los gra- 

mir y algunos organeios o vesículas. 

. 6); Ebzudiud &e la VLa Tnthacelulak de Lad 
PkoteLnuÁ Apicaees y BnsoLateaaleA . 

1 

\ Tratando de conocer los  mecanismos de polaridad, a l  - '1 
\ 

~unos  grupos de investigaei6n han optado por estudiar l a  -- 
trayectoria intracelular de uno u otro tipo de proteínas, - 
A s í ,  empleando e l  sistema modelo de las  monocapas epitelia- 

l e s  viralmente'infectadas, Rindler y colaboradores (1982), 

coinfectaron monocapas MDCK con virus de gemaci6n polariza- 
.- 

da opuesta, por medio de inmnoelectromicroscopSa y crio-- 

fractura localizaron simultáneamente l a  trayectoria intrace - 
. lu lar  de las  glicoprotefnas de cubierta v i ra l  de ambos vi-- 

tus. Los resultados parecen indicar que ambos tipos de pro - 
teínas comparten l a  misma vía  intracelular hasta e l  comple- 

jo de Golgi. 

es incierta; sin embargo, dada l a  gran cantidad de eviden-- 

c ia  sobre l a  participacidn del aparato de Golgi en l a  dis-- 

tribucidn de algunas proteínas organelares (Farquhar, 1978;  

La trayectoria de estas proteínas post-Golgi 
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Tartakoff, 1980 )  es factible que se generen diferentes vesí 

culas por este organelo con l a  capacidad de reconocer l a  re 

- 
- 

gidn apical o basolateral de l a  membrana plasmática, aunque 

esto por ahora es mera especulación. 

Un enfoque diferente a este problema es e l  de Blobel y 

Dobberstein (1975) ,  quienes han tratado de reconstruir i n  - 
I viitno pasos individuales en e l  trayecto intracelular de las  
I 
I 

proteínas, tales como l a  transferencia de las  proteínas se- 

cretorias a l  lumen del retículo endoplásmico. 

I-) RevenbibXLidad de La Potak idad  Epii teLial .  

Una vez que l a  monocapa epite l ia l  se ha formado -- 
¿que tan estable es ésta? ¿puede revertirse l a  polaridad? A 

este respecto Chambard y colaboradores (1981) y Mauchamp y 

colaboradores (1979)  mostraron que las  células epitel iales 

de tiroides pueden cambiar su polaridad de acÚerdo a las  -- 
condiciones del cultivo. Cuando se cultiva en concentracio - 
nes bajas de suero ( 0 . 5 % ) ,  las  células forman monocapas en 

cajas de Petri o estructuras císticas cuando se l es  cultiva 

en suspensión; estos quistes o vesículas presentan una -- 
orientación opuesta a l a  que se observa en e l  epitel io f o l i  

cular natural; esto es, l a  superficie apical (con las  unio- 

nes estrechas) da hacia el medio externo. E l  complejo de - 
Golgi se localiza entre e l  núcleo y l a  superficie apical. - 
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La adicidn de estimulantes de la tiroides, -o--la .incrus-- 

tacidn en un gel de colágeno hace que las células se re-- 

orienten y formen folkulos con la misma polaridad que pre- 

sentan en el epitelio natural, A h  no está claro, sin eq-- 

bargo, si otros tipos de células epiteliales muestran esta 

capacidad de revertir su polaridad. 

las de tiroides in v i v o  muestran dicha capacidad (Gillman, 

1979).  

Ni siquiera las cQlu-- 

Sin embargo, algunos organelos citopldsmicos pueden -- 
cambiar su posici6n sin invertir los rasgos de la polaridad 

superficial. Por ejemplo, durante dos perSodos distintos - 
en el desarrollo del epitelio de córnea de pollo, los que - 
se relacionan con el depdsito de matriz extracelular por -- 
abajo del epitelio, el complejo de Golgi cambia su posicibn 

de supra a infranuclear en la monocapa celular basal (Hay y 

Revel, 1969; Trelstad, 1970). Similarmente, los ameloblas- 

tos excretan esmalte de su polo basal, sólo cuando el corn-- 

plejo de Golgi ha cambiado de su posicidn apical a la basal 

CBeams y King, 1933). Los centriolos junto con los microtú 

bulos asociados a ellos cambian su posicidn intracelular -- 
junto con el complejo de Golgi (Trelstad, 1 9 7 0 ) .  

, 

.- 
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OBJETIVOS D E  ESTA T E S I S .  

Hemos mencionado a lo largo de esta introduccidn que 

las membranas epiteliales se caracterizan por su capacidad 

de generar gradientes de concentración de nutrientes y elec - 
trolitos entre el medio externo y el interno corporal. Es- 

t a  capacidad tiene una base molecular en la distribucidn - 
asímétrica de enzimas y sistemas de transporte en los dos 

dominios de membrana de la célula epitelial: apical, que - 
se relaciona con el medio externo, - y bacolateral, continuo 1 

con el medio interno y la sangre, y por consiguiente suje- 

to a modulación por medio de hormonas y otros factores re- 

guladores. Además, tiene una base estructural en la pre- 

sencia de las uniones estrechas. 

El establecimiento de líneas celulares epiteliales -- 
que preservan en cultivo la polaridad y las uniones estre- 

chas de los epitelios naturales ha permitido grandes avan- 

ces en el estudio de estos tejidos. 

de un sistema modelo para el estudio de las protefnas inte - 
Más aun, el hallazgo 

grales de membrana epitelial, que involucra la infección - 
con RNA-virus con cubierta de algunas líneas celulares epi - 
telialec, ha abierto la puerta al estudio de la polaridad 

epitelial con un enfoque bioldgico celular, 

A fin de contribuir al esclarecimiento del fendmeno - 
de distribución polarizada de proteínas en la membrana de 

- -- 
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las células epiteliales, empleando el sistema modelo de las 

células MDCK infectadas con VSV (Virus de la Estomatitis Ve - 
sicular) o con FLU (Virus de la Influenza), nos propusimos 

los siguientes: 

I )  O b j e a u o s .  

&Determinar si la entrada y/o salida de los RNA- 

Virus modifica la permeabilidad de la membrana -- 
plasmática de las células MXX. I 

b.Determinar si el. VSV, que gema por la cara basola - 
teral de las celulas MDCK, altera especrficamente 

a los sistemas de transporte polarizados que se - 
localizan en este dominio (Na+-K -ATPasa). + 

c.Deterainar si el FLU, que gema por la cara apical 

de las células MDCK, altera específicamente a los 

sistemas de transporte polarizados que se locali- 

zan en este dominio (Canal de Na ). + 

d.beterminar si los microfilamentos est& directa-- 

mente involucrados en la gemación asimétrica de - 
los RNA-virus. 
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a 

e.Determtnar si. las  unfones estrechas están directa - 
mente involucradas en l a  gemacidn asimétrica de - 
los  RNA-virus. 

. 
2 1 3u&ti&Lcucibn. 

a.tPor que estudiar l a  permeabilidad celular? 
I 

Y a  hems mencionado que algunos virus producen 
i cambios en l a  permeabilidad de las  células que infectan --- I 

CKlemperer, 19601,  I incluso hay bastante infonnacidn acerca 

de l a s  alteraciones específicas que producen estos virus en 

los f lu jos  de algunos compuestos (Hatanaka e t  a&, 1 9 6 9 ;  Is- 

selbacher, 1972 ;  Kalkar e t  u t . ,  1 9 7 3 ;  Weber, 1973 ;  Venuta y 

I I 

I 

1 

\ 

\ 

Rubfn, 1 9 7 3 ;  Fuchs y Gilberman, 1 9 7 3 ;  Negreanu e t  ~ 1 . ~ 1 9 7 4 ;  

Okada e t  u t . ,  1975; Pasternak y Micklem, 1973, 1974a, b; I m  - 
prain e t  a t . ,  1 9 8 0 ) .  Se ha propuesto que a través de estos 

cambios en permeabilidad y l as  consiguientes modificaciones 

de l a  composicidn idnica del citoplasma, los virus pueden - 
forzar l a  maquinaria celular a l a  sfntesfs exclusiva de corn - 
ponentes virales (Carrasco e t  a t . ,  1976,  1 9 7 ,  1980 ;  Fernh- 

dez=Puentes,19802. Por otra parte, algunos autores han des- 

crfto que l a  secrecidn de algunas proternas, como inmunoglo - 
bulinas o glicoproteínas vizales, se ve bloqueada por e l  -- 
tratamiento con ionóforos como l a  monensina y e l  A23187(Tar - 
takoff y Vasal l i  1 9 7 7 ,  1 9 7 8 ;  y Uchida, 1 9 7 9 ;  Johnson y --- 



I 

'8 

1 

\1 -49- 

b 

cos transmembranales, Asimismo, en la célula infectada se 

bería ser particularmente marcada en la región de la membra - 
na por donde está gemando el virus, 

Para llevar a cabo el objetivo (a) se examinaron los - 
siguientes puntos: la formación de ampollas, resistencia -- 
transepitelial de la monocapa, el potencial y la resisten-- 

cfa eléctrica a traves de membrana en monocapas de células 

MDCK infectadas con FLU Cun virus que gema por la membrana 

apfcal de estas células) o VSV (un virus que gema por la -- 
membrana basolateral de las células MDCK), Si estos virus 

modificaran la permeabilidad celular, estos estudios en con - 
juhto nos permitirían determinar si los efectos observados 

se deben a cambios de permeabilidad en la membrana celular 

'o a la capacidad de sellado de las uniones estrechas. 

I_ I -I- ~ e:\ ~- 
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b.LPor qué estudiar las permeabilidades espedficas a 

\ Na+ y K+ en las células infectadas con FLU o con VSV? 
I 

En tubulo distal de riñdn de mamífero, la membrana lu- 

minal (apical) de una célula epitelial es muy permeable al 

N Z ~  y muy poco permeable ai K+, en tanto que la contralumi- 

nal (basolateral) tiene una alta permeabilidad al K y es - 
. impermeable al Na ; en esta membrana existe un mecanismo de 

transporte activo que extruye iones Na'de las células, in-- 

+ 
+ 

+ 

tercambibdoios por fones K+; en cambio, ia membrana luminal 

carece de bombas (Koefoed-Johnsen y üssing, 1958). La U-- 

nea celular MDCK tiene estas mismas propiedades, es decir, 

que los mecanismos de transporte de Na+ y K e s t a  distri- 

buidos asimétricamente en la membrana plasmática de estas - 
células (Cereijido e t  a b . ,  1980al Esto nos hizo preguntar- 

nos si el FLU, que gema por membrana apical en las células 

MDCK, modifica exclusivamente la permeabilidad al Na (ya - 
que el canal de Na+ se localiza justamente en esa membrana) 

y el VSV, que gema por la membrana basolateral modifica ex- 

clusivamente la permeabilidad al K+ (puesto que la bomba de 

+ 

+ 

\ 

+ K se localiza específicamente en dicha membrana). Serfa PO - 
sible, pensamos, que al modificarse específicamente la per- 

meabilidad a uno de estos iones por la infección con un vi- 

rus de gemacidn apical o uno de gemación basolateral, dicho 

cambio fuera el "distintivo" que trajera como consecuencia - 
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l a  Lnsercibn de l a s  proteinas virales asimétricamente en l a  

membrana. Adeds es interesante analizar s i  l a  inserción - 
de una proteha v i ra l  en un determinado dominio constriñe - 
a los  componentes ya presentes en éste, de t a l  manera que - 
su funcionamiento se vea alterado. 

Para l levar  a cabo los  objetivos (b) y (c) I examinamos 

los  f lu jos  unidireccionales de Na en monocapas de c6- 

lu las  MDCK infectadas con FLU o VSV, una hora despuds de l a  

I infección y cinco horas postinfección (tiempo en e l  que l a  

+ -l. 
y K 

gemacidn de estos virus se l leva a cabo). 

c.¿Por qué estudiar e l  papel de los  microfilamentos en 

l a  gemación basolateral del VSV? 

E l  citoesqueleto, en particular e l  sistema de microtb- 

bulos/microfilamentos parece ser responsable de un gran nú- 

.mero de fendmenos de superficie celular asociados con l a  -- 
distribución topográfica de los componentes de membrana (Ni - 
colson, 1976 ) .  As$ l o  prueban los  hallazgos de varios auto - 
res: Albertini y Clark (1975) encontraron que existe una r e  - 
lacidn entre microtdbulos y receptores de Superficie a con- 

canavalina A en cultivos primarios de celulas de granulosa 

de ovario de conejo: Gabbiani (19771 demostrd que la unión 

de concanavalina A a l a  superficie de células neopldsicas y 

embrionarias produce disociacibn de los  filamentos de acti- 

na y que los receptores de concanavalina A se acumulan a l  - 

1 
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igual que l a  actina en un polo de l a  célula; Koch (1978) -- 
evidenció que una exoproteína, e l  antígeno H-2 de histocom- 

patibilidad, está asociada a actina. Algunos autores han - 
sugerido t a m b i b  que los  microfilamentos son necesarios en 

e l  ensamblaje o gemacidn de. los virus con envoltura; en apo - 
yo a esto, Damsky y colaboradores (1977) y W a n g  y co - 
laboradores (19771,  han dncontrado actina asociada a l  virus 

del tumor mamario de ratón. S in  embargo, Gri f f in y Compans 

(1979) encontraron que l a  citocalasina B no perjudica e l  en - 
samblaje de las  proteínas del virus de l a  influenza. Por - 
último, Lenk y colaboradores (1977) y Lenk y Penman (19791,  

han descrito que l a  mayoría de los polisomas activos, es- 

tructuras en las  que se sintetizan las protefnas, se en-- 

cuentran asociados a microfilamentos. Toda esta :informa- 

cibn hace pensar que los microfilamentos pueden jugar un - 
papel importante en l a  ubicación asirnétrica de las protef-- 

nas integrales en l a  membrana plasmática de las  células epi - 
te l ia les .  

Para cumplir con e l  objetivo (d) examinamos s i  las ge- 

macibn asimétrica del VSV en las células MDCK se modificaba 
I 

cuando las células eran tratadas con una droga que inhibe - 
l a  polimerizacibn de l a  actina, l a  citocalasina B. 

i 
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d.&Por qué estudiar el papel de l a  unibn estrecha en - 
la gemacidn asimétrica del VSV? 

El papel de la unión estrecha en el establecimiento de 

l a  polaridad epitelial ya ha sido estudiada por varios gru- 

pos de trabajo; sin embargo, los datos que se han descrito 

son contradictorios: Hoi Sang y colaboradores ( 1 9 8 0 ) ,  utili - 
zando algunas drogas que afectan la agregaci6n de las célu- 

lás MDCK, como la citocalasina B, encontraron que la fonna- 

cidn de la uni6n estrecha estd muy relacionada al estableci - 
miento de la polaridad en la distribución de partículas in- 

tramembranales (IMPS) en membrana luminal y contraluminal. 

A diferencia de este grupo, Rodrfguez-Boulbn y colaborado-- 

res C1983a)han descrito que la presencia de uniones estre-- 

cñas htegras no es esencial para la expresión de la polari - 
dad epitelial. ACin no se sabe por qué las uniones estre-- 

chas se localizan justamente en el límite entre las superfi - 
ciss apical y lateral, nos preguntarnos si la unión estrecha 

es la responsable del mantenimiento de la polaridad epite-- 

lfal . 
Para cumplir con el último objetivo (e), analizamos si 

la gemación basolateral d e l  VSV en las células MDCK se alte - 
ra por el tratamiento con una droga que abre las uniones es - 
trechas, el EGTA. 

. __ 
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CULTIVO CELULAR. 

I )  C u U i v o  Mas i v o  de C M u & a ¿  M1)CK. 

La línea celular MDCK que se ut i l i za  fue obtenida - 
inicialmente de l a  American Type Culture Collection CMDCK, 

CCL-34, Madin & Darby, 1958).  En l a  mayorfa de los  experi- 

mentos l as  celulas se encontraban entre los pasajes 75-79. 

Las células se hicieron crecer a 37OC en 1 0 0  ml de Medio -- 
Esencial Msnimo Completo de Eagle (DMEM) con sales de Dulbe - 
CCO, suplementadó con 100 U/mi de penicilina, 100  pg/ml de 

estreptomicxna, 1 U/ml de insulina y 1 0 %  de suero de terne- 

r a  (CDMEM) en botellas roládoras de 490 cm2 (Corning Tissue 

Culture Roller Flask 25130) en una atmósfera de a i re  5% C02. 

Se colectaron con tripsina-EDTA y e l  medio conteniendo l as  

células de l a  monocapa se centrifugó a 500 g durante 1-2 m i  - 
nutos; l a  past i l la  [ las células) se resuspendió en CDMEM - 
hasta l a  densidad deseada y se contaron en una cámara de -- 

I 

' 
\ 

Neubauer. A menos que se indique l o  contrario, l a s  células 

fueron sembradas a confluencia. 

2 )  La Monocapa d e  CétuLah MUCK Ve¿ahJioClada 
S o b h e  un Saponite Pehmeab le  y T &anh t üc i do .  

a.  Preparación d e l  Soporte. -  Se cortan discos de - 
1 a 1.4 cm de diámetro de una te la  de nylon con una abertu- 

9 r a  de 103  pm. Estos discos se lavan sonicándoios primera-- 

. __ Q 
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mente en acetona durante 5-10 minutos y colocándolos des-- 

pues en agua destilada en ebullición 5 minutos: se dejan en 
'\ 

etanol a l  9 6 %  antes de ser recubiertos con colbqeno, duran- 

te 4 0  minutos. E l  coldgeno se prepara s e g h  una modifica-- 

cidn del método de Bornstein (1973), brevemente, los  tendo- 

nes de l a  cola de rata se disectan, se enjuagan en una solu - 
cidn salina, se cortan en pedazos y se dejan disolver en so - 
lución de ácido acético a l  2 %  a 4 O C .  La solución de colágg 

no se centrifuga a 2 000 g dilrsrnte una hora para ret i rar  e l  

rl 

material insoluble. E l  sobrenadante se dia l iza contra agua 

destilada a 4OC y se diluye a preparar una solución de con- 

centración aproximada de 5-10 mg/ml. La solución de colágg 

no a s í  preparada puede guardarse en e l  refrigerador a 4OC - 
hasta tres meses. Los discos se barnizan con esta solución 

de coldgeno, se exponen a vapores de amonio por 4 minutos y 

se colocan en una solución de glutaraldehsdo a l  4 %  durante 

1-3 horas, l o  que promueve e l  entrecruzamiento de las, f i -  

bras. Después de lavar enérgicamente en solución salina -- 
(PBS) estér i l ,  los discos se esterilizan por exposición a - 
U.V. durante 1.5-3 horas y se almacenan en solución salina 

a 4OC hasta que se necesiten. 

Estos discos son permeables, f lexib les  y translbcidos, 

l o  que f ac i l i t a  e l  manejo y montaje de l a  preparación para 

estudios electrices y mediciones de f lu jos ,  y para seguir - 
- 
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l a  formación de l a  monocapa celular por microscopfa de fase 

para determinar su continuidad, además de que permite l a  -- 
inyección de corriente eléctrica para e l  estudio de l a  re-- 

sistencia membranal (Fig. 7 ) .  

b .  Desarrollo de l a  Monocapa Sobre este Soporte.- Cada 

disco se colocó en un pozo de 1 6  mm de d i b e t r o  de una mul- 

ticbmara de plástico de 24 pozos (Limbro Chemical, New Ha-- 

ven, Conn., USA),  A cada disco en cada pozo se adicionó $1 

.ml de una suspensión de celulas MDCK en CDMEM a una densi-- 

dad aproximada de 2x10’ células/cm2, Después de incubar du - 
rante 90 minutos a 37OC en una atmósfera de aire-5% COZ, -- 
con humedad constante para permitir l a  adhesión de l a s  célu - 

! 

\ 
\ \ 

las a l  soporte, los  discos entonces se transfirieron a otra 

multicbnara conteniendo CDMEM fresco, 

\ 

31 La Monocapa VebathoUada Sobhe un Soponte 
, No Pe/rrneaLbte, 

a.  La Monocapa De sa r r o l l a da  Sobre u n a s o p o r t e  de V i -  

drio.- Para los experimentos de inmunofluorescencia, las  cé - 
lu las  ya en suspensibn a l a  densidad deseada, colectadas co - 
mo se indicd antériomenfe (Pág. 5 6 ) ,  se sembraron sobre cu - 
breobjetos de vidrio de 12 mm de diámetro (Propper, Bloom-- 

f i e ld ,  N-J.) que hablan sido previamente esterilizados en - 
e l  autoclave. Para e i . 0 ,  los cubreobjetos estéri les se co- 

locaron cada uno en un pozo de una multichara de 24,  A c a - .  
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Fi'gura 7. 

para las monocapas de cdlulas en cultivo. 
dradas de I05 1-\ por lado. 

Microscopía electrónica de barrido de un disco de nylon u-- 
bierto por coldgeno del tipo utilizado como soporte sólido - 

La malla tiene ventanas cua- 

(Cortesía del Or. Marcel ¡no Cereij ido). 
Magni f i cacidn 46X. 
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b 

da pozo se agregó 1 ml de la suspensión de células y se in- 

cub6 la multicdmara a 37OC en una atmósfera de aire-5% C02 

con humedad constante durante 90 minutos. Pasado este tiem - 
po, los cubreobjetos se transfLrieron a otra multicámara -- 
con CDMEM fresco, con objeto de que las células que no se - 
habáin adherido quedaran en la primera, la cual se desecha. 

- Para los experimentos de mediciones eléctricas con mi- 

\ . croelectrodos, las células se crecieron sobre cubreobjetos 
1 

de vidrio estériles recubiertos de colágeno, tal como se -- 
describid para los discos de nylon (Pág. 56) con el fin de 

i 

\ que al penetrar en las células el microelectrodo, éste no - \ 

se rompiera si acaso tocara la superficie del soporte, 

b.- La Monocapa Desarrollada Sobre un Soporte de P1á.s- 

t i co . -  Los experimentos de flujos de iones con radioisóto- 

pos se realizaron con monocapas desarrolladas en cajas de - 
Petri de plástico de 35 mm de dibnetro (Limbro Chemical, -- 
New Haven, Conn., USA). Los de análisis de contenido ióni- 

co en multicámaras de 24 pozos (Limbro Chemical, New Haven, 

Conn., USA) y el análisis de la formación de 'apollas en mo - 
nocapas infectadas en multicámaras de 96 pozos con fondo -- 
plano (Limbro Chemical, New Haven, Conn., USA). En todos es 

tos casos, las células en suspensión a la densidad deseada 

( I O 5  cel/cm2) se dejaron adherir al soporte durante 90 minu - 
tos, pasado este tiempo, se retiró el medio y se sustituyó 

por medio fresco. .- - 



-61- 014830 

\ .  

4 )  C u l t i v o  de C&lula¿  VehO. 

La línea celular Ver0 (African Green Monkey Kidney 

Cells) fue obtenida de la American Type Culture Collection 

(Vero, ATCC, CCL 811, se utilizó tanto en la producción co- 

rn en la titulación por ensayo de placa del virus de la Es- 

tamatitis Vesicular (VSV). Aunque dicho virus se decarro-- 

lla bien en las células MDCK, la infectividad del VSV en -- 
las  células Vero es mayor, por lo que se utilizaron éstas. 

Estas células se cultivan y cosechan de la misma forma des- 

crita para las MDCK (Pág. 5 6 ) .  

CULT I V O  V I  R A L .  

Toda manipulacidn viral se llevó a cabo bajo las condi - 
cienes normales de esterilidad usuales para el cultivo de - 
tejidos. El material contaminado desechado se colocó en re - 
cipientes separados y fue autoclaveado. (Los virus fueron - 
inicialmente proporcionados por el Dr. E. Rodríguez-Boulán, 

\ 

Department of Pathology, State University of New York, -- 
Brooklyn, New York) 

I )  Vihuá de &a E ¿ t o m a t i t i ¿  Ve&icu&ah ( V S V )  . 
Monocapas confluentes de células Ver0 crecidas en - 

-I botellas Falcon de plástico de 75 cm2 (T-75) o 150 cm2 -- 
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(T-150) se inocularon con VSV suspendido en 2 ml (T-75) o - 
en 5 m l  (T-150) de DMEM conteniendo 2% de suero feta l  de -- 
ternera (FCS) (GIBCO G-29), a una multiplicidad de infec-- 

cien (MOI) de 0.01-0.1 unidades formadoras de placa/célula 

(PFU/CEL). Las botellas as í  inoculadas se incuban a 37OC 

una hora, durante este tiempo de incubación se agitan lige- 

ramente cada 15 minutos, maximizando a s í  l a  adsorción v i ra l  

a l a  monocapa. En l as  botellas inoculadas se reemplaza en- 

tonces e l  medio por DMEM-2% FCS fresco (10 rn l  para l a  bote- 

l l a  T-75 y 20  m l  para l a  T-150) y los  cultivos se incuban - 
nuevamente hasta que e l  efecto citopdtico v i ra l  inducido es 

lndximo (por l o  general a las  24-36 horas). E l  medio se co- 

lecta, retirando los  restos celulares por centrifugación a 

2 O00 rpm durante 15 minutos en una centrífuga cl ínica,  l a  

suspensión v i ra l  se fracciona en alícuotas de 50 a 100 pl, 

las  que se almacenan a - 7 O O C .  Posteriormente, se determina 

e l  tStulo v i ra l  por ensayo de placa, previa descongelación 

de una alícuota del virus almacenado. 

2 )  Viaub de t u  Tn$ luenzu  ( F L U ) .  

E l  procedimiento es esencialmente igual a l  descrito 

para e l  VSV, excepto por e l  uso de células MDCK, que costie 

nen e l  crecimiento de este virus mucho mejor que l as  célu- 

l a s  Vero, y por l a  sustitución de albúmina sérica bovina -- 

- 
_-  

- -  

. . . .. . . - .. - . - . . . __ . . .. .. . .  
e . .  .. '. 
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I 

(BSA) (Sigma Chemical Co., S t .  Louis, Mo.) a l  0 .2% en DViM, 

en lugar del FCS en e l  medio de inoculación e incubacibn. 

3 )  Titutación de V ~ U A .  . 
a .  Hemag1utinaciÓn.- E l  virus de l a  influenza, dado 

que posee una hemaglutinina, puede sertitulado por e l  ensa- 

yo de hemaglutinacibn, e l  cual aunque no es tan cuantitati- 
4 

vo como los ensayos de infectividad, provee una estimacidn 

rápida de l a  cantidad de l a  produccibn v i ra l .  
I 

f 
I 

I 

Para l l eva r  a cabo este ensayo, se empleb sangre huma- 

, na tipo "O" Rh+. Los eritrocitos se preparan agregando a - ,  \ 

l a  sangre extra€da citrato de Na a l  3.8% (previamente f i l - -  

trado: una parte por cada nueve de sangre), lavándolos tres 

veces con amortiguador de fosfato salino (PBS) (GIBCO K-131, 

centrifugando cada vez durante 15 minutos a 500 rpm. A l  tér  - 
mino de los 'lavados, los  eritrocitos se suspenden a l  2 %  en 

PBS a 4 O C .  Por otra parte, se preparan por duplicado dilu- 

ciones seriales 1 : 2  de l a  muestra v i ra l  en PBS a 4OC en una 

multicdmara de 96  pozos con fondo en "U" (Limbro Chemical - 
Co., New Haven, Conn.), utilizando 50 pl/pozo, dejando sin 

virus e l  primer pozo como control. A cada pozo se agregan 

50 pi. de l a  suspensibn de eritrocitos y l a  multicdmara se - 
incuba a 4°C durante 90  minutos. E l  t í tu lo  de hemaglutina- 

cidn es l a  dilucidn v i ra l  más a l ta  que da hemaglutinacidn - 
--_  
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positiva; los  pozos con hemaglutinación positiva aparecen - 
homogéneamente rosados y los  negativos presentan un botbn - 
característico en e l  fondo ( F i j .  8 ) .  

E l  t í tu lo  de hemaglutinación se expresa como unidades 

hemaglutinantes/ml (HAU/ml) a l  multiplicar e l  inverso de l a  

dilucibn positiva más a l ta  por e l  factor volumétrico 20 -- 
(I O00 p1/50 ~1). Las monocapas MDCK infectadas con FLU -- 
dieron por l o  general, t í tulos  por arriba de 1:256 ( 5  120  - 
€IAü/ml); cuando l a  muestra v i ra l  daba este t í tulo,  se hacía 

un ensayo de placa; s i  era menor, se l e  descartaba. 

b. Ensayo de P l a c a .  Este ensayo se l leva a cabo sobre 

monocapas de células MDCK en e l  caso de l a  titulacion de v i  - 
rus de l a  influenza, o sobre monocapas de células Ver0 para 

t i tu lar  VSV crecidas sobre cajas de Petri de 60 xnm de diáme - 
tro (Limbro Chemical Co., New Haven, Conn.). Se preparan - 
diluciones 1:lO de l a  muestra v i ra l  hasta l a  de lo-* en -- 
DMEM suplementado con 2 %  FCS y 100 pg/ml DEAE-Daxtrán (Sig- 

ma Chemical Co., S t .  Louis Mo.) ( s i  se t i tu la  VSV) o 0 . 2 %  - 
\ 

BSA (FLU) y se inoculan las  monocapas (por dupliczido) con - 
0 .4  m l  de cada dilución (lo-' en lo-' es un rango adecuado, 

aunque, desde luego, depende de l a  cantidad de virus ) .  Las 

monocapas se incuban con el indculo durante una hora a 37OC 

con l igera agitación cada 

cubación, a cada monocapa 

_ _  6 

1 5  minutos. A l  término de l a  in- 

- se agregan 5 m l  de DMEM-Agar 1% - 
-*- 
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Flguta 8. TitulaciGn del virus de la influenza por hemaglutinación. La 
titulación se muestra por duplicado. En doce pozos se ponen 

diluciones progresivas del virus 3 titular y se observa hasta qué dilu- 
ct6n hubo hemaglutinación. Puede verse que en el octavo pozo [dilución 
1:256) aún no se observa el boton caracteristico de la ausencia de hem5 
glutinacion, mismo botÓ,i que se observa en el siguiente pozo. El título 
fue de 5120 HAU/ml, este valor hace recomendable el ensayo de placa de 
este caso. 
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(Noble Agar, Difco Laboratories, Detroit, Michigan) suple-- 

i mentado con 2 %  de suero f e ta l  de ternera en e l  caso del VSV 

y DMEM-Agar 1% suplementado con 10 pg/nl de tripsina (Sigma 

Chemical Co., S t .  Louis Mo.) y 1 0 0  ug/ml de DEAE-Dextrdn en 

e l  caso del virus de l a  influenza. E l  agar se deja solidi-  

f icar  a temperatura ambiente (en e l  interior de l a  campana 

para evitar contaminación) y entonces l as  cajas se invier- 

ten sobre una charola y se incuban a 3 7 O C .  Dos dfas después, 

por l o  general, las  placas se han formado en uno u otro ca- 

so (VSV o FLU) .  Las monocapas se f i j an  con formaldehSdo -- 
3.7% + NaCl 0.8% en PBS, durante 10 a 15 minutos y e l  agar 

se desprende cuidadosamente con una espdtula para teñir las  

monocapas con violeta cr is ta l  (Merck) a l  1% en etanol a l  - 
20%.  

20 a 100 placas por caja de Petri :  este ndmero, multiplica- 

do por 2 .5  (factor volmétrico que resulta de 1 m1/0.4 m i ) ,  

Las placas se cuentan en l a  dilución v i ra l  que da de 

y por l a  diluci6n os da e l  t í tulo v i ra l  en unidades formado - 
ras de placa/ml (PFU/ml). Por ejemplo, s i  a l  t i tu lar  VSV, 

en l a  dilucidn (por duplicado) se contaron 69 y 7 1  p la  - 
cas, se habrSa obtenido un t í tu lo  de 1.7 x l o 8  PFU/ml (Fig.  

9) 
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L 

Figura 9. * Ensayo de placa del VSV. La infecttvidad del VSV se tituló - 
Se muestra el ensayo a los -- 

dos días de infección con una dilución lo". Las células se fijaron -- 
con formaldehído 3.7% y tiñeron con violeta cristal. Se contaron 57 -- 
placas, lo que corresponde a un tÍtulo de 1.4 x lo' PFU/ml, 

en monocapas de células VERO, 
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INFECCION VIRAL. 

Las monocapas confluentes de células MDCK se inoculan 

con una MOI de 10 a 20 PFU/cel durante 1 hora a 37OC, en -- 
DMEM conteniendo 100 pg/ml de DEAE-Dextrbn (VSV) o simple-- 

mente DMEM (FLU). Se utiliza el volumen mínimo para cubrir 

l a  monocapa (0.05, 0.2 6 0.4 ml, respectivamente, para PO-- 

20s de 7 m, 15 mm y cajas de 35 mm de diámetro). La adi-- 

cidn de DEAE-Dextrán aumenta la infectividad del VSV en las 

células MDCK (por lo general de 10 a 100 veces más bajo que 

en las células Vero) a niveles ligeramente inferidres (2 a 

5 veces) que los obtenidos en celulas Vero. Después de la 

inoculación, se reemplazd el inóculo por DMEM con 2% FCS -- 
(VSV) , o por DMEM con 0.2% BSA (FLU) . En cualquiera de los 

I 

. casos, las monocapas permanecieron con estos medios a 37OC 

el tiempo especificado en cada experimento. 

LOCALtZAClON DE PROTEINAS DE SUPERFICIE 

POR INMUNOFLUORESCENCIA. 

t )  Tkatarniento y T i n c i d n  de t a  Monocapa. 

Las células MDCK fueron sembradas sobre cubreobje-- 

tos de vidrio de 12 mm de diámetro (previamente esteriliza- 

dos) colocados en los pozos de una multicbnara de 2 4 ,  a una 

densidad de lo5 células/cm2. A los 2 6 3 días de sembradas 

--- 

o 
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las cÉtlulas se infect6 con VSV a una NO1 de 10 PFU/cel (Ver 

Infeccidn Vira l ,  pág. 6 8 ) .  La monocapa se mantuvo en 1 ml 

de medio ( D m 1  + FCS 2%)  con citocalasina B (Sigma) 5 vg/ml 

a 37OC durante 1, 1.5 6 2 horas. Justo antes de ser f i jada,  

la monocapa se lavd dos veces con PBS-Ca y se incub6 con 1 

. 

mL de EGTA 2 mM en PBS durante tres minutos a temperatura - 
ambiente, con e l  f i n  de hacer accesibles a los  anticuerpos 

aquellas proteínas localizadas en l a  superficie basolateral. 

Pasados los tres’minutos de incubacibn, l a  monocapa se lavd 

\ nuevamente dos veces en PBS-Ca y se f i j ó  inmediatamente con 

1 ml de formaldehído 3 . 7 %  en PBS-Ca a 4 O C  durante 10 minu-‘ 

tos. Una vez f i jadas,  l a s  monocapas fueron trasladadas cui - 
dadosamente con unas pinzas a otra multicámara que tenía 1 

\ 

ml de PBS-Ca/pozo, donde permanecieron durante una noche en 

refrigeración a 4 O C .  A l  día siguiente, las  monocapas se l a  - 
varon tres veces con PBS-Ca f r í o  y se incubaron con NH4C1 - 
50 mM en PBS, durante 1 0  minutos, con e l  f i n  de disminuir - 
los grupos aldehído que hubiesen quedado l ibres .  Las monoca - 
pas se lavaron entonces con PBS-Ca conteniendo 0.2% gelati-  

na (PBS-Ca G) a 4 O C ,  dos veces, durante cinco minutos cada 

vez. Los cubreobjetos se colocaron invertidos, es decir,  - 
quedando l a  monocapa en contacto con 50 u1 del primer anti- 

cuerpo (Sheep anti VSV)(Este anticuerpo fue proporcionado - 
1 amablemente por e l  D r .  Enrique Rodrfguez-Boulh, Department 

-- 
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of Pathology, State University of New York, Brooklyn, N.Y.) 

a una concentraci6n de 50 a 100 pg/ml en PBS-Ca G, Se uti- 

1526 IgG normal de carnero para las muestras control. Las - 
monocapas se incubaron con el respectivo anticuerpo durante 

30 a 45 minutos a temperatura ambiente en ambiente húmedo. 

Los cubreobjetos se pusieron nuevamente en una multicdmara 

y se lavaron con PBS-Ca G cuatro veces durante cinco minu-- 

tos. Las monocapas se incubaron entonces con el segundo an - 
ticuerpo (Rabbit anti Sheep, fluoresceinado) (Cappel Labora - 
tories, Cochraneville, Pa.) diluido 1:25-1:50, como se des- 

e 

cribid para el primer anticuerpo, A partir de este momento, 

en adelante se evit6 la exposición de lasmnocapas a la luz. 

Las monocapas se lavaron con PBS-Ca G cuatro veces durante 

cinco minutos y una vez con PBS. Por último, cada cubreob- 

jeto fue tomado cuidadosamente con las pinzas y sumergido - 
varias veces en agua destilada y se montd en glicerol-PBS - 
9:l. Las preparaciones se sellaron con barniz de uñas y se 

les dejó a 4OC hasta su observación al dfa siguiente en el 

microscopio de fluorescencia. 

21 Micha¿copXa y FoZoghabLa de l a h  Monocapah Teñ¿dab.  

Las monocapas fueron observadas en un microscopio - 
Zeiss de fluorescencia, bajo luz U.V., con el objetivo de - 
inmersidn 63/1.4, utilizando un filtro para epifluorescen-- 

t 
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cia (490-520 nm). Las imágenes observadas en el microsco-- 

pi0 fueron grabadas con una cámara de video (MIT Silicon -- 
Image Intensified Video Camera), conectada a un monitor de 

televisión (Ikegami Bol W Monitbr TV Set) y a una video gra 

badora (Panasonic Video Recorder, Mod. 8030) (Fig. 10) . 
- 

Las fotografías fueron tomadas de la pantalla del tele 

vjlsor con una cámara Polaroid (CU-5 Land Camera Polaroid -- 
Corp. Cambridge, Mass.). 

- 

\ 

I 
5 

' MEDICIONES ELECTRICAS. '\ 

11 Medición de  e a  Rehiatencia T&anbep i t e l ia t  
de la Monocapa IndecXada. 

El disco recubierto de coldgeno sobre el que se de- 

sarrolló la monocapa se coloca como una hoja entre dos cdma 

ras de lucita (con un volumen de 1 ml cada una), siendo el 

área expuesta de 0.229 cm2. La diferencia de potencial -- 
eléctrico entre las dos cámaras se midió con electrodos de 

- 

Ag/AgC12, los cuales estaban conectados a un electrómetro - 
(Keithley 6008,  Keithley Instruments Inc., Cleveland, Ohio). 

En estos experimentos la solución en ambas cámaras fue --- 
CDMEM; la diferencia de potencial entre los electrodos an-- 

tes de iniciar el experimento era si- = 0.2 mV, esto se 

checd rutinariamente, sumergiendo ambos electrodos en una - 
misma cámara a una distancia uno de otro igual a la que se 
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Figura 10, Disposición y conexiones del equipo para las observaciones 
de inmunofluorescencia. 



-73- 

encontraban en las charas de lucita. Se grab8 la deflec- 

ci6n de voltaje producida por el paso de una corriente de - 
20 PA cm . En todos los valores de resistencia calculados 

se substrajo la contribucidn de los electrodos, la solucián 

y el disco recubierto de coldgeno sin la monocapa. 

-2 

La resistencia se calculd a partir de la Ley de Ohm, - 
siendo conocidos el potencial transepitelial (V) y la co- 

rriente aplicada (I) : 

R = Vi1 A 

donde : 

R = resistencia transepitelial (RET) 

A = área expuesta 

2 )  Medicidn de l a 4  Paopiedadeh ELécithicas 
in.tnaceLu&aaeb con M i c a o e l e c t m d o b  . 
Las mediciones con rnicroelectrodos se llevaron a ca - 

bo en monocapas desarrolladas sobre cubreobjetos de vidrio 

recubiertos de coldgeno a la luz de un microscopio de con-- 

traste de fases (Leitz). Las mediciones se hicieron con mo- 

nocapas infectadas con VSV o FLU una hora postinfeccián y - 
cinco horas poctinfeccibn. 

lulas era DMEM. Los experimentos se llevaron a cabo a 37OC; 

La solución que bañaba a las cé 

la temperatura del baño se control6 electrónicamente y se - 
mnitoreó con una termocopla (YSI Telethermometer) colocada 
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cerca del  cubreobjetos. Para evitar l a  evaporación, e l  me- 
\ dio fue cubierto con una f ina capa de aceite (Cannon instru - 

ments, Co.) . Los microelectrodos fueron fabricados en un - 
estirador de dos etapas (Brown Flaming, Sutter Instruments, 

Co.) con tubos capilares de f i b ra  de vidrio de borosilicato 

(Hilgenberg, OD 1.0 mm; I D  0 .5  mm), éstos fueron llenados - 
con KC1 3 M o acetato oe potasio 4 M. En l a  mayorfa de los  

casos se utilizaron rnicroelectrodos con resistencia de 1 0 0  
. 

a 150 Ma, los cuales daban penetraciones estables y mostra- 

ban poca rectificación con l as  corrientes que se utilizaron 

( ~ 0 . 5  PA) .  Los rnicroelectrodos se conectaron a amplificado 

res de a l ta  impedancia ( W I  KS 700), los cuales permitían - 
registrar e l  potencial de membrana e inyectar corriente si -  

multáneamente a través de un circuito de puente. La corrien 

te inyectada fue registrada vía un convertidor de corriente- 

voltaje (Analog Devices 52)  con 100  MR en e l  circuito de r e  

troalirnentación negativa, asf 1 rnV = 0 .01  nA. E l  bañose - 

- 

- 

- 

conectó a t ierra  vía un alambre de plata, e l  cual estaba co 

nectado a l a  entrada negativa del convertidor corriente-vol 

ta je .  

- 
- 

Antes de l a  penetracibn, e l  circuito de puente fue -- 
ajustado cuidadosamente, dando pulsos de corriente de 0 . 1  a 

1 .0  nA. Los rnicroelectrodos que mostraban gran rectifica-- 

cidn fueron descartados 
- 

en este punto. En algunas ocasio-- 
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nes, cuando l a  celula era penetrada, se hacía necesario un 

l igero ajuste del balance y e l  punto nulo podía determinar- 

se debido a que l a  constante de tiempo de l a  membrana era - 
relativamente grande en comparación con l a  constante de --- 
tiempo del circuito de registro, Este procedimiento podía - 
l levarse a cabo dptimamente ajustando l a  - compensacidn de l a  

capacidad negativa justo antes de l a  oscilacibn. 

e l  punto nulo fue rechecado despugs de l a  salida del micro7 

electrodo de las,,células. Se dieron pulsos cuadrados de co - 
rriente de amplitudes crecientes para obtener l a  relación - 
de corriente/voltaje, 

Más aún, 
1 

\ 

\ 
\ 

\ 

MEDlClOW DE FLUJOS IONICOS EN MONOCAPAS INFECTADAS. 

. Se hizo un análisis de los f lu jos  de Na+y K'en monoca- 

pas infectadas con VSV o con FLU, a dos tiempos de l a  infec - 
ci6n, correspondientes a l a  etapa temprana de entrada v i ra l  

a l a  célula (una hora postinfeccibn) y a l a  etapa tardía de 

gemacidn activa del virus (cinco horas postinfeccibn) . 
Se analizaron tanto e l  e f lu jo  de Na'como e l  inf lujo de 

+ K . ,  A continuación se describe e l  procedimiento seguido en 

\ 

estos estudios. 

--- 

I 
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1 )  Estudio d e l  E d t u j o  de Nu, 

Estudios de Rtndler y colaboradores (1979a,b)yCerei - 
jido y colaboradores (1980 a,  b; 1981 a, b) han mostrado -- 
que e l  procedimiento de lavado que se describe es suficien- 

te para eliminar e l  Na de los compartimentos extracelulares, 

pero no de los  intracelulares, por lo que se consider6 que 

era e l  indicado para medir f lu jos  unidireccionales en mono- I 
I 

capas de células MDCK. I 
I 

i 
7 a. Estudio del E f l u j o  de Na Una Hora Postinfecci6n.- - 

Para estos estudios se utilizaron monocapas MDCK confluen-- 

tes a l  tercer dia de sembradas sobre cajas de Petri  de 35 - 
rmn de didmetro. Las monocapas fueron infectadas con 10 -- 
PFU/cel con uno u otro virus (ver infección Vira l ,  pág. 6 8 ) .  

En este caso e l  inóculo v i ra l  se dejó sobre l a  monocapa du- 

rante 40  minutos, a l  cabo de los  cuales se ret iró haciendo 

rápidamente dos lavados con Ringer Na sin K (ver Soluciones 

y Medios). Después del lavado se puso 1 m l  de Ringer ma -- 
fresco conteniendo 1 VCiirnl  de 22Na y 5 mM de KC1. La mono - 
capa se incubó con esta solución durante 20 minutos a 37OC; 

rc 

aquellas monocapas destinadas a l  estudio del ef lu jo  pasivo 

se incubaron con í a  misma solucián conteniendo además S X ~ O - ~  

M de ouabaína en Ringer Na a l a  misma temperatura, durante 

el  mismo período de tiempo. Justamente una hora postinfec- 

cien, las  monocapas se lavaron rápidamente cinco veces con 
L -  

_I. ” 
a 
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una solución de MgCls 

Na no internalizado y 

lavado se l e s  dejó en 

0,l M a 4 O C  [con e l  f in  de ret i rar  e l  

evitar ulterior in f lu jo l .  Al quinto 

contacto con esta solución durante - 
dos minutos. E l  "wash out" (lavado) se continuó incubando 

l a  monocapa a 3 7 O C  con 1 m l  de Rincjer Na + 5 mM de KC1. Des 

pués de un minuto, e l  Ringer se colectd y se agregó nueva-- 

mente 1 m l  de Ringer fresco a l a  caja de Petri.  Este proce- 

dimiento se repitid cuatro veces. A l  término de l a  colec-- 

ción de estas cuatro muestras, l a  monocapa se secd aspiran- 

do y se l e  agregó 1 ml de N03H 1 N,  en e l  que permaneció du 

rante 45 minutos a temperatura ambiente. Las muestras del - 

~, - -  

- 

lavado, as í  como h a  alícuota de 100 y1  del.digerido de l a  

monocapa fueron analizados en un contador gama (Nuclear ChL 

cago Auto Gamma Counter, Chicago 1-11), durante 1 0  minutos 

cada muestra. Las monocapas control tuvieron un tratamien- 

to idéntico a l  descrito para l as  infectadas, excepto, desde 

luego, l a  presencia del inóculo v i ra l  durante 4 0  minutos. 

b .  Es tud io  d e l  E f l u j o  de  Na a l a  Quinta  Hora P o s t i n f e c  

ci8n.- Se utilizaron monocapas MDCK confluentes a l  tercer - 
día de sembradas en cajas de Petri de 35 mm de diámetro. -- 
Las monocapas fueron infectadas con 10 PFU/cel con VSV o -- 
con FLU. E l  inóculo v i ra l  se dejd sobre l a  monocapa duran- 

t e  una hora, a l  cat,J de l a  cual se ret iró y sustituyó por - 
un medio adecuado para e l  desarrollo v i ra l ,  con e l  que per- 

t 



manecid durante 1 . 5  horas (ver infeccidn Viral ,  pág. 68 ) .  - 
La incubacidn de l as  monocapas con estos medios no altera - 
los f lu jos  (Ver Resultados). Las monocapas fueron incuba-- 

\. 

das con e l  Ringer de carga (Ringer Na + 1 pCi/ml 22Na + 5mM 
KC1) durante 2 . 5  horas. A l  cabo de este perPodo de incuba- 

ci6n, siendo exactamente l a  quinta hora postinfeccibn, se - 
llevd a cabo e l  "wash out" de l a  misma forma descrita en e l  

estudio de los flujos de Na en l a  etapa temprana de l a  in=- 

feccibn. Las monocapas destinadas a l  estudio e l  e f W o  pa - 
sivo estuvieron en contacto con ouabasna 5x10-' M durante - 
20 minutos antes de efectuarse e l  "wash out". 

pas control, esto es, monocapas sin infectar, tuvieron e l  - 

1 

\ 

\ I 
'\ 

Las nonoca- ' 

mismo tratamiento que las  monocapas infectadas, incluyendo 

o no l a  incubación con ouabaína. 

I c .  Consideraciones Generales.- Para exponer cdmo se - 
efectub e l  análisis de los resultados, es necesario presen- 

tar algunas definiciones y explicar ciertos requerimientos 

de los experimentos: 

a- La cantidad de sustancia que atraviesa una nembrana 

por unidad de tiempo se llama f l u j o  ( J ) ,  e l  que se - 
-2 - 1  

expresa en nmoles x cm x hr . Para señalar de -- 
..ddnde a dónde es e l  f lu jo  se utilizan subíndices con 

dos n h e r o s ,  y para indicar qué sustancia es l a  que 

fluye se usa un Xndice superior con e l  símbolo quPmi - 
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coi A$g, r signi-ffca el flujo de sodfo del com- 

partimento 1 al compartimento 2. 

b- Entre los diferentes significados que se le dan a la 

palabra compartimento, el que mejor describe nuestra 

necesidad es el siguiente: un compartimento es una - 
cantidad dada de sustancia que desde el punto de vis - 
ta cinético, se comporta homogéneamente. 

O En estos experimentos, el sistema no debe distinguir I 

entre la malécula marcada radiactivamente y la misma-- . 
sin marca. 

d- La introduccidn de un isdtopo radiactivo en un siste - 
ma no debe modificar su comportamiento. 

e Los datos utilizados en el análisis compartamental, 

referidos como cuentas por minuto, actividad especí- 

fica, etc. están ya corregidos para el decaimiento - 
natural del radioisótopo. La desaparición del traza - 

. dor de un compartimento es la que resulta de su”f1u- 

jo, y no de su desintegración radiactiva. 

f- La actividad específica (pr) de un trazador en el -- 
compartimento i es la cantidad de trazador (Pi) en - 
el compartimento dividida entre la cantidad total de 

sustancia trazada en el compartimento (Si). 

’i pz = - 
’i 
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Q- 

h- 

-, 

es una constante de velocidad que representa la 

fracción de Si que fluye del compartimento i al j -- 
por unidad de tiempo y área. 

krj 

Se dice que un compartimento está en estado estacio- 

nario cuando la sustancia y el volumen del comparti- 

mento tienen un valor constante, Esta es una situa- 

ción muy conveniente, porque generalmente ocurre -- 
cuando la preparación bioldgica está en óptimas con- 

I 

I 

j 
, 

diciones de funcionamiento, y tanbién porque simpli- 

fica el manejo matemático de los datos. 

Si el sistema está en estado estacionario y cumple - 
con el requerimento c, entonces la fuerza que dirige 

el movimiento del trazador es el gradiente de activi - 
dad específica. El movimiento del trazador seguirá 

una cinética de primer orden, independientemente del 

mecanismo de membrana que transloque el trazador. 

d. A n á l i s i s  de Resultados. -  a continuacidn se describe 

cómo obtener, a partir de las mediciones experimentales, -- 
los valores de flujos, constantes de velocidad y tamaño* de 

los compartimentos, 

*Se define cantidad básica en un Compartimento como l a  cantidad de sus- 
tancia dada contenida en éste. Algunas veces se utilizan para lo mismo 
los téminos tamaño o contenido. 
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! \ 

El método de "wash out" puede resumirse como sigue: - 
una vez que las células (compartimento 2) han sido carga-- 

das con el trazador (22Na) son transferidas a una solución . 
sin trazador (compartimento 1) con una gran cantidad de -- 
sustancia trazada, lo que hace que la actividad específica 

del trazador en este nuevo compartimento sea despreciable. 

En los experimentos de "wash out" descritos, el cam-- 

bio temporal de la cantidad de trazador en las celulas --, 

(dP,/dt) está dado por la siguiente ecuación de continui-- 

dad : 
\ 

\ 
dP, 

Puesto que suponemos que el sistema se 

estacionario, los flujos J21 Y J12 son 

encuentra en estado 

constantes. Además, 

puesto que la cantidad Oe sustancia trazada en la solucidn 

del baño es tan grande, el compartimento 1 constituye un - 
reservorio de actividad específica despreciable (pz % O ) . -  

La ecuaci6n (3) se convierte en: 

= -J21 P; dP2 
dt 

( 4 )  

Reemplazando el valor de p$ por el descrito en la ecuación 

(1) y reacomodando términos se tiene: 

- - -  J21 dt dP2 - 
p2 - s2 
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donde S2 es tambih una constante Cen astado estacionario). 

Integrando entre t = O y t = 5 ,  obtenemos: 

P 2 t  - - c  J21 

p2 o s2 
ln 

Despejando In P2t en esta ecuación, obtenemos: 

In P2t - - - - J21 t + I n  P20 
s2 

I 

(7) 

S i  graficamos e l  logaritmo de l as  cuentas por minuto en -- 
función del tiempo, en papel semilogarítmico, obtenemos l a  

recta correspondiente a l a  ecuación ( 7 ) ,  cuya pendiente es 

l a  constante de velocidad k21 definida por l a  ecuación (2)  

(F ig .  11). S i  medimos ahora l a  cantidad de sustancia en - 
l a  célula, S2 ( e l  contenido de Na intracelular) podemos fd  - 
cilmente calcular e l  f lu jo  J21. 

-. .. 

2) Ehitudiio d e l  T n d t u j o  de K .  

a. El Influjo de K Una Hora PostinfecciÓn,- Estos 

estudios se realizaron en monocapas MDCK a l  tercer día de 

sembradas a confluencia en cajas de Petri de 35 mm de dib- 

metro. Las monocapas fueron infectadas con 1 0  PFU/cel con 

VSV o con FLU. E l  indculo v i ra l  permaneci6 en contacto -- 
con l a  monocapa durante 4 0  minutos, a l  cabo de los  cuales 

- -- 
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Figura 11. Contenido de sodio en función del tiempo. Al graficar e 
logaritmo de los valores obtenidos en cada lavado de sod 

en función del-tiempo se obtiene una linea recta. Se muestra la qráf 
o7 

ca 
obtenida a partir del lavado de una monocapa control (círculos vacíos) 
y la obtenida a partir de una monocapa control que se incubó con ouabal 
na 5 x 10'4durante 20 minutos antes de efectuar el lavado Ccfrculos llg 
nos), La pendiente de la recta es la constante de velocidad de salida 
total de sodio (cfrculos vacíos) y la constante de velocidad de salida 
debida a mecanismos pasivos Ccírculos negros). Lo que se inhibiÓ con -- 
ouabaína se toma como medida del bombeo. Es evidente que la constante 

-- 

de velocidad de salida de sodio es menor en la monocapa en la que el -- 
bombeo se inhibe con ouabaína, 

t' 
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I 
se ret iró y se puso 1 m l  de Ringer Na sin K.  La monocapa 

se incubó con esta solucidn durante 2 0  minutos a 3 7 O C .  Jus 

tamente una hora postinfección se ret iró l a  solución de -- 
preincubado y se incubd con 1 mi, de Ringer Sacarosa + 5 mM 

KC1 + 1 pCi/ml 86Rb durante un minuto. Pasado este tiempo 

de incubación, l a  solución caliente se retird y l a  monoca- 

pa. se lavd cuatro veces con MgC12 0 . 1  M a 4 O C .  

lavado se l e  deja en contacto con esta solucidn durante -- 1 

- 

A l  cuarto 

dos minutos, a l  término de este perfodo se retird e l  MgCIZ 

y se agregd a l a  Anocapa 1 n l  de NaOH 0 .5  N. 

dos horas de incubacidn con esta solución a temperatura am 

biente, se tom6 una alícuota de 500 pl del digerido, l a  -- 
cual se agregd a 10  m l  de Aquasol (New England Nuclear) y 

se contó en un contador Beta Beckman (Packard Tri-Carb) A- 

durante cuatro minutos. 

I 

Después de 

- 

Las monocapas destinadas a l  estudio del inf lujo pasi- 

vo de K estuvieron en contacto con ouabaína M en -- 
Ringer Na durante 2 0  minutos antes de l a  hora.  postinfec- 

cidn. 

b. El Influjo de K a la Quinta Hora Postinfección.- - 
Las monocapas fueron infectadas con 10  PFU/cel con VSV o - 
FLU. En este caso e l  inóculo v i ra l  estuvo en contacto con 

l a  monocapa durante una hora, a l  término de este tiempo se 

ret iró y se sustituyó por un medio dptimo para e l  desarro- 
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110 v i ra l ,  permaneciendo en incubación con éste durante -- 
1.5  horas (Ver infección Vira l ,  pág. 68). La monocapa en- 

tonces se incubó con 1 m l  de una solucibn de Ringer Na sin 

R a 37OC durante 2 .5  horas. A i  cabo de este período de i n  

cubación, siendo exactamente l a  quinta hora postinfección, 

se l leve a cabo l a  captación de K de l a  misma forma que se 

describió en e l  estudio realizado en l a  etapa temprana de 

l a  infección (una hora postinfección). 

- 

Las monocapas en las  que se estudi6 e l  inf lujo pasivo 

de K a l a  quinta hora postinfección permanecieron con oua- 

balna 5 ~ 1 0 - ~  M durante 20 minutos antes de l levar  a cabo - 
l a  captacibn. 

Las monocapas control tuvieron el mismo tratamiento - 
descrito para los estudios de inf lujo de K una o cinco ho- 

ras postinfección, siendo l a  única diferencia l a  ausencia 

de in6culo v i ra l  en l as  monocapas control. 

c .  Consideraciones Generales.- El método de captación 

suspen-- ass descrito puede resumirse como e l  caso de una 

sidn de células, cuando e l  trazador se agrega .a l a  solu- 

ción de baño y e l  proceso se sique tomando una muestra de 

células. 

Para estos estudios es necesario considerar las  defi-  

niciones y suposiciones que se mencionaron en l as  conside- 

-- raciones generales del estudio del f l u j o  de Na (Pág. 78 ) .  

- -- 

I 
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d. Análisis de Resultados.- Como se mencionó en los - 
estudios de f lu jos  de Na, es posible establecer una rela-- 

cidn entre e l  contenido intracelular del trazador en e l  -- 
compartimento hacia e l  cual se dirige e l  f lu jo ,  y e l  conte - 
nido de sustancia trazada en e l  mismo, mediante l a  activi- 

dad especffica del trazador. 

La actividad especifica del 86F& esta dada por l a  -- 
ecuación (1) : 

pa 

Esta puede calcularse a part ir  de los datos obtenidos para 

los  estbndares y e l  blanco, conociéndose l a  concentracidn 

de K en e l  Ringer de carga. 

Por otra parte, S (el contenido intracelular de "Rb) 

se obtiene directamente como l a s  cpm en 500 y 1  del digeri- 

do de l a  monocapa. 

ANALtSIS DE L A S  AMPOLLAS Y EL CONTENIDO IONIC0 

EN MONOCAPAS INFECTADAS. 

I )  A n d l i b i h  d e  t a b  Ampollab. 

Para estos estudios se utilizaron monocapas a l  ter  - 
ter día de sembradas en multicdmaras de 96  pozos con fondo 

' plano. Las monocapas fueron infectadas con VSV o FLU a -- 
una MOI de 1 0  PFU/cel. E l  análisis consistid en contar ca - 
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da monocapa, haciendo las  observaciones con un microscopio 

de fases. 

2 )  Ehitudio d e l  C o n t e n i d o  l ú ~ ~ i c o  e n  Monocapad 
i n 6 e c i t a d a ~  a t a  Q u i n t a  f f o n a  P o h t i n 6 e c c i b n .  

Estos estudios se realizaron en monocapas desarro- 

l ladas en multicámaras de 24  pozos. A l  tercer día  de sem- 

bradas se inocularon con VSV o FLU a 1 0  PFU/cel, durante - ~ 

una hora (Ver infección Vira l ,  pág. 68 ) ,  pasado este tiem- ' 

po, e l  inóculo se 'retira y las  monocapas se incubaron 

rante cuatro horas mbs con DMEM + 1 pCi/ml 22Na o DMEM + 
1 uCi/ml 86Rb. Este perfodo de incubación es suficiente - 
para equilibrar l a  actividad específica del sodio y e l  po- 

tasio en las  células con las de l as  soluciones de baño. -- 
Las monocapas se lavaron entonces cinco veces con MgCIZ - 
0 . 1  M a 4 O C ,  e l  último lavado duró dos minutos. Las monoca - 
pas fueron digeridas con 1 m l  de NaOH 0.5 N (para determi- 

nar 86Rb) durante dos horas o con 1 m l  de N03H 1 M (para - 
determinar 22Na) durante 45 minutos. Se tom6 una muestra 

de 500 ~1 en ambos casos y se contaron en los contadores - 
Beta (muestras de 86Rb) durante cuatro minutos o Gama --- 
(muestras de 22Na) durante 10  minutos. 

du- 

\ 

3 )  I A n b t i 4 i 4  d e  R e d u L t a d o b .  

Los contenidos de Na'y K?en l a s  células se calcula - 



ron utilizando las actividades específicas de estos traza- 

dores en las soluciones de baño. Para ello se consider6 - 
l a  concentracidn de ambos iones en el DMEM, siendo éstas - b 

111.5 mM para el Na+ y 5.4 mM para el K+. 

En ambos casos el estándar fue una muestra de 500 u1 

de una dilucidn 1:lOO de la solucidn radiactiva. El cdlcu- 

lo de las actividades especfficas del 22Na y el a6Rb se hi - 
! 

zo considerando estos datos, tal y como se describid ante- 

riormente. 

ESTADISTICA. 

Los resultados se expresan como promedio f error es-- 

tándar. El significado estadístico se determinó por medio 

del Test de Student. Para un dado conjunto de puntos apa- 

reados (xi: yi) el coeficiente de correlación se calcula - 
como : 

. 

son las desviaciones estándar. 
y sY donde sx 

1 

(zxi) 2/n 
n-1 s =  

X 

I 



es la covariancia: y sxy 

MEDIOS Y SOLUCIONES. 

Todas las soluciones se prepararon con agua bidestila - 
da y se mantuvieron en refrigeración hasta el momento en - ', 

que se usaron. 

\ ! 

1 )  Paha Cut t i vo  CetuLak y en Genehat. 

La composición del medio DMEM y el PBS se da en -- 
f 

las Tablas I11 y IV. 

2) Paha Cut t i vo  y TiZutacibn Vihat .  

Las soluciones que llevan enzimas o protefnas fue- 

ron filtradas a través de filtros Millipore de 45 urn. 

31 Paha Medicioneh con Zhb tapo~ .  

La composición de los Ringer modificados que se -- 
emplearon se dan en la Tabla V. 
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TABLA 111 

MEM-MEDIO DE EAGLE 

COMPONENTE 
CON SALES DE DULBECCO 

GIBCO 430-1600 
mg/ 1 

~- 

SALES INORGANICAS: 
CaC 1 

KC 1 

NaH2P04 H20 

OTROS COMPONENTES: 

G1 ucosa 
Rojo de Fenol 
Piruvato de Sodio 

AMINOACIDOS: 

L-Arginina - HCl 
L-Cistina 2HC1 
L-Glutamina 
G1 icina 
L-Histidina HCl*H20 
L-lsoleucina 
L-Leuc i na 
L-Lisina - HCl 
L-Metionina 
L-Feni lalanina. 
L-Ser i na 
L-T reon i na 
L-Triptofano 
L-Tirosina (sal disódica) 
L-Va 1 i na 

VITAMINAS: 

D-Ca Pantotenato 
Cloruro de Colina 
Acido FÓlico 
¡-Inositol 
Nicotinamida 
Piridoxal HCl 
Ribof 1 avi na 
Tiamina HCl 

200 .o0 

400 .O0 

0.10 

97.67 
6400 .O0 

125.00 

1000 .o0 
15.00 

110.00 

84 .O0 
62 57 
584.00 
30 .O0 
42.00 
105.00 
105 .O0 
146 .O0 
30 .O0 
66.00 .- 

42 .O0 
95.00 
16 .O0 
104.20 
94.00 

4 .o0 
. 4.00 

4 .o0 
. 7*20 

4.00 
4.00 
0.40 
-4 .O0 



-91- 

TABLA I V .  

BUFFER SALINO DE FOSFATOS 
COMPONENTE G t B C O  450-1300 

gms/ 1 

KC 1 . 0.20 

1' 
KH2P04 0.20 

NaC 1 

NaHP04 

8.00 

1 .is 
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TABLA V. 

TIPO DE RINGER 

RINGER Na RINGER SACAROSA 
COMPONENTE 

NaC 1 

NaHC03 

M9Cl2 

G 1 ucosa 

Hepes 

CaC 1 

Saca rosa 

118 mM 

22 mil 

1 m M  

S m M  

10 mM 

1.8 mM 

- 

- 
a 

1 m M  

5 mH 

10 mM 

1.8 mM 

280 mi4 

PH 7.4 7.4 
/ 

.-- 

C? 
a. E-fecto de La rmxcc~mr- VsfPr; _ _ _ _ _  

l a  Conductancia Transepitelial. . . .. . 0 . .  . . . . . 115 
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LA PERMEABILIDAD PARACELULAR Y CELULAR 

DE LA MONOCAPA DE CELULAS MDCK INFECTADA. 

1) Rehuttadoh. 

a.  Ampollas y Contenidos 1Ónicos. -  Las monocapas - 
MDCK cultivadas sobre un soporte impermeable forman ampo- I 

i 

I 

llas debido al transporte vectorial desde la zona apical 

la basal y la acumulacidn de fluido bajo la monocapa (Leigh 

a 1 
i 
i - 

ton elt at., 1969). Una ampolla resulta del compromiso de - 
algunos factores ( Cereijido e t  a t .  , 1981b) : i) el transpor - 
te vectorial y la acumulacidn de-iones y fluido bajo el la- 

do basal: ii) el sellado de las uniones estrechas: iii) el 
1 

desprendimiento de la monocapa del sustrato como resultado 

de la presión ejercida por la acumulacidn de fluido. A s í ,  - 
las ampollas en la monocapa de células MDCK son indicadores 

gruesos del transporte vectorial de iones y agua desde la - 
zona apical a la basal, por esta razdn el estudio de las am 

pollas en las monocapas infectadas constituyd el primer pun 

to en estos estudios. Para llevar a cabo este análisis se 

infectaron monocapas al tercer día de sembradas con VSV o - 
FLU. Todas ellas (168 monocapas) tenían ampollas. Cinco ho 

ras después de la infeccidn con uno u otro virus las ampo-- 

llas aGn estaban presentes. Para la cuarta o quinta hora - 

- 
- 

- 

las monocapas infectadas con VSV tenían un gran número de - 
nuevas ampollas pequeñas. Cono se muestra más adelante -- 
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s 

\ 

+ +  el VSV estimula l a  bomba de Na /K , y en una etapa d s  tar- 

día produce l a  apertura de l a  unián estrecha y desprendi- 

miento de l a  célula. Podría ser que este aumento en l a  ac- 

tividad de formación de ampollak de l a  monocapa se debiera 

a un debilitamiento en l a  adhesión a l  soporte. Este debi-- 

litamiento conducirá finalmente a que las  células se vayan 

despegando, se redondeen y luego se desprendan completamen- 

t e  de l a  monocapa. En las  monocapas control no se observan 
\ 

cambios en tamaño, número o distribucidn de las  ampollas du 

rante este período. 

- 

\ \ 
\ 

La infección con VSV o FLU no produce modificaciones - 
significativas en e l  contenido de Na y K en las  células - 
(Tabla V I ) ,  l a  composicidn normal: a lto K+ y ba-jo Na de l a  

célula se preserva. 

+ + 
+ 

b .  Resistencia E léc t r i ca  a Través de l a  Monocapa,- Las 

unas con otras para formar l as  c6lulas MDCK hacen contacto 

uniones estrechas que confieren a l a  nonocapa epi te l ia l  l a s  

propiedades de una barrera efectiva de permeabilidad, inclu 

yendo l a  generacidn de resistencia eléctrica transepitelial 

CFtETl CCereijido e t  a&., 19781. La figura 12 muestra que - 
n i  e l  VSV n i  e l  FLU producen un efecto sobre l a  RET durante 

l as  primeras horas de infeccibn. Sin embargo, después de 5 

6 6 horas, l a s  monocapas infectadas con VSV experimentan 

una brusca caída en l a  RET, l a  cual coincide con un ascenso 

- 
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TABLA Vt, Contenido de E1ectrol.tos en Monocapas 
de Celulas MDCK Cinco Horas Post-infección 
con VSV o FLU, 

Na' 
I 

f, 

i 

Con t ro 1 7.09 f 0.30 56.4 f 1.9 

vsv 8.26 f 0.13 47.1 f 2.0 

FLU 9.98 f 0.17 56.7 f 3.0 

, 

.n = 8 

'Las monocapas fueron infectadas con 10 PFU/cel en ambos 

casos. Las monocapas se incubaron durante cuatro horas 

antes de su digestión en DMEM + 1 pCi/ml 22Na o DMEM + 
1 pCi/ml 86Rb.  Al término de esta incubación las mono- 

capas fueron digeridas con Na OH 0.5 N (para determinar 

86Rb) o NO H 1 N (para determinar 22Na). 3 

\ 

I 

.. . . 
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Figura 12. Efecto de los virus VSV y FLU (10 PFU/cel) sobre la resisten .- 
cia eléctrica a través de la monocapa de células MDCK culti- 

vada sobre discos de nylon recubiertos de colágeno. La resistencia -- 
eléctrica fue calculada a parti; de la defleccidn de voltaje producida 
por una corriente de 100 1.iA.cm . La resistencia del medio y el sopor- 
te fueron sustraídas. La producción viral se determinó por hemaglutina - 
ción (FLU) y por ensayo de placa (VSV). 

un 1/2 de cinco horas. Esta caída coincide con el aumento en la  pro- 
ducción de este virus. 

La infección con FLU produce una caída de resistencia con un 
112 de doce horas, tiempo para el cual la producción de este virus ha 

alcanzado su máximo. . 

La infección con VSV produce la caída de la resistencia con 
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en la curva de produccidn de este virus (Fig. 12) y la acu- 

- mulación de la proteína G de la envoltura viral en la mem-- 

brana plasmática (Rodríguez-Boulbn y Pendergast, 1980). A - 
pesar de mostrar una cinética en la producción similar a la 

del VSV, el FLU no afecta la RET sino hasta más tarde en la 

infección (12-14 horas) cuando la gemación viral ya se haes - 
tabilizado.Puesto que las monocapas de células MDCK tienen 

una ruta de permeabilidad transcelular y paracelular (Cerei - 
jido e t  a t . ,  1980b, 1981a), no es posible, en base a las - 
mediciones transepiteliales por sf solas, discernir entre - 
si la caída de la resistencia eléctrica se debe a un efecto 

de los virus sobre la membrana celular, o a una apertura de 

las uniones estrechas (Cereijido e t  a t . ,  1981a; Martínez-Pa - 
lomo e t  al! . ,  1980). Por consiguiente, en los experimentos 

que se describen en las siguientes secciones medimos los -- 
flujos y fendmenos eléctricos que, se sabe, ocurren a tra-- 

ves de la membrana plasmática de las células MDCK. 
L 

c .  Fenómenos Eléctricos a Través de l a  Membrana Plasmá - 
tics.- Nuestra primera tarea fue la de seleccionar una in-- 

tensidad de corriente que permitiera la determinación de la 

resistencia de membrana en la parte lineal de la curva vol- 

taje/corriente (V/I). La figura 13 muestra las curvas V/I 

obtenidas con una monocapa control (círculos vacíos) y la - 
misma monocapa después de 10-20 minutos de infecci6n con -- 
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Figura 13. Relación corriente/voltaJe obtenida con pulsos de polaridad 
opuesta e intensidades variadas en monocapas control (recua- 

dro superior izquierdo, círculos vacyos), y monocapas infectadas con -- 
VSV (recuadro inferior derecho, círculos 1 lenos). Se observa la asime- 
tría de la respuesta en el voltaje para pulsos de corriente grandes en 
la monocapa control. La gráfica muestra la relación corriente/voltaje 
medida al final de cada pulso. El aumento de la resistencia para pulsos 
negativos mayores está sobreestimada debido a que las deflecciones de - 
voltaje no han alcanzado el valor del estado estacionario. Resistencia 
del microelectrodo: 122 MQ. Las mediciones se realizaron entre los :O- 
20 minutos postinfección. 

La infección con VSV elimina la asimetrí'a de la curva t/V. - 
Además, disminuye la resistencia transmembranal. 
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VSV (círculos llenos). Estas curvas se hicieron con los va 

lores obtenidos al término de los pulsos de corriente repro 

ducidos en la parte superior izquierda e inferior derecha - 

- 
- 

de la figura, respectivamente. Los registros control mues- 

tran la asimetría de la respuesta de voltaje ya descrita -- 
por Stefani y Cereijido (1983). La infección con el VSV su 

prime esta asimetría, y disminuye marcadamente la pendiente 

- 

que es la resistencia de la curva V/I (125 v 4 .  67 MQ). Las 

curvas muestran que, para pulsos de corriente de 0.1 nA en 

las células control, o basta de 0.5 nA en las células infec - 
tadas, la relacidn voltaje/corriente permanece lineal, de - 
manera que estas intensidades de corriente se escogieron pa - 
ra medir la resistencia de la membrana durante el resto de 

los experimentos. 

Las figuras 14 y 15 muestran el potencial intracelular 

y la resistencia eléctrica de membrana antes (barras) y des_ 

pugs (círculos) de la infección con VSV. Ambos pardmetros 

caen como consecuencia de la infección viral: sin embargo, 

el procedimiento empleado no permite discriminar si el -- 
aumento en la permeabilidad de membrana ocurre como resulta 

do de la adsorción del virus a la membrana celular, si re-- 

fleja el proceso de endocitosis viral, o si el cambio obser 

- 

- 
vado se debe a un efecto ejercido por los virus sobre la -- 

- membrana celular, una vez que éstos se encuentran en el ci- 

toplasma de la célula. 

- -  o 
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Figura 14. Curso temporal del potencial de reposo intracelular de una - 
monocapa de células MDCK infectada con VSV (10 PFUIcel). La 

columna representa los valores control en la misma monocapa antes de -- 
ser infectada. La resistencia elgctrica promedio de los microelectro-- 
dos fue: 150 W .  En la parte superior se indica el nGmero de observa-- 
ctones (n) .  

Se observa que el potencial de membrana de las celulas infec 
tadas decae gradualmente con el tiempo. 

- 
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Figura 15. Curso temporal de la resistencia electrica de la membrana ---- 
La resistencia se midi6 puntando la célula con un microelectrodo que in- 
yecta un pulso hiperpolarizante de 0.1 nA y 5 mseg, La columna represen - 
ta los valores control en la misma monocapa antes de ser infectada. En - 
la parte superior se indica el número de observaciones (n). 

Se observa que la infección con este virus produce una caída 
gradual de la resistencia de membrana. 

plasmática de las células MDCK infectadas con VSV (10 PFU/cel). 
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Estudios similares se llevaron a cabo con el virus de 

\ la influenza. La figura 16 muestra que este virus produce 
\. 

una disminución en la resistencia de la membrana celular si - 
milar a la producida por el VSV y suprime la asimetría. Sin 

embargo, el curso temporal de la caída de potencial (Fig. - 
17)  es más complejo que en el caso del VSV: parece haber -- 
una caída rápida, seguida de un aumento transitorio en el - 
potencial. El efecto del FLU sobre la resistencia eléctri- 

ca de la célula MDCK (Fig. 18) es también diferente al pro- 

- ducido por el VSV, ya que este pardmetro recupera su valor 

original después de 60 minutos aproximadamente. 

La Tabla VI1 muestra el valor de la resistencia el&-- 

trica a través de la m.embrana plasmdtica de células control 

y células infectadas después de la quinta hora (VSV y FLU) 

y después de la decima tercer hora (FLU) postinfección. Es 

interesante mencionar que las células mantienen una resis-- 

tencia considerablemente alta, a pesar de la gemacidn viral 

activa que está teniendo lugar en ese momento en sus membra - 

nas. 

d. F l u j o s  Unidirecciona1es.- Los flujos unidirecciona- 

les para un ion dado se midieron en monocapas en presencia 

y ausencia de ouabaína (lo-' M) . Se sabe que esta concen-- 

tracidn de ouabaína produce una completa inhibición de la - 
bomba, y la diferencia entre el flujo en las células no in- 
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Ftgura i6, Relación corriente/vol taje obtenida con pulsos de polaridad 
opuesta e intens idades variadas en monocapas control (recua- 

dro superior izquierdo, cfrculos vacíos), y monocapas infectadas con -- 
FLU (recuadro inferior derecho, ci'rculos 1 lenos). Se observa la as¡&- 
trPa de la respuesta en el voltaje para pulsos grandes de corriente en 
la monocapa control. La gráfica muestra la relación corriente/voltaje 
medida al final de cada pulso. Resistencia del microelectrodo: 130 MR. 
Las mediciones se realizaron entre los I O  y 20 minutos postinfección. 

ecci6n con FLU elimina la asimetría de la curva l /V  y 
stencia transrnetnbranal. 

La in 
a res 
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Figura 17. Curso temporal del potencial de reposo intracelular de mono- 
capas de células infectadas con FLU ( I O  PFU/cell. La colum- 

na representa los valores control en la misma monocapa antes de ser in- 
fectada. La resistencia eléctrica promedio de los electrodos fue: 150 
W o  En la parte superior se indica el número de observaciones (n). 

seguida de una recuperación transiente. 
El curso temporal del potencial muestra una carda temprana - 

. 
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Ftgura 18. Cursa temporal de l a  resistencia eléctrica de la membrana -- 
La resistencia se registró con un rnicroelectrodo pasando un pequeño pul - 
so negativo de corriente de 1 nA y 5 mseg. La columna representa los - 
valores control en la misma monocapa antes de ser infectada. En la par- 
te superior se indica el número de observaciones (n). 

Se observa que la resistencia disminuye gradualmente, pero - 
luego se recupera hasta los valores control. 

plasmática de las células HDCK infectadas con FLU (IO PFícel), 

C! 

- ... 
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TABLA V I I .  Resistencia Eléctrica de Membrana de las Células 
MDCK Durante la Gemacidn del VSV o FLU. 

Tiempo Postinfección Resistencia de 
(horas) Membrana .(Ma) 

Con t ro 1 

vsv 

FLU 

6 FLU 

57.6 +- 7.7 (13) 

40.3 k 12.1‘( 9) 5- 7 

5-7 49.0 k 11.5 (10) 

13-15 46.3 +- 15.4 ( 6) 

La resistencia se midi6 pasando un pulso cuadrado negativo de 

corriente de 1 nA 6 40 mseg, y registrando la deflección de 

voltaje con el mismo electrodo. 
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b 

hibidas y el de aquellas con ouabaína se considera como el 

componente activo del flujo (Cereijido e2 a l . ,  1981b). Es- 

tas mediciones se hicieron con 140 mM Na y 5 mM K en el Rin - 
ger de lavado, en una etapa temprana en la infección (una - 
hora postinfección) y también durante el ensamblaje viral - 
(cinco horas postinfección) 

i) El Influjo de K: Los flujos de potasio se midieron 

utilizando 86Ftb como trazador. La figura 19 muestra el to- 

tal y los componentes pasivo y activo de los flujos después 

de una hora de infección. Las barras blancas son los con-- 

troles. - 
aumento evidente del influjo total de potasio. Este aumen- 

to se debe exclusivamente a un amento del bombeo de K y no 

existe diferencia entre los componentes pasivos. El FLU no 

parece producir un efecto detectable sobre los flujos de K. 

Los flujos de K medidos después de cinco horas de in-- 

feccidn (Fig. 20) muestran una situación diferente: 1) la - 
relación entre los flujos pasivo y activo de K bajo las con - 
diciones control se modifica, debido quizás al período más 

prolongado de incubación. Puesto que estas condiciones son 

distintas para los dos tipos de virus, debimos probar que - 
estas no introdujeran diferencias entre ellos (Tabla VIII), 

de manera que cualquier cambio en la permeabilidad de mem-- 

brana se pudiera atribuir al virus; 2) el gran aumento en 

Las barras grises muestran que el VSV produce un 

L 

CL' .... ~. 
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Figura 19. Modificaciones del influjo de K como consecuencia de la ¡n-- 
Influjo de K calculado midiendo la captación 

de “Rb en las monocapas de células MDCK. Las columnas representan los 
valores obtenidos bajo condiciones control (blanco), una hora postinfec 
ción con VSV (gris) y una hora postinfección con FLU (negro). En ambos- 
casos se infectó con 10 PFU/cel. El influjo pasivo es el influjo obte- 

fecci6n viral. 

nido en monocapas tratadas con 5 ~ 1 0 ‘ ~ M  de ouabaina durante 
antes de efectuarse la captación. El influjo activo es la 
lnflujo total inhibida por ouabaína. 

El VSV modifica el influjo total de K+,esta mod 
debe exclusivamente a que este virus aumenta el componente 
influjo, Por otra parte, puede observarse que el FLU no t 
efecto sobre el influjo de K+ en esta etapa de infección, 

20 minutos - 
fracción del 

ficación se 
activo del - 
ene ningún - 
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Figura 20. Modificaciones del influjo de K+ como consecuencia de la in- 
feccion viral. Se muestra el influjo de K+ calculado midien 

do la captacibn de "Rb en las monocapas de células MDCK. Las columnas 
representan los valores obtenidos bajo condiciones control (blanco), -- 
cinco horas postinfección con VSV ( g r i s )  y cinco horas postinfección -- 
con FLU (negro). En ambos casos se infect6 con 10 PFU/cel. 
pasivo es el influjo obtenido en monocapas tratadas con 5xlO"M de oua- 
baína durante 20 minutos antes de efectuarse la captación. El influjo - 
activo es la fraccidn del influjo total inhibida por ouabaina. 

En esta etapa de la infeccidn, el VSV inhibe el influjo pas¡ 
vo y activo de K+. El FLU disminuye la entrada pasiva de K+ y aumenta- 
el componente activo. 

El influjo 

- .  
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. 

el bombeo observado en el período temprano con el VSV desa- 

parece en valor absoluto y en relacidn con el control; y 3 )  

el funcionamiento de los canales pasivos se ve disminuido. 

Como en el período temprano, la infeccidn con FLU no tiene 

como resultado un cambio apreciable en la permeabilidad a K. 

ii) Eflujo de Na: Como se describid en el capítulo de 

Métodos, la medicidn de los flujos de Na en las células -- 
MDCK requiere de un período de carga en el que el contenido 

de Na de la célula se aumenta experimentalmente. Más aun, 

Cereijido y colaboradores (1981b) han mostrado que no sdlo 

la velocidad de salida de Na, activa y pasiva, varía con el 

contenido de Na, sino que además siguen patrones diferentes. 

Por lo tanto, para poder hacer una comparaci6n válida de -- 
los efectos de los virus, es necesario determinar a qué con - 
tenido celular de Na ( S )  fueron medidos los flujos unidirec - 
cionales. 

De acuerdo a lo anterior, en la figura 21 se expresan 

las constantes de velocidad para los movimientos de sodio - 
total (curvas superiores) y pasivo (curvas inferiores). La 

diferencia entre las dos curvas corresponde a los flujos ac - 
tivos de Na. las monocapas no infectadas, es evidente - 
que las permeabilidades total y pasiva disminuyen marcada-- 

mente conforme el contenido de Na aumenta. Este efecto ha - 
sido observado en células de epitelios adultos (Cereijido - 
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Figura 21. Modificaciones del eflujo de Na+ como consecuencia de la in-- 
Se muestra la constante de velocidad del eflu - 

jo de sodio calculada a partir del "lavado" de 22Na en monocapas bajo -- 
condiciones control, infectadas con VSV (10 PFU/cel) e infectadas con -- 
FLU (10 PFU/cel). Las constantes se representan en función de la poza - 
¿e Na+ en las células (S) ya que, como puede verse, en las monocapas con- 
trol (panel izquierdo), esta varía con este parámetro. Las curvas fueron 
trazadas a ojo por 105 puntos experimentales de las monocapas control -- 
(panel izquierdo), éstas se representan nuevamente en el panel central - 
(monocapas infectadas con VSV) y derecho (monocapas infectadas con FLU). 
En los paneles central y derecho, los simbolos vacíos y llenos correspon- 
den a monocapas una hora y cinco horas postinfección, respectivamente, - 
Los cuadrados representan las constantes de velocidad del eflujo total ,- 
mientras que los círculos representan las del eflujo pasivo. Las flechas 
indican que el punto señalado representa un aumento o disminución respez 
to de los valores control. 

Una hora postinfeccidn el VSV no modifica el eflujo de Na+. - 
S i n  embargo, este virus deprime el eflujo de Na+ pasivo y activo cinco - 
horas después de la infección. 

Una hora después de la infección con FLU, el eflujo total de 
Na no se ha modificado; sin embargo, el componente pasivo está ligera-- 
mente aumentado. A la quinta hora postinfección con este virus, el eflu 
j o  total de Na se ve disminuido debido a una depresión del componente a z  
tivo. 

fección viral. 

+ 
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e t  ut., 1964). Las curvas se representan nuevamente en los 

paneles central y derecho para permitir comparaciones con - 
las monocapas infectadas. 

Las células MDCK infectadas durante una hora con VSV - 
no muestran una modificacibn detectable de los flujos total 

(cuadrados vacíos) ni pasivo (círculos vacíos), ya que sus 

valores caen sobre la curva control. Por lo tanto, la in-- 

feccidn con este virus no modifica las permeabilidades pasi - 
vas a K o Na; lo más probable es que disocie la bomba, pues - 
to que el bombeo a K es estimulado (Fig. 19), pero no así - 
el bombeo a Na (Fig. 21). 

Cinco horas después de la infección, un tiempo que co- 

rresponde a una gemaci6n activa del VSV, este virus produce 

.una marcada inhibición de las permeabilidades total (Fig. - 
21, cuadrados llenos) y pasiva (círculos llenos). Es irnpor - 
tante subrayar que el bombeo de Na (diferencia entre el to- 

tal y el pasivo) también está disminuido. Esta disminución 

en la permeabilidad pasiva de Na es similar a la producida 

por este virus en la permeabilidad a K en este p'erlodo de - 

c 

\ 

infección. 

La infeccibn con FLU (Fig. 21, panel derecho) no produ - 
ce un cambio marcado en la permeabilidad total a Na de las 

células MDCK (cuadrados vacíos). Sin embargo, hay un amen - 
to en la permeabilidad pasiva (círculos vacíos). Puesto que 

t': 
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consideramos como bombeo activo de Na las diferencias entre 

la permeabilidad total y la inhibida por ouabaína (pasiva), 

concluimos que la infeccidn con FLU disminuye el eflujo ac- 

tivo de sodio, 

Durante la gemacidn del FLU, el eflujo pasivo de Na no 

se ve afectado (Fia. 21, círculos llenos), aunque el eflujo 

total (cuadrados llenos) se ve marcadamente deprimido a ex- 

pensas de la inhibicih del bombeo, Probablemente este vi- 

rus también esté disociando la bomba, ya que se observa que 
‘ la drástica inhibición del eflujo de Na no está acompañado 

de una modificación correspondiente en el influjo activo de 

potasio (Fig, 20). Los datos presentados en l a  Tabla VI11 

indican que la disminucidn observada en las permeabilidades 

se debe a un efecto de los virus por sí mismos y no a las - 
condiciones de incubaci6n, ya que los controles de estas -- 

. 

condiciones de hecho producir€an un aumento pequeño del flu - 
jo. 

- 

2) Diacuaibn. 

a .  Efecto de la Infección Viral Sobre la Conductan- 

cia Transepitelia1.- Observamos una diferencia dramática - 
en los efectos del VSV y el FLU en la conductancia transapi - 
telial de l a s  monocapas MDCK. La caída, relativamente tem- 

prana en los valores de este parámetro en monocapas infecta - 

--.< ~ ~ . . ”_ I__ ---- c ,! 
_I __-, “.” ” ... 1 I.. .. ..-. 
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das con VSV (cinco horas postinfección) contrasta con los - 

\ 

efectos tardíos provocados por e l  FLU (32-15 horas postin- 

feccibn). Genty y Busserau (1980) han reportado similitud - 
entre los cambios morfol6gicos sufridos por células infecta - 
das con VSV y los encontrados en células tratadas con cito- 

calasina B. Más aun, mostraron que estos cambios eran in-  

significantes en células infectadas con mutantes sensitivas 

a temperatura de VSV de los grupos de complementaci6n III ' 

y V,  a temperaturas no permisivas. Bajo estas condiciones, 

e l  transporte de l a  protefna G a l a  membrana plasmática es- 

I 

\ i 

tá muy disminuido. Por consiguiente, se ha propuesto que - 'j 

l a  proteína G tiene un efecto despolimerizante de actina. 

Este efecto explicaría nuestros resultados puesto que se ha 

mostrado (Meza e t  a&.,  1980 )  que l a  citocalasina B provoca 

una caída en l a  resistencia transepitelial,  como resultado 

de l a  apertura de las  uniones estrechas. La presencia de - 
actina en los virus RNA con envoltura ya ha sido documenta- 

da (.Wang e t  a&., 1977; Damsky e t  a t . ,  1977), y las  interac- 

ciones específicas entre l a  actina y l a  proteína M de los  - 
Paramyxovirus también ha sido descrita (Giuffre e$ a t . ,  -- 
19 82 ) .  S i n  embargo, estos virus, a s í  como e l  FLU, -- 
geman por l a  superficie apical de las  células MDCK -- e 

(Rodríguez-Bouldn y Sabatini, 1978) y provocan un efec- 

_. to citopático relativamente pequeño en las  células MDCK, a 
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juzgar por los datos que se presentan en esta tesis. En es- 

tudios ulteriores sería interesante obtener informacidn -- 
acerca de las posibles interacciones entre la proteína G -- 
del VSV y el citoesqueleto, para llegar a establecer si hay 

efecto disruptivo de esta proteína sobre el citoesqueleto - 
asociado a las uniones estrechas. 

Recientemente se ha mostrado (Stefani y Cereijido, --- 
1983) que el valor mhimo de la resistencia eléctrica a tra 

vés de la ruta transcelular de una sola célula epitelial -- 
(rT,) est5 dado por: 

donde Rm e s  la resistencia eléctrica a traves de la membra- 

na plasmCttica íntegra, medida con el microelectrodo, y Fa 

es l a  fracción de la membrana plasmdtica que corresponde a 

- 

l a  superficie apical. El mínimo de resistencia transcelu-- 

lar se da cuando Fa = 0.5 .  En este caso la ecuación (1) se 

reduce a: 

r = 4 R m  TC 

Una monocapa de células MDCK confluente tiene menos de 

5x10’ células/cm2, cada una actuando como una resistencia - 

. .. 
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\ 

en paralelo. Por lo tanto, la resistencia eléctrica a tra- 

vés de la ruta transcelular de un centímetro cuadrado de mo - 
nocapa tiene una resistencia mlnima sc dada por: 

. 

Puesto que la Rm de una célula infectada durante 5-7 
I 

horas con VSV es 40.3 E1.Q (Tabla VII) , la ecuación (3) predL 
ce que la monocapa tendrá una resistencia de al menos 322 - 
Rcm2. Un cálculo similar para las células infectadas con - ~ 

FLU durante 13-15 horas da una resistencia de 370.Qcm2. Esto 

'\ 

indica que la supresión de la resistencia a través de la mo - 
nocapa producida por los virus no se debe a su efecto sobre 

la membrana plasmática, sino a un efecto sobre la ruta para - 
celular limitada por las uniones estrechas. La apertura de 

estas uniones, juntamente con el debilitamiento de la adhe- 

sión al sustrato, resulta en el redondeamiento y desprendi- 

miento de las células en una etapa subsecuente. Sin embar- 

go, nuestra información se refiere a períodos en los que -- 
l a s  células aGn forman una monocapa contínua. La permeabi- 

lidad de las células redondeadas o despegadas no se con'oce. 

b .  E f ec tos  Sobre l a  Permeabi l idad  de l a  Membrana Celu- 

l a r . -  Para analizar el posible efecto de los virus sobre - 
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b '. 

la permeabilidad de membrana a los iones sodio y potasio se 

escogieron los flujos unidireccionales de trazadores. Pues- 

to que estos métodos no tienen una resolución temporal ade- 

cuada para seguir los efectos tenpranos de la penetración - 
viral, recurrimos además a las mediciones electricas. Esco- 

gimos también estudiar los flujos hasta la quinta hora post - 
infeccidn porque, a pesar del hecho de que para este tiempo 

la infeccidn ya ha ocurrido y l a  inserción de las proteínas 

virales de la cub+erta en la membrana plasrndtica est6 avan- 

zada, la monocapa aCn mantiene su resistencia eléctrica -- 
(Fig. 12). Estos m6todos son los adecuados para analizar - ' 

el mecanismo de transloca.ci6n de iones a traves de la mem-- 

\ 

brana celular, aunque no dan información respecto a si los 

mecanismos están situados; en el lado apical o basolateral. 

Sin embargo, la informaci6n que se obtiene de los flujos -- 
unidireccionales de Zones; en lac células MDCK (Rindler ex - 

a&. ,  1979a, b, 1982; Simnions, 1981; Cereijido eit a t . ,  1980a, 

b, 1981a, b, 1982; McRoberts eit al., 1982; Aiton elt a l . ,  -- 
1982), sugiere que: i) la barrera apical tiene un mecanismo 

pasivo para la translocac:i6n de I'?a y otro para la translo- 

cacidn de C1-; y ii) la barrera hasolateral tiene una ATPasa 

comb que bombea Nat intercambiándolo por K , y un mecanis- 
mo de cotransporte pasivo del tipo llamado "sistema ??a +K+= 

.2C1" (Field, 1978; Frizzel eit al., 1979). 

+ 

4 + 
+ 

_. 
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Durante la inoculacibn, la resistencia eléctrica de la 

membrana plasmática y el potencial intracelular de las célu - 
las infectadas con VSV muestra un decremento claro y rápido. 

Este pudiera atribuirse al aumento de la permeabilidad a K 

que se observa por el incremento de bombeo de este ion. Es- 

te virus parece desacoplas la bomba de Na+-K+, ya que no se 

observa un aumento correspondiente en el bombeo de Na . Por 
consiguiente, la penetracidn de este virus provoca una esti - 
mulacidn significativa de la permeabilidad de K . La pene- 

traciBn de este i6n es lo suficientemente grande como para 

modificar el potencial de membrana y suprimir la asimetría 

+ 

+ 

+ 

Be la curva I/V. Por otra parte el FLU que había disminui- 

do inicialmente la resistencia eléctrica de membrana, en es - 
te perlodo de la infeccidn (una hora) con FLU parece haber 

recuperado su valor normal, el potencial de membrana está - 
ligeramente disminuido. Aunque en este tiempo postinfec-- 

f 

cidn el eflujo total de sodio está dentro de los valores -- 
control, hay un pequeño aumento del componente pasivo, y un 

decrements del bombeo de este ion. Pudiera ser que la dis- 

minucidn del bombeo fuera una consecuencia del aumento en - 
la salida pasiva de sodio; sin embargo, para poder determi- 

nar esto sería necesario determinar los contenidos intrace- 
b 

lulares  de este ion durante la inoculacibn. Llama la aten- 

1 

ción que el VSV produzca una alteracidn exclusiva del siste - 

. ” .l_ * ~ 
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* I 

ma de transporte localizado en la membrana basolateral de - 

\ 

estas células y que el FLU modifique el situado en membrana 

apical. No obstante, estudios recientes sobre la penetra-- 

cibn y el destino de los virus en el interior de la célula, 

indican que los cambios de pH están involucrados en estos - 
fen6menos (Matlin e.t a&. , 1981). Es posible, entonces, que 

las modificaciones en la conductancia de membrana observa-- 
\ + 

dos en esta tesis se deban también a movimientos de H. 

Durante la gemaci6n viral (quinta hor-a postinfección), 

\ el VSV tiene ya un efecto citopático, a juzgar por el amen 

to en el número de ampollas en las monocapas y que la resis 

tencia transepitelial comienza a caer. El transporte pasi 

vo de K está considerablemente disminuido; probablemente - 

- I  
1 

- 
- 

-I- 

el aumento en el contenido intracelular de sodio sea una -- 
consecuencia de esta disminucibn. Sin erbargo, los cambios 

en los flujos de estos iones producidos por el VSV no son - 
lo suficientemente drásticos como para explicar la caída en 

la resistencia de membrana (Tabla VII), de manera que es PO 

sible que durante la gemacidn de este virus el sistema ten- 

ga fugas que no se deban ni a sodio ni a potasio. 

- 

Durante la gemacidn viral, el FLU no ha modificado.la 

resistencia transepitelial de la monocapa y tampoco se ob-- 

servan alteraciones en el número o tamaño de las ampollas. 

Esto pudiera indicar que la infección con este virus no tie - 
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'. 

\ 

ne mayor efecto citopático en este perlodo de la infeccibn. 

Por otra parte, la bomba de Na+-K 

que se observa un ligero aumento en el bombeo de R y una -- 
disminución considerable en el de Na ; esta disminución --- 
tiene como consecuencia un aumento en el contenido intrace- 

+ parece desacoplarse, ya 

. + 

lular de sodio (Tabla VI). Por lo tanto, los resultados del 

análisis de los flujos no apoyan la noción de que la gema-- 

cidn polarizada del FLU de la membrana apical, y el VSV de ' 

la basolateral, afecta 1.09 mecanismos de translocacibn de - 
\ 

lanes localizados en estas regiones de la merhrana plasmáti - 
\ 

ca . 
Tanto el VSV como el FLU modifican el movimiento acti- 

vo de Na+ y K+. 

no se tiene la certeza de que l os  cambios observados se de- 

Aun en el caso de los movimientos activos 

ban a efectos directos sobre la bomba misma, ya que este me 

canismo puede también estar influenciado por el suplemento 
- 

de ATP, el que a su vez depende de las modificaciones que - 
los virus pudieran estar causando al metabolismo celular. - 
No obstante, se observa que los virus producen una disocia- 

ción del acoplamiento normal Na /K , ya que el FLU disminu- + +  

ye el bombeo de sodio sin modificar el de potasio, el VSV - 
aumenta la velocidad de translocación activa del K sin pro- + 

+ vacar un efecto detectable en el bombeo de Na . Estos efec - 
tos de los virus sobre l a  estequiometrfa de la bomba debe-- 

rían ser motivo de estudios futuros. 
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LOS MICROFILAMENTOS, LA UNION ESTRECHA Y LA 

GEMACION POLARIZADA DEL VSV EN CELULAS MDCK, 

a. GemaciÓn Polarizada del VSv.- Como se mencionó 

en la Introducción, estudios de la distribuci6n de glicopro 

tefnas de cubierta viral en monocapas epiteliales utilizan- 

do microscopla de 'inmunofluorescencia e inmunoelectromicros - 
copía con ferritina, indicaron que la gemacidn polarizada - 
es precedida por la distribución de las proteínas virales - 
de cubierta en el dominio correspondiente de la membrana -- 
plasmdtica (Rodrfguez-Boulán y Pendergast, 1980). 

En los estudias que realizamos y que se describen a -- 
continuación, se utilizó un anticuerpo de conejo anti-virus 

que puede reconocer a la proteína de cubierta viral, o al - 
virus Integro, y un anticuerpo de chivo anti-conejo fluores - b 

ceinado que reconoce al primer anticuerpo. De esta manera, 

se puede detectar por microscopfa de fluorescencia el sitio 

de la membrana de la célula epitelial donde está gemando el 

virus, 

titis vesicular (VSVl, dado que la gemación de éste por la 

Para estos estudios se eligi6 el virus de la estoma - 

membrana basolateral de ].as células MDCK infectadas muestra, 

al ser examinada por microscopfa de inmunoflurescencia, un 

patrón tlpico de anillo fluorescente alrededor de cada célu - 

. 

la al enfocar la superficie apical de la monocapa (Fig. 5 ) .  

. .. 
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Este patr6n es el resultado de la acumulación de antígenos 

virales y viriones en los espacios intercelulares y basola- 

terales de la membrana plasmdtica (Rodrfguez-Bouldn y Pen-- 

dergast, 1980). Si'la gemación basolateral del VSV se modi - 

ficara por el tratamiento con las drogas que se describen, 

la fluorescencia no se limitaría a los espacios intercelula 

res y membrana basolateral, sino que estaría presente tam-- 

bien en membrana apical en forma de puntos fluorescentes, - 

- 

característica de la gemacidn de virus que se acumulan en - 
microvellosidades (Fig. 5 ) .  El tratamiento con distintas - 
drogas y / o  en distintas condiciones, puede modificar cuanti - 

tativamente el patrón de fluorescencia en la cara basolate- 

ral: los anillos pueden aparecer más o menos homogéneamente 

teñidos y pueden tener uni grosor variable. La interpreta-- 

cien del patrón cualitativo continúa siendo, sin embargo, - 
que la gemación ocurre en la cara basolateral. A s í  pues, - 
adoptamos como criterio de tinción basolateral el que las - 
células presenten su centro no marcado, y como criterio de 

tinción apical el que el centro celular aparezca teñido. 

El proceso de gemación se sigui6 con una cámara de te- 

levisión conectada a una grabadora de video, tal como se - 
describió en el Capítulo de Métodos. Tratándose de una te- 

levisión en blanco y negro, los puntos donde gema el virus 

aparecen en blanco y el resto en negro. Sin embargo, la in 

* 

- 
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tensread de la imagen en la pantalla se puede graduar, de - 
modo que si ésta es máxima, toda la imagen aparecerá blanca, 

y si es mínima, la imagen en la pantalla aparecerá en negro, 

a pesar de que hay sitios por donde esté gemando el virus, 

y además, por otra parte, siempre hay un fondo de fluores-- 

cencia (autofluorescencia., marcacidn inespecífica, etc.). - 
Esto plante6 la necesidad de determinar una única intensi-- 

dad, fijarla, y utilizarla luego para observar toda la mono 

capa infectada. La figura 22 ilustra el criterio seguido. 

Se trata de exactamente la misma área registrada a tres in- 

tensidades distintas. En la foto A, la intensidad es excesi 

va, el fondo es muy luminoso y, a pesar de que se distingue 

claramente que el centro celular aparece obscuro, la foto - 
carece de nitidez. En la. C, la intensidad se ha reducido - 
tanto que, a pesar de que sigue siendo posible distinguir - 
entre los bordes teñidos y los centros obscuros, la imagen 

aparece demasiado esfumada y vaga. En la fotografía B se - 
ha optimizado en cambio el contraste por lo que se fij6 en- 

tonces la intensidad a la que conseguimos esta imagen y con 

esta intensidad se examinaron todas las monocapas, lo que - 
hace que todas las fotografías sean comparables. 

- 

- 

En las monocapas control (Fig. 231, esto es, monocapas 

infectadas pero que no fueron tratadas con las drogas que - 
se utilizaron en este estudio, la inmunofluorescencia obser - 
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Figura 22. La intesidad de luz en las fotografías. Tres fotografías - 
de la misma región de una monocapa de células MDCK tomadas 

a diferentes intensidades para ilustrar el criterio adoptado en el aná- 
lisis de las imágenes obtenidas en los estudios de inmunofluorescencia. 
Las fotografías fueron tomadas de la pantalla de un televisor en serie 
con una cámara de video conectada al microscopio (descrito en Métodos). 
La intensidad de luz en la pantalla del televisor puede ajustarse hasta 
lograr imágenes muy iluminadas como la A) o muy obscuras como la C). - 
Se considera que la fotografía B est3 correctamente iluminada, de mane- 
ra que la intensidad de luz del televisor se fijG en este grado, y se - 
utilizó así para analizar 927 células (Tabla I X ) .  Las fotografras se - 
tomaron con una cámara Polaroid. 

i '  



-127- 

Figura 23. Localizacidn de los viriones de VSV en monocapas de celulas 
MDCK. Las monocapas de células MDCK al quinto día de sem-- 

bradas a confluencia sobre cubreobjetos de vidrio fueron infectadas con 
VSV (10 PFU/rnl) .  Cinco horas postinfección, las células se fijaron con 
formaldehído 3.7% en PBS y se trataron primero con un anticuerpo de chi 
vo anti-VSV y después con uno de conejo antichivo fluoresceinado. Las - 
fotografías fueron tomadas como se indica en 1s figura 22. La inmuno-- 
fluorescencia aparece distribuida de manera no continua en los espacios 
interceliilares y no está presente en el centro de las células (región .- 
apical de l a  membrana). 

- 
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vada cinco horas después de la fnfeccidn muestra los espa-- 

cios intercelulares teñidos. Sin embargo, el espacio inter 

celular no está marcado homogéneamente, sino que aparece co 

mo un collar con unos puntos teñidos y otros obscuros. En 

la fotografía se observan claramente cuatro anillos fluores 

centes a mano izquierda; no obstante, el 19% de las células 

examinadas presentaron su centro teñido (Tabla IX). 

- 
- 

- 

b. Efecto d e l  Tratamiento con E G T A . -  Con el fin de per 

mitir la penetracidn de los anticuerpos anti VSV y el fluo- 

resceinado a la regi6n basolateral y como consecuencia obte 

ner una mejor tinción, las monocapas se trataron con EGTA - 
2 mM durante dos minutos antes de la quinta hora postinfec- 

cidn a 37OC. Esta penetraci6n es posible porque el trata-- 

miento con EGTA abre las uniones estrechas (Cereijido e t  al., 

1978). 

24;  A muestra los anillos fluorescentes que delimitan a -- 
las c6lulas homogéneamente marcados. Dado que la unidn es- 

trecha está abierta, los espacios intercelulares se van en- 

sanchando a medida que pasa el tiempo y aumenta el grosor - 
del anillo fluorescente. En la figura 2 4 ,  B y C, se obser- 

va claramente que la región apical no teñida se ha encogido, 

pero las células no tienen su centro marcado. En algunos - 
casos el centro obscuro se desvanece (Fig. 24 D, dos célu-- 

las a la izquierda): de 118 células examinadas, 22 presen-- 

- 

- 

El patrón de fluorescencia se observa en la figura 
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TABLA I X .  Distr ibución del Anticuerpb lnmunofluorescente Contra e l  
VSV en Monocapas de Células MDCK Cultivadas Sobre Cubre- 
objetos de V idr io . *  

. Condiciones Células Cent ros 
Analizadas Marcados 

Po rcen t a j e 

.26 Control 

EGTA+ 118 

I 
5 

22 

359 110 C i t .  B (1.5 hs) 

C i t .  B (2  hs) 97 71 

C i t .  B (1 h) EGTA 327 63 

# 31 

73 

38 

* 
Células del pasaje 76 a l  te rcer  d ía  de sembradas. 

I + 
EGTA 2.0 mM 2 min. 

ZCitocaiasina B 5 pg/mi. 
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Figura 24, Efecto del tratamiento con EGTA sobre la distribución de los 
Las monocapas 

fueron tratadas en las mismas condiciones que se indican en la figura 23, 
excepto porque las células fueron tratadas con EGTA 2 mM durante dos mi- 
nutos antes de ser fijadas a 37°C. En k y en B se observan los anillos 
fluorescentes que delimitan a por lo menos tres célu!as, El espacio in-- 
tercelular aparece homogéneamente teñido, en contraste a lo observado en 
la figura 23 (monocapas control), debido a que el anticuerpo penetra con 
facilidad a la zona basolateral. En C se observa otra zona de la monoca- 
pa donde el anillo se ha engrosado como consecuencia de la difusión de - 
la marca basolateral sobre el dominio apical. En D la célula central - - 
muestra puntos fluorescentes en su centro (membrana apical), El 19% de - 
las células analizadas mostraron su centro marcado (Tabla t X ) .  

biriones de VSV en monocapas de células M D C K .  
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tan la regi6n apical cmpletamente invadida por la marca -- 
fluorescente, lo que constituye el mismo porcentaje que en 

las células no tratadas (Tabla 1x1. 

C .  Efecto del Tratamiento con Citocalasina B.- Uno de 

los objetivos de este estudio era discernir el papel de los 

microfilamentos en la gemacien polarizada del VSV en célu-- 

las MDCK. Para esto, tratamos a la monocapa infectada con 

citocalasina B, un metabolito del hongo Helminthosporium -- 
dematisideum, que inhibe la polimerización de la actina --- 
(Stossel, 1977). La figura 25 muestra los resultados obte- 

nidos con monocapas MDCK a la quinta hora postinfecci6n con 

VSV, y que durante la última hora habían estado en contacto 

con 5 ug/ml de citocalasina B. En este caso, los interespa 

cios aparecen intensamente marcados (Fig. 25 A, C y D). Se 

observa que la cara apical, aunque reducida y con límites - 
borrosos, es la última zona en teñirse (en la figura 25 A - 
en la parte inferior y en la E hay tres células con los 11- 

mites borrosos). En la figura 25 B y E se observa una célu 

la con su centro teñido; de 359 células analizadas, 110 te- 

nían su centro marcado (Tabla 1x1, A medida que el trata-- 

miento con citocalasina B se prolonga, los anillos fluores- 

centes se van engrosando hasta que la marca invade el cen-- 

I 

- 

tro de las células. A s í ,  por ejemplo, cuando la monocapa - 
infectada permanece en contacto con citocalasina B ( 5  pg/ml) 
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Figura 25, Efecto del tratamiento con citocalasina B sobre la distribu- 
ción de los viriones de VSV en monocapas de células MDCK. -- 

Las monocapas fueron tratadas en las mismas condiciones que se indican - 
en la figura 23, excepto porque las células fueron tratadas con citocala 
sina B 5 pg/ml durante una hora antes de ser fijadas. Al igual que en - 
el tratamiento con EGTA, en este caso l o s  anillos fluorescentes aparecen 
homogeneamente marcados y su grosor ha aumentado, de manera que parece - 
que éste avanza como frente de onda sobre la membrana apical. En A, C ,  
y D se observan los espacios intercelulares homogeneamente teñidos, En 
6 y E la célula central tiene su centro teñido, De las células analiza- 
das, el 31% presentaron su centro teñido (Tabla 1x1. 

- 
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6 

durante las dos últimas horas antes de la quinta hora post- 

infeccidn, el 73% de las células analizadas tienen su cen-- 

tro homogénamente marcado (Tabla IX) '. 
d. Tratamiento Combi.nado con Citocalasina B y EGTA . -  - 

Con el fin de observar mejor el efecto producido por el tra 

tamiento con citocalasina B, se trataron las monocapas in-- 
- 

fectadas con EGTA ( 2  nQ4) durante dos minutos para permitir 

la penetracidn de los anticuerpos a fa zona basolateral. -; 

Para ello las monocapas infectadas con VSV fueron tratadas 
i 

durante una o dos horas con citocalasina B y durante los ú1 - 
\ 

timos dos minutos antes de la quinta hora postinfecci6~1, -- 
las uniones estrechas se abrieron con EGTA 2 mM a 37OC. La 

Tabla IX muestra que el tratamiento combinado no modifica - 
sustancialmente los resultados obtenidos con citocalasina B 

sola. La figura 26 Ccitocalasina B una hora, EGTA dos minu 

tos) muestra el mismo fenómeno de engrosamiento de los  ani- 
- 

llos descrito en la parte b y c de estos resultados. Si el 

tratamiento con citocalasina B se prolonga a dos horas, las 

células se redondean, se separan una de la otra y la gema-- 

ción polarizada tiende a perderse (Fig, 27). 

2 1 P i 4  c u s i d n .  
Como se mencionó en l a  introducci6n, el papel de la 

unidn estrecha y de los microfilarnentos en el establecimien - 

i 

i 

to de la polaridad epitelial aún no ha sido elucidado. En - 
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Figura 26, Efecto del tratamiento con citocalasina B y EGTA sobre la - 
distribución de los viriones de VSV en monocapas de células 

MDCK. Las monocapas fueron tratadas en las mismas condiciones que se - 
indican en la figura 23, excepto porque las células fueron tratadas con 
citocalasina B (5 ug/ml) durante una hora antes de su fijación y con 
EGTA (2 mM) los Últimos dos minutos. En A y en B el anillo fluorescente 
aparece engrosado con respecto a las monocapas control; sin embargo, no 
parece haber efecto aditivo o sinergístico en este tratamiento mixto. - 
Aunque en la fotografía no se muestra ninguna célula con su centro teñi 
do, un 38% de las células 'analizadas tuvieron tinciÓn apical (Tabla IX'T-. 

- '  

ii 
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Ffgura 27. Efecto del tratamiento mixto con citocalasina 6 y EGTA so- 
bre la distribuci6n de los viriones de VSV en monocapas de 

c6lulas MDCK. Las monocapas fueron tratadas en las mismas condiciones 
que se indican en la figura 23, excepto porque las celulas fueron tra- 
tadas con citocalasina B (5 Ug/l) durante dos horas antes de su fija-- 
ciÓn y con EGTA (2 mM) los Ú l t i m s  dos minutos. 
las células muestran su centro teñ ido,  en B, parte superior, se obser- 
va claramente un ani1 lo fluorescente. 

Aunque la mayorÍa de 

t' 
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los estudros que acabamos de describir, analizamos el papel 

de dichas estructuras en el mantenimiento de l a  polaridad - 
epitelial. Para ello utilizamos dos drogas, una que abre - 
las uniones estrechas, el EGTA, y otra que previene la poli - 
merización de los microfilamentos, la citocalasina B, y vi- 

mos si el tratamiento con éstas modificaba la gemacidn baso - 
lateral del VSV. 

a ,  GemaciÓn Po l a r i z ada  d e l  vSv.- Es probable que el - 
espacio interceiuiar entre l a s  células control no est& mar- 

cado homogéneamente, debido a que la penetración del anti-- 

cuerpo haya sido prevenida por las uniones estrechas. Si la 

monocapa hubiera sido cultivada sobre un soporte permeable, 

la resistencia eléctrica sería alta, indicando que las unio - 
nes estrechas están completamente selladas y el anticuerpo 

no podrla penetrar (.Cereijido e t  a l . ,  1980). Sin embargo, 

cuando el soporte es impermeable, como es el caso de los -- 
cubreobjetos utilizados en estos experimentos, muchas de -- 
las uniones de las regiones sin ampollas están abiertas (Ce - 
reijido e;f: al., 1981a, b) . Esto ha sido atribuido al hecho 

de que las cglulas MDCK retienen la capacidad para bombear 

iones y agua del lado apical al basolateral y ,  consecuente- 

mente, el fluido acumulado o bien despega la monocapa y for - 
ma ampollas (Leighton e t  a t . ,  1969) , o bien, la adhesión al 
soporte prevalece y las uniones estrechas revientan. Esto - 
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no quiere decir que necesartamente la unión estrecha se --- 
abra en todo el perfmetro de las células, sino que este pe- 

rímetro es en cambio una secuencia de fragmentos sellados - 
alternando con zonas de uniones abiertas. Donde hay ampo-- 

llas las uniones deben estar necesariamente cerradas en to- 

do el perímetro. A s í ,  Dragsten y colaboradores (1981) han 

mostrado que las protelnas no atraviesan las uniones estre- 

chas entre las células en las regiones en que hay ampollas. 

Como algunas uniones estrechas están parcialmente abiertas, 

pero esta apertura no es homogénea y los espacios intercelu 

lares no están ensanchados, la difusi6n de anticuerpos agre - 
gados por la cara apical hacia la basolateral ocurre, aun-- 

que no libremente. Como consecuencia, la marcación no es - 
homogénea en todas las celulas y aun en una célula aparecen 

zonas teñidas y no teñidas, La observacidn que un 19% de - 
las c6lulas muestren su cara apical fluorescente podría in- 

terpretarse de diferentes maneras: i). como que la gemacidn 

del VSV por la cara basolateral aunque es preferente, no es 

excluyente, y ii) en aquellas zonas donde hay una falla en 

el cierre de la unidn estrecha, la proteína G del VSV difun - 
de hacia la membrana apical. 

De estas dos posibilidades, la que se considera más -- 
viable es la primera, dado que siempre se detectan cantida- 

des variables de proteína G del virus en la superficie api- 
. 
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c a l  de  l a s  c e l u l a s  MDCK in f e c tadas  (Rodrfguez-Boulán, 1980 ) ;  

por o t r a  pa r t e ,  se sabe que l a  enzima i n t e s t i n a l  sacarasa - 
isomaltasa es inser tada en l a  membrana baso l a t e r a l  antes  de  

su apar i c i6n  d e f i n i t i v a  en l a  s u p e r f i c i e  a p i c a l  (Semenza, - 
1976; Brunner elt al., 1979;  Frank e t  aL., 1978; Hauri elt 

al!., í979), y por ú l t imo ,  siempre se encuentra una c i e r t a  - 
cant idad de  Na -K -ATPasa asociada con e l  borde en c e p i l l o  + +  

a p i c a l  de  l a s  c é l u l a s  de  túbulo r ena l  (Kyte,  1976a, b ) .  S in  

embargo, es necesar io  descar tar  l a  segunda p o s i b i l i d a d ,  pa- 

ra  l o  cua l  es importante observar  s i  e l  t ratamiento  con -- 
EGTA, que abre  to ta lmente  l a s  uniones estrechas,  aumenta l a  

t i n c i ó n  ap i ca l .  

b. Efecto del Tratamiento  con EGTA.- La sustracc ión de  

calcio y l a  ad i c i ón  de  EGTA d e l  medio que baña l a s  monoca-- 

pas EIDCK, abre l a s  uniones es t rechas  y como consecuencia -- 
abate  l a  r e s i s t e n c i a  e l é c t r i c a  ( C e r e i j i d o  ex al., 1978;  l lar  

. t ínez-Pa lomo elt al., 1980). Se  sabe que este efecto ocurre  

también en epitelios natura les  (Seder y Fortes, 1964 ;  Meldo 

- 

- 
l e s i  e t  al., 1978). En este es tud io  se investigó s i  l a  --- 
apertura de l a s  uniones estrechas:  i) conduce a una pérd ida 

de l a  p o l a r i z a c i ón  en l a  gemacidn v i r a l ,  ii) provoca una - 
d i fus ión  de l a  pro t e fna  G desde l a  car2  baso l a t e r a l  hac ia  - 
la a p i c a l ,  cono se s u g i r i d  en l a  pa r t e  2- de  e s t a  d iscus ión,  

o b ien ,  iii) no t i e n e  i n f l u enc i a  sobre e l  fen6meno en estu- 
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dio. Dado que el criterfo empleado para el antilfsis de es- 

' tos estudios fue el considerar a una célula con su centro - 
teñido o no, los resultados indican que no hay diferencia - 
entre las células control y las tratadas con EGTA (19% de - 
las c6lulas analizadas presentan el centro teñido en ambos 

casos). Sin embargo, como se observa en la figura 2 4 ,  los 

interespacios teñidos se encuentran considerablemente ensan 

chados, lo que apoya la opción Cii). Es muy probable que - 
un tratamientc 16s prolongado con EGTA conduzca a la inva-- 

si6n de la membrana apical por l a  basolateral. 

- 

C .  E fecto  de la Citocalacina B.- La membrana piasmáti- 

ca no es un organelo celular aut6nomo sino que su acopla-- 

miento a varias estructuras citoplasmicas y otros organelos 

es cada vez más evidente, lo que prueba que la superficie - 
celular está bajo estricto control citoplásmico. Eventos -- 
complejos tales como la adhesi6n, "capping", locomocidn, -- 
endocitosis, et~., parecen requerir conunicaci6n transmembra- 

nal y además de uniones estructurales entre la membrana y - 
los componentes del citoesqueleto, en particular con el sic 

tema microfilamentos/microtbbulos, el que parece ser respon 

sable de un gran número de fenómenos de superficie celular 

asociados con la distribuci6n topográfica de los componen-- 

tes de membrana (Nicolson, 1976). As€ lo prueban varios -- 

- 

- 

, 

autores: Albertini y Clark (1975) encontraron que existe -- 
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una relaci6n entre microtúbulos y receptores de superficie 

a concanavalina A en cultivos primarios de célul-s de granu - 
losa de ovario de conejo; Gabbiani (1977) demostrb que la - 
unidn de concanavalina A a la superficie de células neoplá- 

sicas y embrionarias produce disociación de los filamentos 

de actina y que los receptores de concanavalina A se acumu- 

lan al igual que la actina en un polo de la célula; Koch - 
(1978) evidencid que una exoproteína, el antlgeno H-2 de - 
histocompatibilidad, está asociada t! sctina. Algunas 1Z- 

neas de evidencia han sugerido también que los microfilamen - 
tos son necesarios en el. ensamblaje o gemación de los - 
virus con envoltura (Damsky e x  ut., 1977; Lenk y Penman, 

1979). 

Por otra parte, Lenk y colaboradores (1977) y Lenk y - 
Penman (1979) han encontrado que la mayoría de los poliso-- 

mas, estructuras en las que se sintetizan las proteínas, se 

encuentras asociados al citoesqueleto. No obstante los ha- 

llazgos que se acaban de citar, Griffin y Compans (1979) en - 
contraron que la citocalasina B no perjudica el ensamblaje 

de las proteínas del virus de la influenza. Por consiguien - 

te, era interesante estudi.ar si la citocalacina B, que apa- 

rentemente no impide la genacibn, modificaba la polarizacidn 

de ésta. 
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Nosotros observarnos que los 2nterespacios aparecen i n -  

tensamente marcados, pero que no hay una tinción de l a  mem- 

brana apical ,  E l  que los  interespacios aparezcan intensa-- 

mente marcados apoya l a  hipótesis que l a  droga abre l a s  -- 
uniones estrechas CCereijido e t  al., 1981a, b ;  Meza e t  al., 

1 9 8 1 )  y como consecuencia de esto:  i) favorece e l  paso del  

anticuerpo hacia l a  zona basolateral provocando una tinción 

homogénea de los  bordes ce lulares ,  ii) ensancha los  .espa-- 

c ios  intercelulares,  aumentando e l  grosor de los  an i l los ,  y 

iii) produce un encogimiento de l a  región apical t a l  que a l  

cabo de dos horas de tratamiento, e l  73% de l a s  c6lulas t i e  

nen su centro marcado. Este último efecto puede interpre-- 

tarse  de dos maneras: 1) como una interdifusión entre l a  re  

- 

- 
g i ó n  teñida y l a  no teñida, y 2) como una invaginación de - 
l a  membrana apical a l  in ter ior  de l a  célula.  La primera PO - 
s ibi l idad se ve favorecida por e l  hecho de que l a s  imágenes 

de fluorescencia no muestran un ani l lo  con bordes definidos 

que avancen como un frente de onda en función del tiempo, - 
sino como una mezcla heterogénea de zonas fluorescentes y - 
no fluorescentes. La segunda posibilidad resultar€a muy i n  

teresante porque ser ía  l a  primera vez que se describe una - 
invasión de l a  membrana apical por l a  basolateral.  Existen 

evidencias en sentido inverso; por ejemplo, los  resultados 

obtenidos por llurer y Kinne C i S S O ) ,  quienes observaron que 

- 

t 
- I  
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I 
b 

durante la preparación de vesículas de menbrana apical o ba 

solateral de células epiteliales, la melnbrana apical despla 
- 
- 

za a la basolateral hasta que Bcta queda invaginada en el - 
interior de la vesícula. 

. 
Estos resultados descartan a la integridad de los mi-- 

crofilamentos como condición bine qua non para el manteni-- 

miento de la polaridad. El desensamble de esta estructura 

no provoca la gemacián equivocada del VSV por la cara api-- 
\ 

cal, aunque sf produce la apertura de las uniones estrechas 

'\ con la consiguiente perdida de la polaridad. Así, interpre- 

tamos que su efecto sobre la polarización es indirecto, vía 
! 

las uniones oclusoras, y no.directo, vía la inserción vecto - 
- rial de las proteínas de membrana. 

d. Efecto d e l  Tratamiento Combinado con citocalasina B y 

EGTA.- Cuando la monocapa de células MDCK se trata simultá- 

neamente con una droga que desensambla microfilamentos (ci- 

tocalasina B) y otra que abre las uniones estrechas (EGTA) 

los resultados obtenidos son en todo semejantes a los obser - 

vados con cada una de las drogas actuando separadamente. Se 

observa una magnificacidn no significativa de los efectos, 

pero no hay un efecto aditivo o una modificacibn de la gema - 

cián polarizada de los virus. 
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b a 

CAPfTULO I V :  CONCLUSIONES 

A lo largo de este trabajo se seña16 que las dos propieda-- 

des fundamentales de l os  epitelios que transportan son: 1) 

actuar como barreras a la difusidn gracias a las uniones es 

trechas, y 2) tener sus células estructural, bioquímica y - 
1 fisiológicamente polarizadas. En la actualidad, una de las 

- 

I 

preguntas más importantes que aún quedan por resolverse en 

. el estudio de los epitelios es: ¿qué es lo que determina la 

polarización estructural, y por ende funcional, de las célu 
'\ 

- 
las epiteliales? El desarrollo de líneas celulares que -- 
preservan en cultivo las propiedades de los epitelios natu- 

rales, as4 como el hallazgo de que la infección con RNA- 

virus con cubierta de algunas de estas líneas resulta en la 

gemación polarizada de los virus por una u otra membrana de 

la célula epitelial, han contribuido a que el campo para el 

estudio de la polaridad epitelial est6 listo para ser abor- 

dado. 

En esta tesis se investigaron algunos aspectos relacio 

nados con la polaridad estructural de las células epitelia- 

les, utilizando l a  línea celular XDCR infectada con .RNA- 

- 

virus con cubierta como sistema modelo para estos estudios. 

Este Capítulo reúne l a s  principales conclusiones a las que 



nQs condujeron los resultados de: 11 los estudios de la per 

rneabilidad, 2 )  el papel de la unidn estrecha, y 3) el pa-- 

pel de los microfilamentos. A fin de encuadrar mejor la in 

terpretación de dichas conclusiones, se indica en cada caso 

la información que conduce a cada conclusión, 

I 

. - 

11 Loa Ectudio,s de. t a  PeRmeabitLdud. 

al Una horra post,¿n,jeccibn, e t  VSV y e t  F L U  m o d i b i - -  

can Lo6 6ih;ternab d e  ZkafiApOhxte membhanales ubica 
d o s  en La membrrana baaaLaterraL y a p i c a l ,  m a p e c -  

tdvamente,  

- 

Esta conclusi6n se basa en los siguientes resultados - 
experimentales: 

- El VSV desacopla la ATPasa de Na+ y K + , aumentando - 
-I- el influjo activo de K , sin que se altere el eflujo activo 

de Na . 
Na ni de K . 

+ Este virus no modifica los movimientos pasivos de 
+ + 

- El FLU aumenta l a  salida pasiva de Na+ por la cara - 
apical e inhibe el funcionamiento de la bomba. 

61 Cinco hOtrnb pos,tinóeccL6n, e t  VSV modidica t a b  - -  
s i b t e r n a s  dc ,thanspo/t$e membrranaL ubicadas en t u  - 
rnembtrana bn6ota.tehat y aumenta La pehrneabitidad - 

d e  maneha LricspecXdLca. 
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Esta conclusidn se basa en los siguientes resultados - 
experimentales: 

+ +  - La bomba (Na -K -APTasa) está deprimida y el influjo 

pasivo de K también, como consecuencia se acumula el Na y 

esto frena la entrada pasiva de Na . La resistencia trans- 

membranal disminuye, indicando que el sistema tiene fugas - 
no debidas al transporte de Na+ ni K+. 

+ + 
+ 

impoafante& en La pehmeabL1Ldad y pahece habekae tre- 

cupelrado de Lob edectoa oboehvadoa una h o ~ a  deapulh 

de La i n d e c c i b n .  

Esta conclusión se basa en los siguientes resultados - 
experimentales: 

+ - Los flujos pasivos de Na y K+ están iguales que el 
+ control, la bomba de Na est5 desacoplada y como consecuen- 

cia el contenido de Na está aumentando, + 

dl Et USU $tiene un edec.to ciXopbtico a Xiernpod mú6 .tern - 
paanoh que eL F L U .  

Esta conclusión se basa en los siguientes resultados - 
experimentales: 

- Cinco horas después de la infección con VSV, lac mo- 
nocapas presentan un gran nhero de ampollas nuevas; además 

la resistencia transepitelial de la monocapa disminuye dr5c - 
ticamente en este tiempo. 

.. - . _ .  _ -  - - -". __I --I 
x -  

i. 
_l- - .^ 
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\ 

2 )  E t  Papel de l a  U n i ú n  Ebthecha. 

u )  l a  apextuha de t ab  unioneb ebthechab no modidica 

t a  gemacibn palahizada d e l  V S V ,  

Esta conclusión se basa en los siguientes resultados - 
experimentales : 

- El anillo fluorescente que delimita a las celulas -- 
aparece homogéneamente marcado, su grosor aumenta pero la - 
región apical no aparece teñida. 

6 )  La4 unioneb ebthechab juegan un papeL imp0h;tan;te 

en e l  mantenimiento de l a  palakidad de t a  membtra - 
. na. 

Esta conclusión se basa en los siguientes resultados - 
experimentales: 

- La apertura de las uniones estrechas permite la in-- 
terdifusión de los componentes de la membrana basolateral y 

apical. 

31 E l  Papel de  l o 4  M.¿chodilamentob. 

al La depalimehizacibn de l o b  micfiodiCamen.tob no mo - 
d i d i c a  La gemacidn polahizada d e l  V S V ,  

Esta conclusidn se basa en los siguientes resultados - 
experimentales: 

c: 
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- El anillo que delimita a las células aparece homogé- 
neamente teñido, aunque engrosado, a medida que se prolonga 

el tratamiento con la citocalasina B se observa que la zona 

apical aparece teñida. 

6 )  l a  in teghidad d e  t o 4  m.icho&¿lamento~ t i e n e  un p a p e t  

impolrtante en e& mantenimken-tode &a potahidad d e  - -  

membhana. 

Esta conclusi6n se basa en los.siguientes resultados - 
experimentales: 

- La depolimerizaci6n de los microfilamentos permite - 
la interdifusión de los componentes de la membrana basolate 

ral y apical. 
- 
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