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PROLOGO

Los epitelios se caracterizan por su capacidad de transportar
sustancias a su través vectorialmente. Los rasgos estructura
les que le permiten cumplir con esta funcibn son: 1) las unio
nes oclusoras o estrechas que sellan los espacios intercelula
res, y 2) la polarizacifén de los componentes proteicos de la
membrana plasm8tica en dos dominios, el apical y el basolate-
- ‘ral. Asi, los canales, acafreadéréé;’bbmbas y receptores pre
sentes en el lado basolateral, son esencialmente distintos de
aquéllos que se encuentran en la regifn apical. Ambos domi--
nios estén seﬁarados por las uniones estrechas, que parecen -
érevenir la mezcla de estos componentes. En la actualidad se
desconocen los procesos y mecanismos responsables de la pola-
- rizacién. Sin embargo, en los filtimos afios se ha abierto la
posibilidad de llevar a cabo estudios a este respecto en base
al hallaégo'de: 1) algunas lineas celulares forman uniones es
trechas in vithro 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 gemacifn viral po-
larizada es consecuencia de la insercién asimétrica de sus -
protefnas de cubierta en la membrana.

El objetivo de esta tesis es examinar el papel de algu--
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nas estructuras celulares, la unifn estrecha y el citoesquele
to de actina, en la distribucibn polarizada de las proteinas

de membrana. Asimismo, estudiar el estado de la permeabili--
dad de membrana en el momento en que las protefnas virales --
son insertadas en el dominio apical o basolateral de la mem--
brana de las c&lulas epiteliales. Para ello sé trabaja con -
ﬁha preparaéién semi-artificial de células epiteliales en cul

tivo, infectadas con un RNA-virus que gema por membrana api--

cal (Influenza) y otro que gema por la basolateral (Estomati-

tis Vesicular) en estas células._
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EL TEJIDO EPITELIAL: SUS CARACTERISTICAS.

El intercambio de materia entre los organismos superio
res y el medio se lleva a cabo a nivel de meﬁbranas epite--
" liales constituidas por una o més capas de cé&lulas, en una
de las cuales, la mfs externa, las células estén unidas en-
tre sf por uniones estrechas de permeabilidad variable. E1
tejido epitelial no s6lo es continente de los lfquidos gque
se producen -en los organismos vivos (orina, bilis, sangre,’

~humor acuoso, l&grimas, sudor, lfquido cefalorraquideo, sa-
p .

/

liva,'leche, jugo pancreitico, etc.) sino adem@s, y funda-- 

mentalmente, regula la composicifn de esos lfquidos. Es de-
cir, que las c&lulas ademds de controlar su composicién ci-
toplasmética mediante bombas, acarreadores, canales, etc.,
como lo hace cualquier otra cé&lula del organismo, regulan -
también la_composicién del compartimiento que limitan, pues
to §ue estos liguidos tienen una composicibén distinta a 1la
del medio interno.

Los epitelios son tejidos que se caracterizan precisa-
mente por la existencia de las uniones estrechas (un tipo -
de complejo de unién entre las cé&lulas epiteliales) que -
transforman a la capa epitelial en una verdadera barrera a
la difusibén de solutos, y porque presentan una‘sorprendente
‘pélaridad estructural y funcional, responsables de sus fun-

ciones vectoriales.



1] Las Uniones Estrechas.

Como se sefialé anteriormente, una de las caracteris
ticas de los epitelios es la formacifn de las uniones estre
chas. Ussing desarroll$ un modelo para explicar el fenSmeno
de transporte en los epitelios (Ussing, 1949; Ussing y Ze-
- rahn, 1951; Koefoed-Johnsen et af.,, 1952; Koefoed-Johnsen
.Yy Ussing, 1953; Andersen y Ussing, 1957; Koefoed-Johnsen y
Ussing, 1958; Ussing et af., 1960). La suposicifn t&cita en
éste es que la ruta fundamental de los iones es transcelu-
lar, es decir, que las unidnes estrechas son realmente her-
méticas. Este modelo explica el comportamiento de la mayo-
-rfa de los epitelios; sin embargo, algunos como la vesicula
y el rifibn no se comportan - segfin esta teorfa.

Un aporte fundamental para entender el comportamiento
de los diferentes epitelios fueron las investigaciones sabre
la ultraestructura de las uniones estrechas: las c&lulas se
mantienen juntas por medio de estructuras especializadas, -
las uniones estrechas que aparecen en el borde:apical Cfig.
1) (Farquhar y Palade, 1963; Gilula, 1974; Martfnez-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

tivosgs: i) a través de las dos membranas en serie de las cé-
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Figura 1, A. Complejo de unidn entre dos células epiteliales del in--
testino delgado de rata. Las membranas plasmaticas late-
rales se funden en la regidén lateral para formar la unidn estrecha (Z0).
Los elementos de tipo desmosomal del complejo de unidn, la -
zonula adhaerens (ZA) y la macula adhaerens (MA), o desmosoma, se ven -
debajo de la unidn estrecha. Magnificacién: 119000X.

- B. Criofractura de la unidn estrecha entre células epitelia-
les del intestino delgado de rata. La unidn estrecha estd formada por -
una red de cordones {(cara PF) y canales (cara EF). v

: Los cordones y canales representan los sitios de verdadera -
fusion membranal. Este cinturdn, o zonula, de membranas fusionadas cons
tituyen una barrera de permeabilidad a la difusién de macromoléculas --
desde el lado luminal al basa! de estas células, Magnificacidn: 70000X.

(Tomada de Gilula, 1974). ‘



lulas epiteliales (ruta transcelular), o bien,'ii) via es-~-
-~ tructuras intercelulares, las uhiongs estrechas (ruta para
celular). Los trabajos de Fromter (1972), Fromter y Dia-
mong (1972) y Boulpaep (1971) consolidaron la hipbtesis que
gran parte de las variaciones en las propiedades de los epi
telios surge de la variacifén en la relacibn entre la conduc
tancia a través de las uniones intercelulares y la conduc--
tancia de la ruta transcelular. Consecuentemente se postu-

+

18 una clasificacién de lgs epitelios en dos categorifas: i)
los llamados perﬁ;ablés, es decir, aqu&llos en los que los

\\ solutos atraviesan el epitelio por una ruta paracelular cog\\
trolada por las uniones estrechas, y 1ii) los hermé&ticos, -
donde la ruta de los solutos es intracelular.

- - Claude y Goodenough (1973) intentaron una clasifica-
cibén de los epitelios en funcién de su resistencia epite--
lial (Tabla I). Estos autores encontraron una correlacién
directa entre el nGmero de fibrillas de la unién estrecha y
la perﬁeabilidad paracelular. Sin embargo, otros investiga-
dores (Martinez-Palomo y Erlij, 1975) hallaron que esta co-
rrelacifn no existe: asf, por ejeémplo, el ileo de conejo y
la vejiga urinaria del sapo tienen una red de fibrillas muy
seﬁejante. No obstante, mientras que el primero es permea-

bie a lantano y tiene todas las caracteristicas de un epite
lio permeable, el segundo es impetmeable a lantano y posee

propiedades de un epitelio hermético.



ancho de una sola fibrilla.

N = nimero de determinaciones. ES = error estindar.

TABLA If Algunos Epitelios Simples Clasificados de Acuerdo a su
Resistencia Transepitelial. Medidas de la Morfologfa -
de 1a Unién.
Resistencia Morfologfa de la Unién
TEJIDO Transepite- No. de.Fibrillas Profundidad (um} N
1ial (Qcm2) Gama Promedio+ES  Gama Promedio+ES

Muy Permeable:
tubulo contor-
neado proximal
de mamifero.

Perro 6 - - - - -

Rata

Ratdn = 1=2 11.1910.12 + + L8

y !

Permeable: ti-
bulo contornea
do proximal de
Necturus ' 70 1-6 }3.3040.15} 0.1-0.§ 0.46+0.02| 59
Vesicula de co
nejo. 30 2-6 | 4.10+0.11] 0.1-1.0{ 0.41+0.02| 90
Intermedio: ve
stcula de Nec-
turus ~ 300 4-8 {6.20+0.21| 0.5-1.4]1.00+0.05] 23
Yeyuno de rata >300 - - - - =
Yeyuno de ratén - 4-7 15.30+0.17} 0.3-0.8{0.3910.03| 34
Intermedios a
Herméticos: td
bulo contornea
do distal 300-600 - - - - -
Necturus 2-7 |4.8040.36] 0.1-1.0{0.3810.06} 17
Ratén 4-7 15.80#0.20) 0.1-0.2{0.1420.006{ 18
Muy Herméticos:
Estomago de ra-
tén L-1]8.10%0.34| 0.3-0.9(0.63+0.03 | 25
Vejiga urinaria »
de anfibios 1000-2000 - C- - - -
Sapo 5-1118.10#0.94] 0.3-0.510.36*0.03| 7
Rana 5-1417.90+0.38| 0.3-1.1[0.58:0.03 | 34
*Tomada de Claude y Goodenough (1973).
+En la mayorfa de los lugares la profundldad de la unidn era igual al




2) La Polaridad Epiteldial.

Desde el punto de vista anatfmico se observa una --
marcada asimetrfa; asi, las células epiteliales de la cara
externa pueden estar desnudas o cubiertas de glucocdlix, en
tanto que las de la interna est&n cubiertas por tejido co--
nectivo. Adem&s, los organelos celulares no se disponen al
azar, sino que aparecen orientados; la mitad o el tercio ba
sal de la célula contiene al nficleo, con el complejo de Gol
gi situado arriba de &ste, Las mitocondrias se alinean en
el lado basolateral o contraluminal, regifn con grandes re-
querimientos de ATP como es el caso de c&lulas de tfbulo de
rifibn (en esta zona se lleva a cabo trénsporte transepite--
lial de Ng{por una Na-KtATPasa) o de las c&lulas secretoras
(esta zona es rica en reticulo endoplésmico rugoso, encarga
do de la sintesis de proteinas). Las regiones libres de la
membrana plasmitica de las c€lulas epiteliales por lo gene-
ral estin asociadas con actividad secretoria y pinocitica,
y por consiguiente el citoplasma contiene cantidades varia-
bles de vesiculas y vacuolas, gr8&nulos de secrecibn y liso-
somas (Berridge y Oschman, 1972). En los epitelios cuya --
principal funcibn es la absorcibn, esta regibn, la apical o
luminal, Presenta numerosas microvellosidades. Los comple-
jos de unidn intercelulares (zonulas occlgdentes © uniones

estrechas, nexus o uniones comunicantes y maculas adhaeren-
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tes o desmosomas) se encuentran invériablemente en el extre
mo apical.

Desde el punto de vista funcional, las cé€lulas epite--
liales presentan una polarizacifn de su membrana plasm&tica
distinguiéndose dos dominios: i) apical o luminal y ii) ba-
solateral o contraluminal. La segregacifén de diferentes en
zimas y sistemas de transporte entre estos dos dominios es
responsable de las funciones vectoriales de los epitelios,
tales Como el transporte qnidireccionalrde fluido, electro-
1litos Yy nutrientes y la secrecibén de productos celulares ég
pecificos hacia uno de los dos espacios extracélulares que

el epitelio separa. Por ejemplo, en tfibulo distal de rifibn
‘de mamifero la membrana apical de una célula epitelial es -
ﬁuy permeable al Ng'y muy poco permeable al Kt en tanto gque
la membrana contraluminal tiene una alta permeabilidad al K*
y es impermeable al NQ} en esta membrana existe un mecanis-
mo de transporte activo que saca iones N&' de las células, -
inte;cambiéndolas por iones K en cambio, la membrana lumi-
nal carece de bombas (Koefoed-Johnsen y Ussing, 1958). Esta
asimetrfa se manifiesta en el rifni6n al probar el efecto de

hormonas y drogas: la hormona antidiurética, que estimula -
el transporte de N&, y el gluc6sido cardiaco ouabafna, que lo
bloquea, son activos solamente cuando se anhaden al medio --
que bafia la superficie serosa; en cambio,Ala amilorida, que

Al
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reduce la permeabilidad pasiva al th s6lo es activa cuando
se afade por la superficie mucosa del epitelio (Beber, 1971;
Aceves y Erlij, 1971; Beber et af., 1972).

Desde el punto de vista bioqufmico, la cé&lula epite--
lial se caracteriza por una distribucién polarizada de las
macromoléculas, en particular protefnas, en la membrana --
plasmitica luminal y contraluminal. Se han realizado estu-
dios-en diversos epitelios: t@ibulo proximal de rata (Hie--
drick et at., 1972),Aducto colector bovino (Schwartz et al.,
'1974), intestino delgado de :aﬁa (Murer et al., 1974) y ve-
jiga urinaria de tortuga (Brodsky et af., 1976), en los que
la membr#na luminal vy contraluminal de‘las'células fueron -
separadas por electroforesis de flujo libre; el resultado -
de 8&stos y otros estudios ha sido la caracterizacién de pro
teinas presentes exclusivamente en membrana apical o contra
luminal y gue por esto son considerédas y pueden utilizarse
como "marcadores intrinsecos" de la membrana en que se loca
lizan (Tabla’II).

Es importante a este respecto el hecho de que la mayo-
ria de los sistemas distribuidos asimétricamente en la mem-
brana plasmética de la c&lula epitelial, tambi&n se encuen-
tren en las membranas plasm&ticas de c&lulas no polarizadas.
Una excepcibn a esto es el sistema de transporte de monosa-

cdridos dependiente de Nét que parece exclusivo de las mem-
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TABLA 1l. Marcadores de Superficie Apical y Basolateral. Resume los
hallazgos de proteinas marcadoras de membrana apical y
basolateral en distintos epitelios naturales.

MARCADORES EPITELIO

Superficie Apical.

Fosfatasa alcalina
Leucina aminopeptidasa '
Oligo- y disacaridasas (sacarasa-isomaltasa,
trehalasa, lactasa, maltasa, glucoamilasa)
Protefna cinasa dependiente de AMPc o K
Transporte Nat-dependiente de hexosas, amino 8ci-
~dos, dipéptidos, protones, sulfato, fosfato

C1~, lactato, ascorbato, acidos bflicos 1 K
Transporte Na+-|ndepend:ente de fructosa, :
P-aminchipurato, C1~ 1 K
Transporte ATP-dependiente de H* y CO3H™ I K
Componente secretor, receptores a lgG t
Superficie Basolateral,
Na+-K+-ATPasa | STE
Ca''-ATPasa ” : t K
AntTngenos de histocompatibilidad (H )
Receptor asialoglicoproteina
Componente secretor, receptores a IgG t EG
Receptores a acetilcolina o EG
Receptores de hormona pollpeptfdlca o ‘ EG I K
Adenilato ciclasa , K -
Sitios de unidén de coligeno y laminina : c
Transporte Nat-dependiente de amino&cidos, ~
ca’ ', C1 K
Transporte Na _independiente de aminodcidos _
neutros, glucosa, lactato t K

* Tomada de Rodrfguez-Boulsn (1983a)
I = intestino; L = higado; K = rifi6n; STE = epitelios transportado-
res de sodio; EG = gl&ndulas exécrinas; C = epitelio de la cérnea.

2N
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branas luminales de la célula pélarizada. En vista de este
hecho, se podrfia considerar a'la membrana luminal como la -
parte mis diferenciada de la membrana plasmitica de la célu
la epitelial (Kinne y Kinne-Saffran, 1978).

Adem&svde su diferente composicién de proteinas, se ha
propuesto (Maylie-Pfenninger y Jamieson, 1979; Muresan y ?
] Jamieson, 1980) que el dominio apical y basolateral de la -

membrana plasmitica difieren considerablemente en su comple
mento de azficares y 11pidos. Semenza (1976) encontrS que -
en células de tfibulo renal el &cido siflico estd ausente en
varias enzimas apicales, pero esti presente en proteinas ba
solaterales como la Na“K-ATPasa.

Por otra parte, se ha feportado que la fraccibén apical
de la membrana plasmitica de c&lulas de intestino de mamife
ro presenta menor contenido lipidico y es mé&s rica en coles
terol y glicolipidos, aunque m&s pobre en fosfolipidos que
la fraccién de membrana basolateral (Forstner et af., 1968;
Douglas et af., 1972; Kawai et al., 1974; Lewis et al., -

-1975). Esto .indica que las células epiteliales no solamente
poseen mecanismos para orientar proteinas, sino también 11~
pidos.

En la actualidad se dispone de una informacifn bastan-
te extensa acerca de los sistemas de transporﬁe de la cé&lu-

la epitelial, de sus mecanismos de funcionamiento, localiza

©S\
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cibn y estructufa, pero quedan afin por resolverse preguntas
bé&sicas como ¢por qué el contacto intercelular lleva a la -
formacién de uniones estrechas que transforman a la monoéa—
pa celular en una barrera para la difusibn?, ¢qué es lo que
dispara la diferenciacién de la cé&lula hasta convertirla en
una unidad de transporte polarizada?, é¢cudl es el proceso -
por el cual proteinas integrales de membrané que han sido -
sintetizadas por la misma maquinaria celular son insertada§
en uno u otro dominio de la membrana de la c&lula epiteliai?
En este trabajo é;ataﬁos de resolver algunos aspectos de es
ta Gltima pregunta.

‘El e;tablecimiento de una variedad de lfneas celulares
de origen epitelial ha hecho posible el estudio de las pro-

piedades de las cé&lulas epiteliales bajo condiciones més --

sencillas-y’vers&tiles gue en epitelios naturales.

,\

LA LINEA CELULAR MDCK COMO MODELO DE
MONOCAPA EPITELIAL.

Una preparacién.in vitrno que presenta las propiedades
-de los epitelios transportadores.naturales fue desarrollada
recientemente por Misfeldt (1976) y por el grupo de Cereiji
do (1978). Se trata de una monocapa de células epitelioi--

des que se obtiene al cultivar la linea celular de origen -

renal MDCK sobre un soporte permeable y transparente.



La lfnea celular MDCK fue derivada de un riiién de pe-
rro Cocker Spaniel, adulto, aparentemente normal. El culti-
vo primario fue hecho en 1958 por‘Madin y Darby, y caracte-
Vrizado por Gausch y colaboradores (1966). Esta linea celu--
lar .tiene propiedades de .epitelib de tGbulo contorneado distal
de rifi6n y de adenocarcinoma papilar (Leighton et af., 1969).
Las c8lulas MDCK en cultivo son citolSgicamente malignas, -
con nficleos grandes, nucleolos mGltiples y figuras mit6ti--
cas anormales. La oncogenicidad de las MDCK se probé in vivo
por.inyéccién intravenosa de suspensifn de cé&lulas aisladas
en embriones de pollo. Una semana después se diagnosticaron
mGltiples fbcos de adenocarcinomas metastisicos en el cere-
bro de los animales inoculados (Leighton ai al., 19705. -
Leighton y colaboradores demostraron adem&s que cuando las
c&lulas MDCK crecen sobre un soporte impermeable forman am-
pollas o domos que parecen resultar del transporte vecto--
. rial de agua desde el medio hacia el soporte (Fig. 2). La -
formacibn de estas ampollas es inhibida por ouabaina (Abaza
et al. 1979). Como este glucbsido cardiaco actﬁa muy especi
ficamente sobre el mecanismo de bombeo de Nat Y K+, se pien
sa.qte el flujo neto de agua es un‘fenémeho secundario aco-
plado al transporte de sodio. La produécién de este tipo -
de ampollas multicelulares parece ser una propiedad comGn a

- una gran variedad de c&lulas epiteliales en cultivo: célu-
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Tulas MDCK culti

on:

é
700X.

ma del plano focal) en una monocapa de c

vadas sobre un soporte impermeable. Magnificacién:
B. Micrografia electrénica de barrido de una monocapa de cé--

A, Fotomicrograffa de fase mostrando un domo o ampolla (enci
lulas MDCK cultivada en una caja de Petri de plistico. Se ven ampollas,

algunas parcialmente colapsadas durante el procesamiento. Magnificaci

Figura 2.
- 2h2x,

(Tomada de Cereijido et af., 1978),

[
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las mamarias (McGrath, 1971, Pickett, 1975), rinén de perro
(Knauff y Fromter, 1970), tiroides (Lissitzky, 1971}, cé&lu-
las cervicales humanas (Auersperg, 1969].

En 1978, Cereijido y colaboradores desarrollaron una -
nueva preparacifn con la lfinea MDCK. Este grupo sembré cé-
lulas MDCK aisladas sobre discos de nylon recubiertos de co
1l8geno que actfian como un soporte permeable y transparente.

En estas condiciones se forma una monocapa que crece como -

]

un tapiz lisd:coqila'protrusién ocasional de aglunas célu--
las redoﬁdeadaé (Fié. 3). Las MDCK cultivadas sobre'coiége—;
no no forman ampollas ya que el agua no se acumula entre lax
monocapa y el soporte permeable. El hecho que se forme una

monocapa indica que las células estén polarizadas estructu-
ralmente ya que, mientras la cara basal es capaz de adherir
se a un sustrato, la cara iibre no puede pegarse a otra cé-
_lulé. Esta asimetria se manifiesta también por la presencia
de algunos cilios y microvellosidades tegularmente espacia-
dos en la cara libre, en tanto gue estas estructuras no’apé
recen en la cara que est& en contacto con el colfgeno. Ade-
m&s, la membrana lateral de las cé&lulas presenta numerosas

interdigitaciones, dejando un espacio intercelular de ancho
variable. Este espacio esté cerrado en el extremo apical de
‘ la monocapa por complejos de unibén formados por escasos des

mosomas y por.uniones estrechas (Fig. 4).
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Figura 3. Micrograffa electrdnica de barrido de una monocapa de célu--

las MDCK cultivada sobre una malla de nylon cubierta de co--
18geno. No se observan domos. Las prominencias corresponden al entre-
cruzamiento de los hilos de la malla y se encuentran cubiertas por co--
l8geno y células. Se ven algunas células redondeadas que probablemente
estdn en mitosis o bien que estdn adheridas al soporte pero no tienen -
espacio para extenderse. Magnificacidn: 97.5X.

(Tomada de Cereijido et af,, 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 estdn sellados en el extremo apical --
por complejos de unidn constituidos por uniones estrechas (flechas) y -
desmosomas. NOtese la presencia del aparato de Golgi (6) cerca de la -
membrana lateral y de gotas de 1fpidos (LD). En la parte basal se ob--
serva una capa de microexudado que se tifie de obscuro (entre las 1f{neas
paralelas) y que separa al coldgeno (C) de la monocapa que probablemen-
te la fabric6. Magnificacidn: 11250X.

(Tomada de Cereijido et al., 1978).
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La unién aparéce en réplicas de criofractura como un -
conjunto de 1 a 7 fibrillas interpuestas entre el lumen y -
el espacio intercelular que forman una red de cordones en -
la cara PF y de‘canales en la cara EF. En el curso de unos
pocos nandmetros el patrdn de complejidad puede variar de 7
a 2 fibrillas paralelas tal y como ocurre en los t@Gbulos --
proximal y distal de los epitelios naturales (Pricam et af.,
1974). La unién estrecha de la monocapa no es permeable a"r
trazadores maéroqoleculares tales como la peroxidasa y el -
mlantanob(Cereijiéo et al., 1978a).

La posicibén de los complejos de unién hacia la superfix
cie libre de las cé&lulas y la aparicién de microvellosida--
des y cilios en la cara libre ind;can gue &sta corresponde
al lado luminal de los epitelios naturales. " Cereijido y -
colaboradores (1978 a, -by: han estudiado el desarrollo de -
la unibn estrecha en células MDCK sembradas a alta densidad
sobre discos de nylon recubiertos de coligeno siguiendo el
desarrollo de la resistencia eléctrica transepitelial (RET)
en funcibn del tiempo. La resistencia empieza a desarrollar
se aproximadamente a las tres hofas, alcanza un m&ximo de -
340Qcm® a las 20-24 horas y a las 48 horas se estabiliza en
a}rededor de 100Qcm?. El1 desarrollo de la RET fue correla-
. cionado con la aparicién de uniones estrechas en las répli-

cas de criofractura. El desarrollo de la permeabilidad se--

&
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lectiva a Na+>c1‘, tipica de monocapas confluentes, presen-
ta un curso temporal mis lento, alcanzando su valor miximo

a los 2 6 3 dias después de sembradas, lo gue indica que es
tas dos propiedades de la unibn estrecha son independientes.

Funcionalmente, la monocapa de cé&lulas MDCK también se
comporta como un epitelio en el sentido de que desarrolla, -
 adem&s de la resistencia eléctrica transepitelial, un poten
cial elé&ctrico transepitelial (de aproximadamente 1 mV, po-
sitivo en el lado basal) y permselecﬁividad catibnica (10
veces m&s permeable al Na' que al Cl”) (Misfeldt et al., --
1976; Céreijido et ak., 1978; Cereijido et af., 1980).

La distribucibn polarizada de lasiproteinas en la mem-
brana plésmatica de las células MDCK hé sido demostrada por
la iodinacibn selectiva de las proteinas accesibles a lac-
toperoxidasa agregada por el lado basal o apical de células
"crecidas sobre filtros de Millipore (Richardson y Simmons,
1979). Mas especificamente, utilizando inmunofluorescencia,
Louvard (1980) localiz6 una leucina aminopeptidasa como pro
teina marcaddra'de la membrana apical y la Na-K-ATPasa en -
la membrana basolateral. Este autor observs, ademés, que --
" las proteinas destinadas a la superficie apical son inserta
das en la ﬁembrana plasmdtica en una regifn adyacente a la
unién estrecha;

Asi pues, esta preparacién presenta éiopiedades de —~=-

N
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transporte (formacifn de domos) y barreras'a la difusién --
(uniones estrechas no permeables a trazadores macromolecula
rés). Si se le compara con los epitelios naturales, tiéne
por lo menos cuatro claras ventajas experimentales: i) se -
le puede colocar intacta entre dos c@maras a fin de reali--
zar estudios de flujo y elé&ctricos; 1ii) permite comparar -
- los cursos temporales"de la adquisiciGn de determinadas ca-
racteristicas quimicas y estructurales con la aparicibn de
prbpiedades especificas dg transporte y permeabilidad; iii)
permite manipular muchos de los factores que influencian el
crecimiento y ia diferenciacibn; iv) puede observarse su es
tado y desarrollo por simple microscopia de fase y asi se--
leccionar el momento adecuado para probar sus propiedades.
Este sistema ha permitido estudiar las caracteristicas
y cinéticas con que se instalan una serie de sistemas pola-.
rizados en la célula epitelial. Por ejemplo, la cinética -
de instalacibén de las uniones estrechas y su modulacibn ex-
perimental (Martfnez-Palomo et af., 1980), las caracteristi
cas de los flujos, complejos de unibn y ampollas cuando las
monocapas crecen en presencia de calcio (Cereijido et af.,
1981); la heterogeneidad estructural y funcional de las --
uniones estrechas (Cereijido et af., 1980), la relacién en-
tre el citoesqueleto y las uniones estrechas (Meza et af.,
1980); la modulacidén de la permeabilidad transepitelial por

el citoesqueleto (Meza et alf., 1981). —

[
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Por Gltimo una propiedad sorprendente descrita recien-
temente por Rodriguez-Bouldn y Sabatini (1978) es la gema--
¢i6n polarizada de los RNA-virus con cubierta en las célu--
las MDCK. Esta propiedad ha permitido el desarrollo de un -
sistema modelé para el estudio de los mecanismos de polari-
zacibén de proteinas de membrana plasm&tica en las células -
- epiteliales. El sistema involucra la infeccién de la linea
celular MDCK con RNA-virus con cubierta. Dado que es preci-
samente en este sistema modelo en el que se realizf este --

trabajo, el mismo se describe en la siguiente seccién.

GLICOPROTEINAS VIRALES COMO MODELO DE PROTEINAS
INTEGRALES DE MEMBRAMNA PLASMATICA EPITELIAL.

1) RNA-virus con Cubienta.

Los virus de las claseskrhabdo-, paramyxo-, myxo-,
toga-, y retroviridae poseen, como rasgo tipico, un genoma
de RNA de una sola cadena, segmentado en ei caso de los\my—
xovirus, que codifica un méximo de 8 a 9 protefnas, inclu--
yendo de 1 a 3 glicoproteinas de la cubierta, una o m&s nu-
cleoproteinas, y tfanscriptasas dependientes de RNA (ausen-
tes en el caso de los togavirus). La progenie de los virio
nes es ensamblada por la convergencia de las nﬁéleoc&psides
Y dreas de la membrana celular que contienen proteinas de -

membrana codificadas viralmente. Una caracteristica de es--

-
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tos virus es que adquieren sus envolturas por un procaso de
gemaci&h de las membranas celulares, por lo general la mem-
brana plasmitica (Rifkin y Quigley, 1974; Lenard y Compans,
1974).

.Las glicoproteinas virales de la envoltura se consi--
deran como un modelo de protefnas de‘membrana plasmitica vy
. se han llevado a cabo estudios extensos sobre su biogéne
sis (Lenard, 1978). Estas protefnas se sintetizan én poli-
somas unidos a las membranas cde reticulo endoplésmico ru-
‘goso (RER) (Hay,'1974;' Atkinson, 1978), via . las- secuen-
cias "sefial" del N-terminal (Lingappa et af., 1978), lo --
que resulta en la inserci6én de las protefnas en la membra-
na del RER (Katz et af., 1977; Katz y Lodish, 1979). Son
glicosiladas .cotraduccionalmente via donadores de oligosa-
c8ridos~1lipidos (Katz et af., 1977; Moyer e; al., 1976; Na-
kamura y Compans, 1979) y subsécuentemente migran hacia las
membranas de retifculo endoplismico liso. Durante esta mi--
gracién sus residuos de oligosaciridos son procesados por -
enzimas celulares (Hunt et af., 1978; Robertson afaL.,lQ?B;
Tabas y Kornfeld, 1978). La glicosilacibn terminal tiene -
lugar en el complejo de Golgi = (Schachter, 1974), después
de la cual las glicoproteinas virales aparecen en la mem
brana plasm&tica y participan en 1la gemacién de 1los

viriones. En el caso del virus de la estomatitis vesicular

&
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(VvsV) , un rhabdovirus, se ha sugerido que las vesiculas re-
cubiertas de clatrina transportan la protefna G madura en -
dos etapas intracelulares diferentes (Rothman y Fine, 1980;

Tabas y Kornfeld, 1978). .

?2) Gemacibén Viral Polarizada de LLneas
Celulanes Epiteliales.

La infeccifn con RNA-virus con cubierta de lineas -
celulares epiteliales como MDCK o MDBK (una linea de riﬁég
bovino) ‘genera gemacién asimétrica de los viriones en regio
nes celulares opuestas de la membrana plasmdtica (Rodriguez%
Boul4n y Sabatini, 1978). Un myxovirus (FLU) y dos paramy-\
xovirus (Sendai, Simian 5 (SV 5)) geman exclusivamente de -
ia membrana apical, mientras gque el VSV es ensamblado en 1la
regién basolateral de estas c&lulas (Fig. 5). La infeccibn
de las cé&lulas no polarizadas, tales como fibroblastos de -
embrién de pollo, resulta en una gemacidn no polarizada (Ro
drIguéz-Boulén y Sabatini, 1978). En algunos casos se ha -
descrito la gemacifdn polarizada en epitelios naturales (Mug
phy y Bang, 1952; Bang, 1953; Hess, 1977). La direccifn de
la gemacifn parece ser una propiedad especifica de cada vi-
rus en particular, diferentes virus expresan polaridades -
opuestas en un mismo tipo celular y cada virué retiene la -
misma polaridad en diferentes lineas celulares epiteliales

(Rodriguez-Bouldn y Sabatini, 1978).

9]
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Figura 5. Llocalizacién por inmunofluorescencia de los virus de la in--

fluenza (FLU) y de la estomatitis vesicular (VSV) en monoca-
- pas de células MDCK infectadas. Las células MDCK se sembraron sobre cu
breobjetos de vidrio. A diferentes tiempos postinfeccién (6 horas en el
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 paraformaldehido
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 an
ticonejo fluoresceinado en el caso del VSV).

A y B: localizacidén del FLU. La fluorescencia aparece en la
parte apical de la c&lula donde se fijaron los anticuerpos contra el vi

rus, En A (izquierda) algunas células no aparecen tefiidas. En B se ob-

servan dos células con superficie apical totalmente teiiida., Magnifica--
cién 80X y 275X, respectivamente. C y D: localizacién del VSV. Se ob--
serva la fluorescencia en forma de anillo rodeando la célula debido a -
que los anticuerpos contra la proteina G del virus se fijaron en la su-

perficie basolateral de las céiulas. En C los puntos difusos de fluores

cencia que aparecen en el centro de las células corresponden a la tin--
cién de la parte basal de é&stas. En D pueden verse claramente la fluo--
rescencia en los interespacios celulares. Magnificacién: 80X y 275X, -~
respectivamente.

(Tomada de Rodriguez-Boulén, 1980) .

®y
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3) Justificacifn de Este Modelo,

Empleahdo inmunofluorescencia e inmunoelectromicros
chIa con ferritina, Rodriguez-Boulé&n y Pendergast (1980) -
mostraron que la gemacifn polarizada es precedida por la --
orientacibén de las protelnas virales de la cubierta en la -
regifn de la membrana plasmitica por la cual los viriones -
geman mis tarde. Esto parece ser determinante en el proceso
de la gemacibn polarizada. Por otra parte, las nucleoc8psi-
des virales no parecen jugar un papel importante en la gema
cién asimétficé, ya que, al menos en el caso de la infeé-
cibn de célulaé MDCK con Sendai, sé pueden encontrar las --
nucleocépsides en ei citosol (Rodriguéz—Boulan y Pendergast,
1980). |

Estos resultados indican que las glicoprotefnas vira--
les comparten con las protefinas de membrana plasm&tica de -
las c&€lulas epiteliales no solamenté.mecanismos biogen&ti--
cos, sino también rasgos informacionales que determinap su
compartamentalizacidn en dominios especificos de la membra-
.na plasmﬁtica. Esto implica que durante algGn punto de su
biogénesis la protefna G del VSV es reconocida por los me--
canismos propios de las Félulas epiteliales como una protel
na basolateral, y es por esto dirigida a ese dominio. Simi-
larhente, las glicoproteinas del FLU, Sendai y SV 5 deben -
ser reconocidas por las células como protefnas de membrana

plasmatica apical.



La informacifén que determina la distiibucién polariza-
da se presenta como un rasgé estructural permanente en la -
protefna, m&s que en un péptido traﬁsiente, comb es el caso
de la senal para la insercifn &otraduccional de las protei-
nas de secrecifn en el reticulo endoplismico, ya que muchas
proteinas de membrana plasmitica parecen ser-capaces de re-
ciclar en el interior celular y volver a la membrana plasmi

\

tica (Morre et af., 1979). !

Las venfaja§ experimentales que preseﬁtan estos virug
en el estudio délla biogénesis de la membrana plasmitica —--
han sido expuestas pbr varios autores (Lodish et af., 1980;
Lenard y Compans, 1974; Lenard, 1978),-Y pﬁeden resumirse -
brevemente en los siguientes puntos:

- El genoma limitado de estos virus, que codifica sola
ménté uhas cuantas proteinas, garantiza que éstos --
utilizardn los mecanismos celulares para su replica-
cifn, lo que los convierte en herramientas muy Gti--
les en el estudio de dichos mecanismos.

- La infeccifn con algunos de estos virus apaga la sin
tesis de proteinas celulaies. Asi, la célula fabri-
ca solamente protefnas codificadas por el virus, --
siendo 1 6 2 de ellas proteinas integrales de membra
na plasmdtica. Esto siﬁplifica la situacién, ya que

entonces un 20 a 30% de la actividad biosint&tica ce
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lular estd dirigida a la biogénesis de membrana plas
mitica.

- Las glicoproteinas virales pueden purificarse facil-
mente por electroforesis:- bidimensional, de hecho ya
se conoce la secuencia aminoacidica de algunas de --
ellas (Rose, 1980; Garoff, 1981; Garoff et af., 1980;

| Minjou et af., 1980). La clonacién de sus mRNAs es
més sencilla que la de las protefnas celulares. Po?
ﬁltimé} se pueden generar con relativa'facilidad mu-
tantes.séégibles a temperaturas, en que la migracidﬁ\
de proteinas hacia la membrana esté bloqueada por fg\Y
lla en algGn paso del procesamiento de las proteinaé
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 procésamiento.

\ Hemos descrito pues el sistema en el que se estudian -
en este trabajo algunos aspectos de los posibles mecanismos
de polarizacibén de las protefnas de membrana en las c&lulas
epiteliales.

Presentaremos ahora los priﬁcipales avances realizados

en este campo, asil como algunos antecedentes : relacionados

con el planteamiento de los objetivos de esta tesis.

[
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AVANCES EN EL ESTUDIO DE LA POLARIDAD EPITELIAL.

A la luz de los modelos actuales de.la biogénesis de -
membranas y organelos (Blobel, 1980; Sabatini ¢t al., 1982)
es 18gico suponer que las proteinas integrales de membrané
de la superficie apical Y basolateral en los epitelios po--
seen rasgos estructurales (sehales) que permiten a la célu-
ia identificarlas como correspondientes a una u otra subes-
‘pecie de la membrana plasmitica. M&s aun, las células epi-
teliales deben poseer mecanismos que codifiquen esta infor
macibn estructural para asegurar el destino correcto. Ac--
tualmente existen en la bibliografia algunos antecedentes -
orientadores respecto a las posibles séﬁalés involucradas -
en esta distribucién polarizada, as! como la participacién
de organelos y los posibles mecanismos celulares para el --

mantenimiento de é&sta.

1) La GLicosilacibn de Protefnas y La
Polanidad Epitelial.

Las glicoproteinas virales y muchas glicoprotefnas
de membrana y secretoras contienen una o mds cadenas de car
bohidratos unidas a residuos de asparagina en el polipépti-
do por medio de enlaces N-glucosidicos (Lodish et af., 1980;
Parodi y Leloir, 1979; Lennarz, 1981; Lenard y Compans, --

1974; Lenard, 1978). lLos oligosac&ridos‘tipicamente'ran de

&y
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dos tipos: simples y complejos. El primer tipo estd 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 adems 2 6 3 ramificaciones del trisac8rido N-acetil
glucosaminafgalactosa-acido sialico. 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 biosintesis de estas terminaciones glicosidicas es -
un proceso multienzimitico complejo que se inicia por la --
transferencia de un oligosaclrido (que consiste en 2 resi-
duos de N-acetilglucosamina, 9 de manosa y‘3 de glucosa). Es
te oligosac&rido pierde algunos residuos de glucosa o mano-
' sa, o alternativamente pierde s8lo los residuos de glucosa.
Las ramificaciones son afadidas secuencialmente por transfe
rasas especificas. La transferasa de la cadena principal y
algunas enzimas que adicionan residuos de glucosa se locali
zan en el reticulo endopl&smico, mientras que las enzimas -
que adicionan residuos de manosa y las.transferasas de los
azlicares de las ramificaciones se localizan en el aparato -
de Golgi (Parodi y Leloir, 1979; Lennarz, 1981).

El papel funcional de la glicosilacién en el transpor-
te intracelular de las protefnas secretoras y de membrana -

est8 muy controvertido. La migracién de algunas protefnas
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- parece ser muy sensible a la adicifn de inhibidores de la ~
glucosilacién; sin embargo, otras no parecen ser afectadas
(Strous y Lodish, 1980; Gibson et af., 1978; Gibson et al.,
1979). _

Se habfa observado (Rodriguez-Boul&n y Sabatini, 1978)
gque las glicoproteinas de algunos virus que geman apicalmen
te, asi como algunés glicoprotelnas apicales de epitelios -
" naturales carecen de &cido si&licé en su composicibn, mien-
tras que en contraste las proteinas basolaterales como la -
proteina G del VSV Yy la thKtATPaSa présentan écido siflico
en sus cadeﬁas de carbohidratos (Kyte, 1972). Debido a es-
ta correlacién tan sugestiva, el grupo'de Rodriguez-Boul&n
inveétigd el papel de los éarbohidratos en la determinacién
de la distribucién polarizada de las glucoproteinas, atancan
. do el pfoblema de tres formas distintas (Green et af., 1981): )
1) el desarrollo de mutantes de c&lulas MDCK, resistentes a
lectinas con sintesis defectuosa de glicoprotefnas (Meiss -
et at.,. 1982); ii) el uso de tunicamicina, un antibibtico
que bloquea la glicosilacibn de las glicoproteinas virales
(Takatsuki et af., 1975); y iii) el uso de una mutanfe del
virus de la influenza sensible a temperatura (ts), la cual
a temperatura nq permisiva (39°C), retiene el &cido siflico
debido a una neuraminidasa viral-defectuosa (Palese et al.,

1974).

{4 . —_—
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Las glicoproteinas del VSV o FLU, sintetizadas en mu--
tantes de células MDCK resistentes a niveles t6xico§ de con
canavalina A (Con AR) o Ricina (RCAR) para las cé&lulas de -
tipo silvestre, mostraban un aumento en la movilidad elec--
troforética. E1 defecto gené&tico en las cé&lulas mutantes =--
probablemente trae como consecuencia la ausencia de di- o -
trisac8ridos terminales, y al infectarlas con VSV no se ob-
serv8 incorporacidn de galactosa tritiada en la protefna d}
(Meis et al.;‘19§2). A pesar de tener alteraciones en sus -
terminacionés glicosidicas, las lfneas celulares mutantes -
retenfan la polaridad estructural y funcional, como lo indi\
ca su habilidad para desarrollar unionés estrechas y la for
macibn de ampollas al desarrollarse sobre soportes no per--
meables (Quaroni et af., 1979). MSs aun, la polaridad en -
la gemacidn viral se preserva y las glicoprotefnas virales
se aistribuyen de la misma manera que en las células de ti-
po silvestre: asimétricamente en la superficie, manteniendo
la orientacidn correcta: las glicoprotefnas del FLU en mem-

‘brana apical y la protefna G del VSV en las regiones basola
terales de la membrana plasmaticé (Green et af., 1981).

Asimismo, la completa inhibicién de la glicosilacién -
por el tratamiento con tunicamicina o la retencifén del &ci-
do si&dlico por la hemaglutinina en las mutantes sensibles a

temperatura del FLU no afectan la distribucifén polarizada -
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de las glicoproteinas virales o la gemacibén viral asimétri-
ca (Green et af., 1981). Roth y colaboradores (1979) encon
traron también que la tunicamicina no afecta la gemacibén vi
ral polarizada en las cé&lulas MDCK. Por consiguiente puede
concluirse que los carbohidratos no son componentes de las

Fseﬁales"kde distribucifn que dirigen las_glicoproteinas vi
‘rales (y posiblemente proteinas celulares) a las regiones -
especificas en la membrana plasmitica de las células epite-

liales.”

2) LLpidos Presentes en Algunas
Glicoprotelnas Vinales.

Ademis de ser glucosiladas, algunas proteinas vira-.

les que se utilizan como modelo de proteinas de membrana -
plasmitica, pueden sufrir la adicién covalente de Scidos --
grasos (Lenard y Compans, 1974; Lenard, 1978), esto plantea
la posibilidad de que la adicidn de &cidos grasos sea la se
fial de direccionamiento. Schmidt y Schlesinger (1979,1980)
demostraron que la incorporacifén de &cidos grasos a la pro-
teina G del VSV en fibroblastos de embrién de pollo es un -
evento postraduccional que ocurre poco antes que la glico—-
proteina adquiera sus residuos hidrocarbonados complejos. -
Sin embargo, estos estudios no han sido realizados en célu-

las polarizadas, adem&s, se ha observado (Lenard y Compans,



«34-

1974; Lenard, 1978) que los lipidos virales son exactamente
iguales a los que componen la membrana de la célula infecta
da, lo que hace pensar que sean residuos inespecificos de -

la membrana celular.

3) EL Complejo de Golgi y La Polanidad Epitelial.
Durante los Gltimos afios se han acumulado eviden
cias de que existe un complejo tr&fico intracelular de vesi
culas, que media el transporte de macromoléculas entre la -
superficie celular y los compartimentos intracelulares, --
Y entre diferentes compartimentos de la célgla. El comple-
Jjo de Golgi estd 1localizado en la via de este tr&fico -
de vesiculas y juega un papel muy importante en su regula--
' ci6n (Farquhar, 1978; Tartakoff, 1980; Rothman, 1981). Se -
ha explofado la posibilidad de que exista una correlacifén -
entre este organglo y la porlaridad. Existen dos lfneas de
evidencia que sugieren esta correlacibn: |
i) Etchinson y colaboradores (1977), Schwarz y colabo-
radores (1977) y Hakamura y Compans (1979) han demostrado -
que los glicopéptidos obtenidos a partir de las proteinas -
capsulares de los virus que geman tanto por la membrana api
cal como por la basolateral en células polarizadas, poseen

azGcares como la galactosa y la fucosa, gque son incorpora-

)

-
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das a nivel del complejo de Golgi. Ada y Gottschalk (1956),
Klenk y colaboradotres (1977), McSharry y Wagner (1971) y --
Etchinson y Holland (1974) encontraron que la diferencia -
fundamental entre los dos grupos virales es la ausencia de
&cido sifilico en la cipsula de los virus que geman por la -
apical, hecho que puede atribuirse a la existencia de una -
“neuraminidasa viral (Klenk y Choppin, 1970; Klenk et af., -
1970).

ii)'Cuando los virus crecen en una monocapa de MDCK, -
1as'glicpprote£nas de los virus que geman por la cara api-
cal y la basolaﬁergl se sulfatan (Compans y Pinter, 1975; -
Pinter y Compans, 1975). El sulfato se‘incorpora al entor-
hb hidrocarbonado de las'glicoproteinas por medio de enzi-
- mas que se localizan a nivel de membranas lisas, presumible
mente el complejo de Golgi (Young, 1973; Nakamuré y Compans,
1977). o

- Dada la naturaleza polarizada del complejo de Golgi --
(Beams y Kessel, 1973; Whaley y Dauwalder, 1979; Morre, --
1977) y su distribucifn asimétrica en diferentes tipos de -
células_(Cajal, 1914; Kirkman y Severinghaus, 1938), &ste -
“parece idealmente disefiado para ser el sitio en que las pro
teinas de membrana sean distribuidas hacia uno u otro domi-~
nio. En este sentido es interesante mencionar la observacién

de Farquhar (1966) de que en leucocitos los gr&nulbs azurd-~

&
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filos y neutr6filos maduran a partir de superficies opues--

tas del complejo de Golgi.

4) Papel de Las Uniones Estrechas y de Las
Interacciones CéLula-Sustrnato o
CéLula-C8lula en La Polanidad.

La localizacibn estrat&gica de las uniones estre--
chas sugiere la posibilidad de que &stas jueguen un papel -
importante en el mantenimiento de la separacién de los com-
pqnenteé apicales y basoléteraleél Pisam y Ripoche (1976)
han'obsérvado la redistribucidn de marcadores apicales en -
toda la superficie celular en células epiteliales disocia--
das. En apoyo a las observaciones ae Pisam y Ripoche, Zio-
meck y colaboradores (1980) encontraron qué algunas enzimas
del borde en cepillo (leqcina—aminopeptidasa y fosfatasa al
calina) se localizan en toda la superficie celular cuando -
las c&lulas intestinales estén aisladas.

Eﬁ un intento por comprender la relacibén entre las --
uniones estrechas, la adhesifn al sustrato y la polaridad -
epitelial, Rodriguez-Bouldn y colaboradores (1983a) realiza-
ron experimentos en los que c&lulas MDCK disociadas fueron
infectadas con algunos virus con cubierta. Después de su -
coleccibn con tripsina-EDTA, las cé&lulas MDCK se cultivaron
en suspensifén durante una noche para permitir la resintesis

de protelnas de superficie. Los resultados obtenidos por -
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‘este grupo pueden resumirse en los siguientes puntos:

- Las células aisladas en suspensifn presentaron gema-
cién viral en toda la superficie celular, indicando
esto’la pérdida de polaridad.

- Las células adheridas, aunque aisladas, presentaron
una polaridad correcta en la gemacibn del st'y el -
FLU.

- Los agrupamientos celulares en suspensién, sin inter
accibn con sustrato, mostraron la polaridad correcta
en la gemacibén de ambos virus.

Estos resultados clafamente demuestran. que la interac--
ciSn de la superficie celular con el sustraﬁo, asf como con
otras cé&lulas juega un papel importante en el establecimien
to de la polaridad epitelial.
| Se ha especulado que la interaccifn con el sustrato re
‘sulta en el abastecimiento de un grupo de sitios de -adhe-
si6n tales como los que se hén descrito en algunas lfineas -
celulares epiteliales y fibrobl&sticas (Damsky.et.at., 1981;
Knudsen et af., 1981), y que este proceso es el que dispara
la segregacién de protéinas hacia uno u otro dominio. Su--
grue y Hay (1981) han pfopuesto la existencia de receptores
a cdl&geno en la superficie basolateral de células de epite
lio de cb6rnea. Sin embargo, Goldberg (1979) ha descrito la
presencia de dichos receptores én fibroblastos, pero no en

células epiteliales.



La monocapa confluente de cé&lulas MDCK, al igual que -
el epitelio intestinal, presenta una gran concentracifn de
actina y actinina en las regiones cercanas a la unifn estre
cha, &sta en experimentos de localizacifn con ihmunofluoreg
cencia aparece en forma de anillo (Louvard, 1980; Meza et al.,
1980) (Fig. 6A). Se ha propuesto (Ojakian, 1981; Martinez-

" Palomo et al., 1980) que la incubacién en un medio sin Ca+2
o en presencia de promotores de tumores provoca un aumento

en la conductividad transepitelial debida al desensamblaje

de las uniones estrechas. Meza y colaboradores (1980) en--
contraron que ia incubacifén de la monocapa confluente de --
MDCK en presencia de éitocalasina B (péro no colchicina) -—
érovoca una céida de la RET (Fig. 6B), que se acompaha de -
la fragmentacifn del anillo de actina, siendo reversibles -
ambos procesbs. Por otra parte, Ojakian (1981) observs el -
mismo efecto de la citocalasina B sobre la monocapa MDCK, -
pero en contraste é Meza y colaboradores (1980), observ§ un
efecto inhibitorio significativo de la colchicina y vinblas
tina. En investigaciones recientes, Griepp y colaboradores
(1981) encontraron que la citocalasina B bloquea el desarro
llo de la RET pero no disminuye la conductividad de las mo-
nocapas confluentes de c&lulas MDCK. A pesar de estos resul
tados contradictorios, los datos obtenidos en estudios inmu-

nocitolbgicos, de ultraestructura y electrofisiolSgicos en
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Figura 6A. Patrdn de distribucion de los microfilamentos de actina en la

monocapa de células MDCK. Las células fueron tratadas con Tri
tén 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 contiTnuo a lo largo de 1a superficie lateral. Magnificacidon: -

1300X. (Tomada de Cereijido et al., 1980b).

Figura 6B. 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 colageno, se coloca~-
ron entre dos cdmaras de lucita (3rea expuesta: 0.2 em?) y la resisten~--
cla se midid al pasar pulsos de corriente de 20 pA. La resistencia del
soporte y el medio fueron sustraidas. Los circulos llenos representan -
el promedio de mds de cuatro monocapas; los cuadrados representan el pro
medio de dos a cuatro monocapas. La concentraciSn de citocalasina B fue
de 5 pg/ml. La droga se agregd al tiempo 0.

Se observa una caida temporal de la 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 al., --

1980) . :

[3)
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conjunto, sugieren que los microfilamentos de actina estén
involucrados en la formacién de las uniones estrechas en --
las c&lulas epiteliales.

En relacién al papel de la unién estrecha en el esta--
blecimiento de la polaridad epitelial, Hoi Sang y colaborado
res (1980), utilizando algunas drogas que afectan la agrega
cibén de las c&lulas MDCK, como la citocalasina B, encontra-
ron que la formacién de la unibn estfecha esti muy relacio-
nada al establecimiento de la polaridad en la distribucién
Wdevﬁarticulas intramembranales'(IMPs) én membfana luminal y
basolateral. A diferencia de este grupo, Rodriguez-Boulén
y colaboradores (1983a) han reportado qﬁe la formacién de —-
las uniones intercelulares no es esencial en el estableci--
miento de la polaridad, m&s aun, este autor propone  dJue
las uniones estrechas representan una consecuencia del es--
tablecimiento de la polaridad y de la interaccifOn célula-cé
lula, m&s gque su céusa.

AGn no se sabe por qué& las uniones estrechas se locali
zan justamente en el limite entre las superficies epitelia-
les apical y lateral. Es factible que esta 1ocali2acién re
fleje 1la ekistencia de movimientos direccionales de mate--
rial de membrana en la superficie de la cé&lula epitelial. -
Louvard (1980) ha mostrado que la aminopeptidasa puede ser

internalizada en las células MDCK (una vez que las cé&lulas

PR
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han sido tratadas con anticuerpos especificos) y posterior--
mente es reinsertada en la superficie, con la subsecuente re

distribucibén en la superficie apical de la cé&lula.

5) Relacidn Entrne Los Cambios de Permeabitfidad
I6nica de Membrana y La Polanidad.

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

!

cen cambios eﬁ la permeabilidad de las c&lulas animales quel
infectan  (Klemperer, 1960). Existen en la literatura numero-
sas propuestas respecto a las alteraciones en los flujos de
agua, iones, azficares y amino&cidos que son provocadas por
los virus (Hatanaka ef af., 1969; 1Isselbacher, 1972; Kalkar
et al., 1973; Weber, 1973; Venuta y Rubin, 1973; Fuchs y
Gilberman, 1973; Negreanu et al., 1974; Okada et af., 1975;
Pastérnak y Micklem, 1973, 1974a, b; Imprain et af., 1980).
‘M8s aun, se ha propuesto que a través de estos cambios en'~
la permeabilidad, Y las modificaciones en 1la composi--
cifn ibnica del citoplasma de la célula infectada, gque re-
sultan de dichos cambios, 1los virps pueden forzar la maqui-
naria de la c&lula a la sintesis exclusiva de componentes
virales (Carrasco et af., 1976, 1978, 1980; Fern&ndez-Puen-
tes, 1980).

Por otra parte, Tartakoff y Vasalli (1977, 1978) y Uchida --

(1978) han reportado que la secrecifn de inmunoglobulinas de célu
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las plasm&ticas, asi como la de proteinas de fibroblastos y
macrb6fagos se bloquea por el tratamiento de las cé&lulas con
concentraciones bajas de los ion6foros monensina y A23187.-
Estudios de ultraestructura han mostrado que el tratamiento
con monensina causa una rfpida dilatacibn del complejo de -
Golgi y blogquea el transporte de las proteinas secretadas -
al espacio extracelular; el A23187 presenta efectos simila-
res sobre el transporte intracelular. Estos antecedentes -
condujeron a Schlesinger (1980) por una parte, y a Kadridi-
nen (1980) a estudiar‘el efecto de estos ion6foros sobre la
gemacidn viral. Ambos investigadores encontraron resulta--
dos similares: tanto el A23187 como la monensina, bloquean

la gemacibn del VSV; sin embargo, ninguno inhibe la sinte--
sis de la proteina G. Por otra parte, Alonso (1981) estu-
di8 los efectos del tratamiento con monensina en cé&lulas in
fectadas con VSV o FLU, encontrando.que el tratamiento inhi
_be largemacién del VSV, pero no la del FLU. Ya hemos men--
cionado que los estudios de Carrasco demuestran que la en-
trada de algunos virus a la célula huésped modifica la per-
meabilidad de membrané a Na*y a K, y &sta es la responsable
del apagamiento de sintesis de proteinas celulares, con la

subsecuente sintesis preferencial de proteinas virales. Te-
niendo en cuenta estas dos lineas de investigacifn, es ine-

vitable plantear la posibilidad de que sean los cambios de

&
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permeabilidad a Nd*y K los responsables del efecto observa?
do con los ionSforos, y que las modificaciones del aparato

de Golgi no sean mis gque un efeéto osm8tico secundario. Tam
bién eé posible Que la sefial para la distribucién asim&tri-
ca de las proteinas virales esté relacionada con 1los gra-
dientes ifnicos o de pH transcelulares o entre el citoplas-

ma y algunos organelos o vesiculas.

6) Eatudio; ﬁé La VLa Intracelular de Las
Protefnas Apicales y Basofaterales.

Tratando de conocer los mecanismos de polaridad, al -
gunos grupos de investigacién han Optado por estudiar la --

trayectoria intracelular de uno u otfo tipo de protefnas. -

',‘Asi, empleando el sistema modelo de las monocapas epitelia-

les viralmente infectadas, Rindler y colaboradores (1982),

coiﬁfectaron monocapas MDCK con virus de gemaciSn polariza-
da opuesta, por medio de inmuhoélectromicroscopia y crio--
fractura localizaron simulténeamente.la trafectoria intrace
lular de las glicoprotefnas de cubierta viral de ambos vi-~-
rus. Los resultados parecen indicar que ambos tipds de pro
tefnas comparten la misma via intracelular hasta el comple-
jo de Golgi. 1La trayectoria de estas proteinas post-Golgi

'e; incierta; sin embargo, dada la gran cantidad de eviden--
cia sobre la participagién del aparato de Golgi en la dis-~-

 tribucibn de algunas proteinas organelares (Farquhar, 1978;
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Tartakoff, 1980) es factible que se generen diferentes vesl
culas por este organelo con la capacidad de reconocer la re
gibén apical o basolateral de la membrana plasmitica, aunque
esto por ahora es mera especulacién.

Un enfoque diferente a este problema es el de Blobel Y
Dobberstein (1975), quienes han tratado de reconstruir in -
vitro pasos individuales en el trayecto intracelular de las
proteinas, tales como la transferencia de las protefnas se-

cretorias al lumen del reticulo endoplésmico.

7) Revenrsibilidad de La PolLarnidad Epitelial.
Una vez que la monocapa epitelial se ha formado --
équé tan estable es &sta? ¢puede revertirse la polaridad? A
. este respecto Chémbard Y colaboradorés (1981) y Mauchamp y
colaboradores (1979) mostraron que las células epiteliales
de tiroides pueden cambiar su polaridad de acuerdo a las --
condiciones del cultivo. Cuando se cultiva en concentracio
nes bajas de suero (0.5%), las c8&lulas forman monocapas en
cajas de Petri o estructuras cisticas cuando se les cultiva
en suspensibn; estos quistes o vesiculas presentan una -=
orientacibn opuesta a la que se observa en el epitelio foli
cular natural; esto es, la superficie apical (con las unio-
nes estrechas) da hacia el medio externo. El complejo de -

Golgi se localiza entre el nficleo y la superficie apical. -

1y )
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La adicibn de estimulantes de la tiroides, "o -la .incrus--
taci6n en un gel de col&geno hace que las c&lulas se -re--
orienten y formen foliculos con la misma polaridad que pre-
sentan en el epitelio natural. Afn no esté claro, sin em--
bargo, si otros tipos de cé&lulas epiteliales muéstran esta

capacidad de revertir su polaridad. Ni siquiera las cé&lu--
las de tiroides 4in vivo muestran dicha capacidad (Gillman,

1979).

Sin embargo, algunos organelos citopl&smicos pueden --
cambiar su posicibén sin invertir los rasgos de la polaridad
superficiai. Por ejemplo, durante dos perfodos distintos -
en el desarrollo del epitelio de cérnea de bollo, losbque -
se relacionan con el dep8sito de matriz extracelular por --
abajo del epitelio, el complejo de Golgi cambia su posicién
de supra a infranﬁclear en la monocapa celular basal (Hay y
Revel, 1969; Trelstad, 1970). Similérmente, los ameloblas-
tos excretan esmaite de su polo basal, s6lo cuando el com--
plejo de Golgi ha cambiado de su posicién apical a 1& basal
(Beams y King, 1933). Los centriolos junto con los microt
bulos asociados a ellos cambian su posicién intracelular --

junto con el complejo de Golgi (Trelstad, 1970).

o
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OBJETIVOS DE ESTA TESIS.

| Hemos mencionado a lo largo de esta Introduccién que
las membranas epiteliaies se caracterizan por su capacidad
de generar gradientes de concentracifn de nutrientes y elec
trolitos entre el medio externo y el interno corporal. Es-
ta capacidad tiene una base molecular en la distribucién -
 asimétrica de enzimas y sistemas de transporte en los dos
dominios de membrana de la cé&lula epitelial: apical, que -
se relaciona con el medio externo, y basclateral, continuo
con»el medio interno y la sangre, y por consiguiente suje-
to a modulacibén por medio de hormonas y otros factores re-
~guladores. Adem&s,‘tiene'una base estructﬁral en la pre--
sencia de las uniones estrechas,

El establecimiento de lfneas celulares epiteliales --
que preservaﬁ en cultivo la polaridad y las uniones estre-
chas de los epitélios naturales ha permitido grandes avan-
ces en el estudio de estos tejidos. M4&s aun, el hallazgo
de un sistema modelo para el estudio de las prbteinas inte
~grales de membrana epitelial, que involucra la infeccién -
con RNA-virus con cubierta de algunas lineas celulares epi
teliales, ha abierto la puerta al estudio de la polaridad
epitelial con un enfoque biolb6gico celular.

A fin de contribuir al esclarecimiento del fenSmeno -

de distribucibn polarizadé de proteinas en la membrana de

(5]



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:

&

1) Objetivos.

a. Determinar si la entrada y/o salida de los RNA-
Virus modifica la permeabilidad de la membrana --

plasmitica de las c€lulas MDCK.

b.Determinar si el VSV, que gema por la cara basola
teral de las cé&lulas MDCK, altera espectficamehte
a los sistemas de transporte polarizados que se -

localizan en este dominio (Na+—K+-ATPasa).

c.Determinar si el FLU, gque gema por la cara apical
. de las c€lulas MDCK, altera especificamente a los
sistemas de transporte polarizados gque se locali-

zan en este dominio (Canal de Na+).

d.Determinar si los microfilamentos est&n directa--
mente involucrados en la gemacién asimétrica de =~

los RNA~virus.
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e.Determinar si las uniones estrechas estén directa
mente involucradas en la gemacifn asimétrica de -

los RNA-virus.

2] Justificacibn.
a.2Por qué estudiar la permeabilidad celular?
Ya hemos mencionado que algunos virus producen -
cambios en la permeabilidad de las cé€lulas que infectan —-%

(Klemperer, 1960), incluso hay bastante informacién acerca

de las alteraciones especificas que producen estos virus en

los flujos de algunos compuestos (Hatanaka et af.. 1969; Is-

selbacher, 1972; Kalkar ef af., 1973; Weber, 1973; Venuta y - -

" Rubin, 1973; Fuchs y Gilberman, 1973; Negreanu et af.,1974;
Okada et af., 1975; Pasternak y Micklem, 1973, 1974a, b; Im
prain et al., 1980). Se ha propuesto que a través de estos
camSios en permeabilidad y las consiguientes modificaciones
de la composicibén iSnica del citoplasma, los virus pueden -
forzar la maquinaria celular a la sintesis exclusiva de com
ponentes virales (Carrasco et af., 1976, 197, 1980; Fernin-
dez-Puentes, 1980) . Por otra parte, algunos autores han des-
crito que la secrecifn de algunas protefnas, como inmunoglo
bulinas o glicoproteinas virales, se ve blogueada por el --
tratamiento con ionSforos como la monensina y el A23187 (Tar

takoff y Vasalli 1977, 1978; y Uchida, 1979; Johnson y -~--

“.)
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Schlesinger, 1980; Kaariainen‘et al., 1980). Estos datos -
en conjunto hacen pensér en la posib;lidad de que la distri
bucibén asimétrica de las proteipas de membrana (en nuestro
modelo proteiﬁas virales) esté dirigida por gradientes iéni
cos transmembranales. Asimismo, en la célula infectada se
producen cantidades masivas de p:oteinas de cubierta viral
que al inse;tarse en un dominio especifiéo de la membrana r
celular forman mfiltiples parches de los que esté&n excluidas
las proteinas prdgias de ia membrana celular, esta constrig'
cibn creciente de los sistemas de transporte necesariamente‘\
debe perturbar los flujos de Nat Y K. Esta alteraci6n de-
berfa sér particularmente marcada en la regifn de la membra
na por donde estd gemando el virus.

Para llevar a cabo el objetivo (a) se examinaron los -
siguientes puntos: lé formacién de ampollas, resistencia --
transepitelial de la monocapa, el potencial y la resisten--
cia e1éctrica a través de membrana en monocapas de células
MDCK infectadas con FLU (un virus que gema por la membrana
apical de estas células) o VSV (un virus que gema por la =--
membrana basolateral de las cé&lulas MDCK). Si estos virus
modificaran la permeabilidad celular, estos estud;os en con
junto nos permitirfan determinar si los efectos observados
'sé deben a cambios de permeabilidad en la membrana celular

‘o a la capacidad de sellado de las uniones estrechas.
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b.¢Por qué estudiar las permeabilidades especificas a
Nat Y k¥ en las célulAS infeétadas con FLU o con VSV?

En tibulo distal de rifi6bn de mamifero, la membrana lu-
minal (apical) de una c&lula epitelial es muy permeable al
Na+ y muy poco permeable al K+, en tanto que la contralumi-
nal (basolateral) tiene una alta permeabilidad al x' y es -
_ impermeable al Na+; en esta membrana existe un mecanismo de
transporte activo que extruye iones Na' de las células, in--
tercambi&ndolos por iones Kf;en cambio, la membrana luminal
carece de bombas (Koefoed;Johnsen y Ussing, 1958). La l1i--
nea celular MDCK tiene estas mismas propiedades, es decir,
que los mecanismos de transporte de Nat y K+ est&n distri--
.buidos asimétricamente en la membrana plasm&tica de estas -~
células (Cereijido et af., 19805). Esto nos hizé preguntar-
- nos si el FLU, que gema por membrana apical en las células
MDCK, modifica exclusivamente la permeabilidad al Na+ (ya -
que el canai de Na+ se localiza justamente en esa membrana)
y el VSV, que gema por la membrana basolateral modific; ex-
clusivamente la permeabilidad al K (puesto que la bomba de
K+ se localiza especificamente en dicha membrana). Serfa po
sible, pensamos, que al modificarse especificamente la per-
meabilidad a uno de estos iones por la infecciﬁn con un vi-
rus de gemacién apical o uno de gemacién basolateral, dicho

cambioc fuera el "distintivo" que trajera como consecuencia

©
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la inserci®n de las protefnas virales asimétricamente en la
membrana. Adem&s es interesante analizar si la insercibén -
de una protefna viral en un determinado dominio constrifie -
a los componentes ya presentes en &ste, de tal manera que -
su funcionamiento se vea alterado.

Para llevar a cabo los objetivos (b) y (c), examinamos
los flujos unidireccionales de Na‘t Y K+ én monocapas de cé-
lulas MDCK infectadas con FLU o VSV, una hora después de la
. infeccibn y cinco horas postinfeccién (tiempo en el que la

~gemacifn de estos virus se lleva a cabo).

c.¢Por qué estudiar el papel de los microfilamentos en

sla‘gemacién basolateral del VsV?

El citoesqueleto, en particular el sistema de microtG-
bulos/microfilamentos pa:ecé ser responsable de un gran nG-
.mero de fenSmenos de superficie celular asociados con la --
distribucibn topogréfica de los componentes de membrana (Ni
coléon) 1976). Asi lo prueban los hallazgos de varios auto
res: Albertini y Clark (1975) encontraron gue existe una re
lacién entre microt@bulos y receptores de superficie a con-
canavalina A en cultivos primarios de células de granulosa
de ovario de conejo; Gabbiani (1977) demostr6 que la unién\
de concanavalina A a la superficie de células ﬁeoplasicas y
embrionarias produce disociacifn de los filamentos de acti-

na y que los receptores de concanavalina A se acumulan al -
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igual que la actina en un polo>de la célula; Koch (1978) --
evidencibd que una exoproteina, el antigeno H-2 de histocom-
patibilidad, est8 asociada a actina. Algunos autores han -
sugerido tambié&n que los microfilamentos son necesarios en
el ensamblaje o gemacifn de los virus con envoltura; en apo
yo a esto, bamsky vy colaboradores (1977) y Wang y co
laboradores (1977);.han déncontrado actina asociada al virus
del tumor mamario de ratén. €£in embargo, Griffin y Compans
(1979) encontraron que la éitocalasina B no perjudica el en
samblaje de las protefnas del virus de la influenza. Por -
Gltimo, Lenk y colaboradores (1977) y Lenk y Penman (1979),
" han descrito que la mayorfa de los polisomas activos, es-
.tructuras en las que se sintetizan las proteinas, se en--
cuentran asociados a microfilamentos. Toda esta :informa-
cién hace pensar que los microfilamentos pueden jugar un -
papel importante en la ubicacibdn asimétric; de las pfotei--
nas integrales en la membrana plasmitica de las células epi

teliales.,

Para cumplir con el objetivo (d) examinamos si las ge-
macibén asimétrica del VSV en las c&lulas MDCK se modificaba
cuando las células eran tratadas con una droga que inhibe -

la polimerizacién de la actina, la citocalasina B.

18s MDCK, ¢OMO la TITOTAIASING B, ENCUNLIAIUI YUC I Iwiima—

- - - - [ SR T P
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d.¢Por qué estudiar el papel de la unibn estrecha en -

la gemacifn asimétrica del VSV?

El papel de la unién estrecha en el establecimiento de
la 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 (1980), utili
- zando algunas drogas que afectan la agregacifén de las célu-
.18s MDCK, como la citocalasina B, encontraron que la forma-
cibén de la unibn estrecha estd muy relacionada al estableci
miento de la polaridad en la distribucién de partfculas in-
tramembranales (IMPs) en membrana luminal = y contraluminal.
A diferencia de esté grupo, Rodriguez-Boulén y colaborado--
res (1983a) han descrito que la presencia de uniones estre--
chas integras no es esencial para la expresiéh de la polari
dad epitelial. AGn no se sabe por qué las uniones  estre--
.chas se localizan justamente en el 1lImite entre las superfi
cies apical y lateral, hés preguntamos si la unién estrecha
"es la responsable del mantenimient6 de la polaridad epite-~
lial. \

Para cumplir con el filtimo objetivo (e), analizamos si
la gemacibn basolateral del VSV en las c&lulas MDCK se alte
ra por el tratamiento con una droga que abre las uniones es

trechas, el EGTA.

@



-54-

cAPfTULO 11: METODOS.

CULTtVO CELULAR- ® g 9 6 Q © g 9 ° 9 s S 9 g s Q9 9 e e P s e e e s e a0 ¢ o o o0 0

%]

56
1) Cultivo Masivo de CELulas MDCK. cesesessssssascs 56
2) La Monocapa de CéLulas MDCK Desarrollada
Sobre un Soponte Permeable y Transldeido. ceeess 5
3] La Monocapa Desarnoflada Sobre un Soponrte
No Penmeab‘ee. O..I\.Q'O..‘..'.'.Q...Q.‘Q......'.. 58
4) Cultivo de Céﬁulas Venro. ceceasreeseresiocnsnoens 61
CULTIVO VIRAL., ....ce0nn e teressssnasena satcereecens .. 61,
1) Vinus de La Estomatitis Vesiculan (VSV). cecsess 61
2] Vinus de £a Ingluenza (FLU]. ceesescacetstaanses 62
3] Titulacibn de Virus. Gt recscctesrtstectacenseana 63
INFECCION VIRAL. tetrescee R R R R I P 68
VLOCALlZACTON DE PROTEINAS DE SUPERFICIE POR
lNMUNOFLUORESCENCIA. ® 9 B 9§ ° 0 00 8 Q Qe e e g QeGP PR Lo Qe 68
11 Tratamiento y Tincibn de La Monocapa. P -
2] Microscopla y Fotograffa de Las
Monocapaé Tei’l":daé. .Q...I.Q‘QQ...O....'..O....‘: 70
"EDIC(ONES ELECTRICASQ ".l""“'.!‘.I'.O.'.Q’Q.O..l'. 71
1] Medicién de La Resistencia Transepitelial
de La Monocapa Infectadd. ...ceeceeonsonasassoss 11
2) Medicibn de Las Propiedades ELEctrnicas
Intracelulanes con Microelectrodos. Cecsncsencas 73
MEDICION DE FLUJOS IONICOS EN MONOCAPAS INFECTADAS. 75
1) Esdutio def EfLujo de Na*.  ouvreiiiivineeenneee. 76
2] Estudio def Tnflujo de K'. v evuiiviiiiinnnnn. ... 82



-55-

ANALISIS DE LAS AMPOLLAS Y EL CONTENIDO .
IONICO EN MONOCAPAS INFECTADAS. T

1) Andtisis de Las Ampollas. cees

® ® 00 008 00800800000

2) Estudio del Contenido Idnico en Monocapas
Infectadas a La Quinta Hora Postinfeccibn. ceene

3) AndLisis de Resultados.

TESTADISTICA. ettt

MEDIOS Y SOLUCIONES.

o

4 8 4 ® 60 0000806600080

LR NE AN AN AR AR BU R T B BN S I I A

(LR I 2 B O O O B B DN BN BN B A B RN B B

1) Para Culitivo Celular y en Genexral. ceiieierenane

2} Para Cultivo y Titulacién Vinral.

3] Para Mediciones con Is6topos..

*® 9 ® g 00 Qs o000

® ® 00 0 oL e g et

86

86

87

87

88

89

89

89



-56-

CULTIVO CELULAR.
1) Cultivo Masivo de CE&Lulas MQCK.

La linea celular MDCK que se utiliza fue obtenida -
inicialmente de la American Type Culture Collection (MDCK,
CCL~34, Madin & Darby, 1958). En la mayorfa de los experi-
mentos las células se encontraban entre los pasajes 75-79.
Las células se hicieron crecer a 37°C en 100 ml de Medio --
Esencial Minimo Completo de Eagle (DMEM) con sales de Dulbé

cco, suplementadélcon 100 U/ml de penicilina, 100.ug/ml de

estreptomicina, 1 U/ml de insulina y 10% de suero de terne-

ra (CDMEM) en botellas roladoras de 490 cm®? (Corning Tissue
Culture Roller Flask 25130) en una atmSsfera de aire 5% coz.
Se colectaron con tripsina-EDTA y el medio conteniendo las

células de la monocapa se centrifug6 a 500 g durante 1-2 mi
nutos; la pastilla (las c&lulas) se resuspendid en CDMEM -
hasta la densidad deseada y se contaron en una cfimara de --
Neubauer. A menos que se indique lo contrario, las cé&lulas

fueron sembradas a confluencia.

2} La Monocapa de C&Lufas MDCK UDesarnroflada
Sobre un Soponte Penmeable y Transldcido.

a. Preparacidn del Soporte.- Se cortan discos de -
1l al.4 cm de difmetro de una tela de nylon con una abertu-

ra de 103 uym. Estos discos se lavan sonic&ndolos primera--

\
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mente en acetona durante 5-10 minutos y coloc&ndolos des--
pués en agua destilada en ebullicifn 5 minutos; se dejan en
etanol al 96% antes de ser recubiertos con col&geno, duran-
te 40 minutos. El coldgeno se prepara segin una modifica--
cibn del mé&todo de Bornstein (1973), brevemente, los tendo-
nes de la cola de rata se disectan, se enjuagan en una solu
‘ ciﬁn'salina, se cortan en pedazos y se dejan disolver en so
lucibn de 4cido ac&tico al 2% a 4°C. La solucibn de colége
no se centrifuga a 2 000 g_duragtg una hora para retirar‘elv
material iﬁsoluble. El sobrenadante se dializa contra agua
destilada a 4°C y se diluye a preparar una solucibn de con-
centracifn aproximada de 5-10 mg/ml. La solucién de colége
no asi preparada puede guardarse en el refrigerador a 4°C -
hasta tres meses. Los discos se barnizan con esta soluéién
de coligeno, se exponen a vapores de amonio por 4 minutos y
se colocan en una solucibén de glutaraldehfdo al 4% durante
1-3 horas, lo que promueve el entrecruzamiento de las_ fi-
bras. Después de lavar enérgicamente en solucibn salina --
(PBS) estéril, los discos se esterilizan por exposicién a -
U.V. durante 1.5-3 horas y se almacenan en solucibn salina
a 4°C hasta que se necesiten.

Estos discos son permeables, flexibles y translficidos,
lo que facilita el manejo y montaje de la preparacién para

estudios eléctricos y mediciones de flujos, y para seguir -
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la formacibn de la monocapa celular por microscopfa de fase
para determinar su continuidad, ademf&s de que permite la --
inyeccién de corriente elé&ctrica paéa el estudio de la re--
sistencia membranal (Fig. 7). )

b. Desarrollo de la Monocapa Sobre este Soporte.- Cada
disco se coloc6 en un pozo de 16 mm de di&metro de una mul-
ticamara de pl&stico de 24 pozos (Limbro Chemical, New Haj-

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

ml de una suspensidn de c&lulas MDCK en CDMEM a. una densi--

dad aproximada de 2x10° c&lulas/cm?. Despu8s de incubar du

\

rante 90 minutos a 37°C en una atm8sfera de aire-5% coz, -
con humedad constante para permitir la adhesifn de las cé&lu
las al soporte, los discos entonces se transfirieron a otra

multic8mara conteniendo CbMEM fresco.

\
\

3) La Monocapa Desannoflada Sobre un Soponte
No Permeable,

a. La Monocapa Desarrollada Sobre un. Soporte de Vi-
drio.- Para los experimentos de inmunoflﬁorescencia, las cé
lulas ya en suspensibn a la densidad deseada, colectadas co
mo se indicS antéeriormente (P&g. 56), se sembraron sobre cu
breobjetos de vidrio de 12 mm de di&metro (Propper, Bloom--
. field, N.J.) que habian sido previamente esterilizados en -

. el autoclave. Para el-o, los cubreobjetos estériles se co-

locaron cada uno e@ un pozo de una multic8&mara de 24. A ca- '’

&")
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Figura 7. Microscopfa electrénica de barrido de un disco de nylon cu--
bierto por coldgeno del tipo utilizado como soporte s§lido -
para las monocapas de c€lulas en cultivo. La malla tiene ventanas cua-
dradas de 105 1 por lado. Magnificacifn 46X,
(Cortesfa del Dr. Marcelino Cereijido).
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da pozo se agreg6 1 ml de la suspensibn de c&lulas y se in-
cubd la multicémara a 37°C en una atmésfera de aire-5% 002

con humedad constante durante 90 minutos. Pasado este tiem
po., los cubreobjetos se transfirieron a otra multicé@mara --
con CDMEM fresco, con objeto de que las cé&lulas que no se -
hab&in adherido quedaran en la primera, la cual se desecha.
| Para los experimentos de mediciones eléctricas con mi-
croelectrodos, las cé&lulas se crecieron sobre cubreobjetos

de vidrio esiériLgs recubiertos de col&geno, tal como se --
describib para lés discos de nylon (P&g. 56) con el fin de
que al penetrar en las c&lulas el microelectrodo, &ste no -
se rompiera si acaso tocara 1a'superficie del soporte.

b.- La Monocapa Desarrollada Sobre un Soporte de Plas-
tico.- Los experimentos de flujos de iones con radiois6to-
pos se realizaron con monocapas desarrolladas en cajas de -
Petti de pléstico de 35 mm de di&metro (Limbro Chemical, --
New Haven, Conn., USA). Los de andlisis de contenido i6ni-
cd en multicimaras de 24 pozos (Limbro Chemical, New Haven,

'Conn., USA) y el anflisis de la formaci6n de ampollas en mo
nocapas infectadas en multic&maras de 96 pozos con fondo --
plano (Limbro Chemical, New Haven, Conn., USA). En todos es
tos casos, las cé&lulas en suspensibfn a la densidad deseada
(io5 cel/cm?) se dejaron adherir al soporte durante 90 minu
tos, pasado este tiempo, Ee retird el medio y se sustituyd

por medio fresco.

<
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4) Cultivo de CéLulas Veno.

La linea celular Vero (African Green Monkey Kidney~
Cells) fue obtenida de la American Type Culture Collection
(Vero, ATCC, CCL 81), se utilizd tanto en la produccién co-
mo en la titulacibén por ensayo de placa del virus de la Es-
tamatitis Vesicular (VSV). Aunque dicho virus se desarro--
- 1lla bien en las cé&lulas MDCK, la infectividad del VSV en --
las células Vero es mayor, por lo que se utilizaron &stas.
Estas células se cultivan y cosechan de la misma forma des-

crita para las MDCK (P&g. 56).

CULTIVO VIRAL.

Toda manipulacifbn viral se llev6 a cabo bajo las condi
ciones normales de esterilidad usuales para el cultivo de -
tejidos. El material contaminado desechado se colocS en re
cipientes separados y fue autoclaveado. (Los virus fue;on -
inicialmente proporcionados por el Dr. E. Rodriguez-Boulén,
Department of Pathology, State University of New York, -

Brooklyn, New York).

1) Vinus de La Estomatitis Vesiculan (VSV).
Monocapas confluentes de cé&lulas Vero crecidas en -

botellas Falcon de pl&stico de 75 cm? (T-75) o 150 cm? -
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(T-150) se inocularon con VSV suspendido en 2 ml (T-75) o -
en 5 ml (T-150) de DMEM conteniendo 2% de suero fetal de --
ternera (FCS)'(GIBCO G-29), a una multiplicidad de infec--
cién (MOI) de 0.01-0.1 unidades formadoras de placa/cé&lula
(PFU/CEL). Las botellas asf inoculadas se incuban a 37°C
~ una hora, durante este tiempo de incubacifn se agitan lige-
ramente cada 15 minutos, maximizando asi la adsorcién viral
a la monocapa. En las botellas inoculadas se reemplaza en-
.tonces el medio por DMEM-2% FCS fresco (10 ml para la bote-
lla T-75 y 20 ml para la T-150) y los cultivos se incuban -
nuevamente hasta que el efecto citopdtico viral inducido es
midximo (por lo general a las 24-36 horaé). El medio ée co-
lecta, retirando los restos celulares por centrifugacién a
2 000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga clinica, la
suspensibn viral se fracciona en alicuotas de 50 a 100 ul,
las que se almacenan a -70°C. Posteriormente, se determina
el titulo viral por ensayo de placa, previa descongelacifn

de una alfcuota del virus almacenado.

2) Virnus de La fnﬁluenza (FLU).
El procedimiento es esencialmente igual al descrito
para el VSV, excepto por el uso de células MDCK, que sostie
nen el crecimiento de este virus mucho mejor que las célu--

las Vero, y por la sustitucifén de alb@mina sérica bovina --
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(BSA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) al 0.2% en DMEM,

en lugar del FCS en el medio de inoculacifén e incubacién.

3) Titulacibn de Virus.

a. Hemaglutinacidn.- El virus de la influenza, dado
que posee una hemaglutinina, puede ser titulado por el ensa-
yo de hemaglutinacifn, el cual aunque no es tan cuantitati-
vo como los ensayos de infectividad, provee una estimacidn
rdpida de la}cantidad de la produccibn viral. j

Para llevar/a cabo este ensayo, se empleS sangre humaj
na tipo\”O" Rh+. Los eritrocitos se preparan agregando a -
la sangre extraida citrato de Na al 3.8% (previamente fil--
trado: una parte por cada nueve de sangre), lavdndolos tres
veces con amortiguador de fosfato salino (PBS) (GiBCO K-13),
centrifugando cada vez durante 15 minutos a 500 rpm. Al tér
mino de los 'lavados, los eritrocitos se suspenden al 2% en
PBS a 4°C. Por otra parte, se preparan por dupliéado dilu~-
ciones seriales 1:2 de la muestra viral en PBS a 4°C en una
multicimara de 96 pozos con fondo en "U" (Limbro Chemical -
Co., New Haven, Conn.), utilizando 50 ul/pozo, dejando sin
virus el primer pozo como control. A cada pozo se agregan
50 ul de la suspensibfn de eritrocitos y la multicémara se -

incuba a 4°C durante 90 minutos. E1l titulo de hemaglutina-

cibén es la dilucibn viral mids alta que da hemaglutinacién -
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positiva; los pozos con hemaglutinacibn positiva aparecen -
homogéneamente rosados y los negativos presentan un botén -
caracteristico en el fondo (Fig. 8).

El tftulo de hemaglutinacién se expresa como unidades
heméglutinantes/ml (HAU/ml) al multiplicar el inverso de la
dilucibn positiva mids alta por el factor volumétrico 20 --
(1 000 pl1/50 ul). Las monocapas MDCK infectadas con FLU --
dieron por lo general, titulos por arriba de 1:256 (5 120 -
HAU/ml); cuando la muestra viral daba este tfitulo, se hacia
un ensayo de placa; si era menor, se le descartaba.

b. Ensayo‘deAPlaca. Este ensayo se lleva a cabo sobre
monocapas de cé&lulas MDCK en el caso de la titulacién de vi
fus de la influenza, o sobre monocapas de c&lulas Vero para
titular VSV crecidas sobre cajas de Petri de 60 mm de diSme
tro (Limbro.Chemical Co., New Haven, Conn.). Se preparan -
diluciones 1:10 de la muestra viral hasta la de 10°° en --
DMEM suplementado con 2% FCS y 100 ug/ml DEAE~Dextr5n‘}Sig-
ma Chemical Co., St. Louis Mo.) (si se titula‘VSV) o 0.2% -
BSA (FLU) y se inoculan las monocapas (por duplicédo) con -

0.4 ml de cada dilucién (10™ en 10-é es un rango adecuado,
aunque, desde luego, depende de la cantidad de virus). Las
monocapas se incuban con el inbculo durante una hora a 37°C
con ligera agitacién cada 15 minutos. Al té&rmino de la in-

cubacifn, a cada monocapa se agregan 5 ml de DMEM-Agar 1% -

‘;\
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Figura 8, Titulaci6n del virus de la influenza por hemaglutinacién. La
titulacién se muestra por duplicado. En doce pozos se ponen
diluciones progresivas del virus a titular y se observa hasta qué dilu-
cién hubo hemaglutinacién. Puede verse que en el octavo pozo (dilucién
1:256) aln no se observa el boton caracteristico de la ausencia de hema
glutinacidén, mismo botéa que se observa en el siguiente pozo. El tTtulo

fue de 5120 HAU/ml, este valor hace recomendable el ensayo de placa de
este caso.,




-66-

(Noble Agar, Difco Laboratories, Detroit, Michigan) suple--
mentado con 2% de suero fetal de ternera en el caso del VSV
y DMEM-Agar 1% suplementado con 10 ug/ml de tripsina (Sigma
Chemical Co., St. Loﬁis Mo.) y 100 ug/ml de DEARE-Dextr&n en
el caso del virus de la influenza. El agar se deja solidi-
ficar a temperatura ambiente (en el interior de la campana
- para evitar contaminacifn) y entonces las cajas se invier--
ten sobre una charola y se incuban a 37°C. Dos dfas después,
por lo general, las placas se han formado en uno u otro ca-
so (VSV o FLU). Las monocapas se fijan con formaldehfdo --
3.7% + ﬁaCl 0.8% en PBS, durante 10 a 15 minutos y el agar
se desprende cuidédbsamente con una espitula para tefiir las
monocapas con violeta cristal (Merck) al 1% en etanol al -
20%. Las placas se cuentan en la dilucibn viral que da de
20 a 100 placas por caja de Petri; este nGimero, multiplica-
do por 2.5 (factor volum&trico que resulta de 1 ml/0.4 nl),
Yy por la dilucién os da el tftulo viral en unidades formado
ras de placa/ml (PFU/ml). Por ejemplo, si al titular %SV,
en la dilucién 10~ ° (por duplicado) se contaron 69 y 71 pla
cas, se habrfa obtenido un tftulo de 1.7 x 10° PFU/ml (Fig.
9). |
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Figura 9. " Ensayo de placa del VSV. La infectividad del VSV se titulé -

en monocapas de células VERO, Se muestra el ensayo a los -~
dos dfas de infeccidn con una dilucién 10~°. Las células se fijaron --
con formaldehido 3.7% y tifieron con violeta cristal. Se contaron 57 --
placas, lo que corresponde a un tftulo de .1,4 x 107 PFU/ml,

(.'\
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INFECCION VIRAL.

Las monocapas confluentes de c&lulas MDCK se inoculan
con una MOI de 10 a 20 PFU/cel durante 1 hora a 37°C, en —-
DMEM conteniendo 100 ug/ml de DEAE-Dextr&n (VSV) o simple--
mente DMEM (FLU). Se utiliza el volumen mfnimo para cubrir
la monocapa (0.05, 0.2 6§ 0.4 ml, respectivamente, para po--
20s de 7 mm, 15 mm y cajas de 35 mm de di&metro). La édi--
cién de DEAE-Dextr&n aumenta la infectividad del VSV en 1%5
células’MDCK (po; lo general de 10 a 100 veces mds bajo que
en las cé&lulas ?ero) a niveles ligeramenﬁe inferidreé ké é
5 veces) que los obtenidos en c&lulas Vero. Después de la
inoculacifén, se reemplaz6 el inéculo por DMEM con 2% FCS =--
(VSV), o por DMEM con 0.2% BSA (FLU). En cualquiera de los

- casos, las monocapas permanecieron con estos medios a 37°C

el tiempo especificado en cada experimento.

LOCALIZACION DE PROTEINAS DE SUPERFICIE
POR INMUNOFLUORESCENCIA.

1} Tratamiento y Tincibn de La Monocapa.
Las c€lulas MDCK fueron sembradas sobre cubreobje--
tos de vidrio de 12 mm de didmetro (previamente esteriliza-
vaos)lcolocados en los pozos de una multicdmara de 24, a una

densidad de 10° cé&lulas/cm?. A los 2 6 3 dfas de sembradas

Q;‘



las c&lulas se infect§ con VSV a una MOI de 10 PFU/cel (Ver
Infeccibn Viral, p&g. 68 ). La monocapa se mantuvo en 1 ml
de medio (DMEM + FCS 2%) con citocalasina B (Sigma) 5 ug/ml

a 37°C durante 1, 1.5 8§ 2 horas. Justo antes de ser fijada,

'la monocapa se lavé dos veces con PBS-Ca y se incub& con 1

ml de EGTA 2 mM en PBS durante tres minutos a temperatura -
émbiente, con el fin de.hacer accesibles a los anticuerpos

aquellas pfoteinas localizadas en la superficie basolateral.
Pasados los ££esrminutos de incubacifn, la monocapa. se lavd
nuevamente dos veces en PBS-Ca y se fij6é inmediatamente con
1 ml de formaldehido 3.7% en PBS-Ca a 4°C durante 10 minu—-\
tos. Una vez fijadas, las monocapas fueroﬁ trasladadas cui
dadosamente con unas pinzas a otra multic8mara que tenifa 1

ml de PBS-Ca/pozo, donde permanecieron durante una noche en
refrigeracibén a 4°C. Al dia siguiente, las monocapas se la
vaton tres veces con PBS-Ca frio y se incubaron con NH4CI -
50 mM en PBS, durante 10 minutos, con el fin de disminuir -
los grupos aldehido que hubiesen quedado libres. Las monoca
pas se lavaron entonces con PBS-Ca conteniendo 0.2% gelati-
na (PBS-Ca G) a 4°C, dos veces, durante cinco minutos cada

vez., Los cubréobjetos se colocaron invertidos, es decir, -

quedando la monocapa en contacto con 50 pl del primer anti-

‘cuerpo (Sheep anti VSV) (Este anticuerpo fue proporcionado -

amablemente por el Dr. Enrique Rodriguez-Bouldn, Department

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

a una concentracibén de 50 a 100 ug/ml en PBS-Ca G. FSe uti-
lizé IgG normal de carnero para las muestras control. lLas =~
monocapas se incubaron con el respectivo anticuerpo durante
30 a 45 minutos a temperatura ambiente en ambiente hfimedo.

Los cubreobjetos se pusieron nuevamente en una multic&mara

Yy se lavaron con PBS-Ca G cuatro veces durante cinco minu--
tos. Las monocapas se incubaron entonces con el segundo an
tlcuerpo (Rabbit anti Sheep, fluorescelnado) (Cappel Labora
tories, Cochraneville, Pa.) diluido 1:25-1: 50, como se des-
cribif para el primer anticuerpo. A partir de este momento,
en adelante se evitd la exposicibn de las mnocapas a la luz.
Las mbnocapas se lavaron con PBS—Ca G cuatro veces durénte

cihco minutos y una vez con PBS. Por filtimo, cada cubreob-
jeto fue tomado cuidadosamente con las pinzas y sumergido -
varias veces en agua destilada y se mont6§ en glicerol-PBS -
9:1. Las preparaciones se sellaron con barniz de ufias y se
les dej6 a 4°C hasta su observacifén al dfa siguiente en el

microscopio de fluorescencia.

2] Mdicroscopla y Fotoghafla de Las Monocapas Teiidas.
Las monocapas fueron observadas en un microscopio -
Zeiss de fluorescencia, bajo luz U.V., con el objetivo de -

inmersifén 63/1.4, utilizando un filtro para epifluorescen--

o
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cia (490-520 nm). Las imdgenes observadas en el microsco--
pio fueron grabadas con una c8mara de video (MIT Silicon -~
Image Intensified Video Camera), conectada a un monitor de
televisibén (Ikegami Bol W Monitbr TV Set) y a una video gré
badora (Panasonic Video Recorder, Mod. 8030) (Fig. 10).

Las fotografias fueron tomadas de la pantalla del tele
visor con una c8mara polaroid (CU-5 Land Camera Polaroid --

!

Corp. Cambridge, Mass.). L

Cd

fr
/

MEDICIONES ELECTRICAS.

1) Medicidn de La Resistencia Tnanéepitelial
de La Monocapa Infectada.

El disco recubierto de coldgeno sobre el que se de-~
sarrolld la monocapa se coloca como una hoja entre dos céma
ras de lucita (con un volumen de 1 ml cada una), siendo el
drea expuesta de 0.229 cm?. La diferencia de potencial --
eléctrico entre las dos c8maras se midié con electrodos de
Ag/AgClZ,.loslcuales estaban conectados a un electr8metro -
(KReithley 6008, Keithley Instruméents Inc., Cleveland, Ohio).
En estos experimentos la solucibén en ambas c&maras fue ---
CDMEM; la diferencia de potencial entre los electrodos an--
tés de iniciar el experimento era siamne = 0.2 mV, esto se
checd rutinatiamente, sumergiendo ambos electrodos en una -

misma c&mara a una distancia uno de otro igual a la que se

o
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CANARA
FILTROS GRABADORA vibEo
bE VIDEO MONITOR
EP!-ILUMINADOR ' '
PREPARACION
N\

Figura 10, Disposicién y conexiones del equipo para las observaciones
de inmunofluorescencia, .
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“encontraban en las c&maras de lucita. ‘Se grab8 1la deflec-
cibn de voltaje producida por el paso de una corriente de -
20 uAa cm-z. En todos los valores de resistencia calculados
se substrajo la contribucibn de los electrodos, la solucién
y el disco recubierto de coligeno sin la monocapa.

La resistencia se calcul$§ a partir de la Ley de Ohm, -
siendo conocidos el potencial transepitelial (V) y la -co-
rriente aplicada (I):

| R=V/I - A

donde:

resistencia transepitelial (RET)

>
f

drea expuesta

2) Medicibn de Las Propiedades ElLéctricas
Intrnacelulanes con Microelectrnodos.

Las mediciones con microelectrodos se llevaron a ca
bo en monocapas desarrolladas sobre cubreobjetos de vidrio
recubiertos de cdl&geno 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 postinfeccién y -
cinco horas postinfeccifén. La solucién que bafaba a las cé
lulas era DMEM. Los experimentos se llevaron a cabo a 37°C;
la temperatura del bafio se controlé electrS6nicamente vy se -

monitoreS con una termocopla (YSI Telethermometer) colocada
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‘cerca del cubrebbjetosq Para evitar la evaporacifn, el me-
dio fue cubierto con una fina 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 fibra de vidrio de borosilicato
(Hilgenberg, OD 1.0 mm; ID 0.5 mm), é&stos fueron llenados -
~con KC1 3 M o acetato de potasio 4 M. En la mayorfa de los
casos se utilizaron microelectrodos con resistencia de 100
a 150 M2, los cuales daban penetraciones estables y mostra-
ban poca rectificacién con las corrientes que se utilizaron
(<0.5 pA). Los microelectrodos se conectaron a amplificado
res de alta impedancia (WPI KS 700), los cﬁales permiﬁian -
registrar el potencial de membrana e inyectar corriente si-
multineamente a través de un circuito de puente. La corrien
te inyectada fue registrada via un convertidor de corriente-
voltaje (Analog Devices 52) con 100 MQ en el circuito de re
troalimentacién negativa, asi 1 mv = 0.01 nA. El bafio se -
conect§ a tierra vifa un alambre de plata, el cﬁal estaba co
nectado a la entrada negativa del convertidor corriente-vol
taje.

Antes de la penetracifn, el circuito de puente fue --
ajustado cuidadosamente, dando pulsos de corriente de 0.1 a
1.0 nA. Los microelectrodos que moétraban gran rectifica--

cién fueron descartados en este punto. En algunas ocasio--

o
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nes, cuando la c8lula era penetrada, se hacia necesario un

ligero ajuste del balance y el punto nulo podia determinar-
se debido a que la constante de tiembo de la membrana era -
relativamente grande en comparaéién con la constante de ---
tiempo del circuito de registro. Este procedimiento podfa -
llevarse a cabo 6ptimamente ajustando ;g compensacifn de la
cépacidad negativa justo antes de la oscilacién. M&s aftn,

el punto nulo fue rechecado después. de la salida del micro-

electrodo de las ,c€lulas. Se dieron pulsos cuadrados de co

rriente de amplitudes crecientes para obtener la relacibén -

de corriente/voltaje.

MEDICION DE FLUJOS IONICOS EN MONOCAPAS |NFECTADAS.»

| Se hizo un an8lisis de los flujos de Né+y K en monoca-

'pas infectadas con VSV o con FLU, a dos tiempos de la infec

cibn, correspondientes a la etapa temprana de entrada viral
a la cé&lula (una hora postinfeccibn) y a la etapa tardia de
gemacibén activa del virus (cinco horas postinfeccién).

| Se analizaron tanto el efluﬁo de Né+como el influjo de
kf‘ A continuacifn se describe el procedimiento seguido en

estos estudios.

(3
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1) Estudio def EfLujo de Na.

Estudios de Rindler y colaboradores (1979a,b) y Cerei
jido y colaboradores (1980 a, b; 1981 a, b) han mostrado -~
que el procedimiento de lavado que se describe es suficien-
te para eliminar el Na de los compartimentos extracelulares,
-pero no de los intracelulares, por lo que se consider6 que
era el indicado para medir flujos unidireccionales en mono-

capas de cé&lulas MDCK.

“a. Estudio del Eflujo de Na Una Hora Postinfeccidn.- = .

Para estos estudios se utilizaron monocapas MDCK confluen--
tes al tercer dfa de sembradas sobre cajas_de Petri de 35 -
mm de diSmetro. Las monocapas fueron infectadas con 10 -~
PFU/cel con uno u otro virus (ver Infeccibn Viral, pag. 68) .
En este caso el inbculo viral se dej6 sobre la monocapa du-
rante 40 minutos, al cabo de los cuales se retir6 haciendo

ripidamente dos lavados con Ringer Na sin K (ver Soluciones
b4 Médios). Después del lavado se puso 1 mi de Ringer Na --
fresco conteniendo 1 uCi/ml de 2VzNa y 5 mMﬁhe KCl. La mono
capa se incubd con esta solucidén durante 20 minutoska 37°C;
aquellas monocapas'déstinadas al estudio del eflujo pasivo

se incubaron con la misma solucibn conteniendo ademis 5x10 "
M de ouabaina en Ringer Na a la misma temperathra, durante

el mismo periodo de tiempo. Justamente una hora postinfec-

cibn, las monocapas se lavaron r&pidamente cinco veces con

@
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una solucién de MgCl, 0,1 M a 4°C (con el fin de retirar el
Na no internalizado y evitar ﬁlterior influjo). Al quinto
lavado se les dejd en contacto con esta solucién durante -
dos minutos. E1l "wash out" (lavado) se continué incubando
la monocapa a 37°C con 1 ml de Ringer Na + 5 mM de KCl. Des
pués de un minuto, el Ringer se colectd§ y se agregl nueva--
mente 1 ml de Ringer fresco a la caja de Petri. Este proce-

dimiento se repitid cuatro veces. Al término de la colec--

cibn de estas cuatro muestras, la monocapa se secS aspiran-

do y se le agreg6 1 ml de N03H 1 N, en el que permanecif du
rante 45 minutos a temperatura ambiente. Las muestras del -
lavado, asf como una alfcuota de 100 pl del.digerido de 1la
monocapa fueron analizados en un contador gama (Nuclear Chi
cago Auto Gamma Counter, Chicago I-11), durante 10 minutos
cada muestra. Las monocapas control tuvieron un tratamien-
to idéntico al descrito para las infectadas, excepto, desde
luego; lé presencia del indéculo Qiral durante 40 minutos.
b. Estudio del Eflujo de Na a la Quinta Hora Postinfec
cién.- Se utilizaron monocapas MDCK confluentes al tercer -
dia de sembradas en cajas de Petri de 35 mm de diSmetro. --
Las monocapas fueron infectadas con 10 PFU/cel con VSV o --
. con FLU. El inSculo viral se dejd sobre la monocapa duran-
te una hora, al cak. de la cual se retiré.y sustituyd por -

un medio adecuado para el desarrollo viral, con el que per-

O
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manecif durante 1.5 horas (Ver Infeccifén Viral, p&g. 68). -
La incubacifn de las monocapas coh estos medios no altera -
los flujos (Ver Resultados). Las m&nocapas fueron incuba--
das con el Ringer de carga (Riﬂéer Na + 1 uCi/ml %2Na + 5mM
KCl) durante 2.5 horas. Al cabo de este perlodo de incuba-
cibén, siendo exactamente la quinta hora postinfeccifn, se -
iiev& a cabo el "wash out” de la misma forma descrita en el
estudio de ios flujos de Na en la etapa temprana de la in--
feccibn. . .Las monocapas destinadas al estudio del eflujo pa
sivo estuvieron en contacto con ouabafna 5x10” ' M durante -
20 minutos antes de efectuarse el "wash out". Las monoca--
pas control, esto es, monocapas sin infectar, tuvieroh el -
mismo tratamiento que las monocapas infectadas, incluyendo
o no la incubacién con ouabaina.

~ ©. Consideraciones Generales.- Para exponer c8mo se -
efectud el anilisis de los resultados, es necesario presen-
tar algunas definiciones y explicar ciertos requerimientos
de los experimentos:

a- La cantidad de sustancia que atraviesa una membrana
por unidad de tiempo se llama flujo (J), el que se -
expresa en nmoles x cm“2 X hr—l. Para sefalar de --

. d6énde a d6nde es el flujo se utilizan subindices con

dos nfimeros, y para indicar qué sustancia es la que

fluye se usa un indice superior con el simbolo quimi

s R e kAL
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co. asti, Jgg , significa el flujo de sodio del com~
partimento 1 al compartimento 2.

Entre los diferentes significados que se le dan a la
palabra compartimento, el que mejor describe nuestra
necesidad es el siguiente: un cémpartimento es una -
cantidad dada de sustancia que desde el punto de vis
ta cinético, se comporta homog&neamente.

En estos experimentos, el sistema no debe distinguir

entre la molécula marcada radiactivamente Yy la misma- - .

sin marca.

La introduccifn de un isStopo fadiactivo en un siste
ma no debe modificar su comportamiento.

Los datos utilizados en el an8lisis compartamental,
referidos como cuentas por minuto, actividad especi-
fica, etc. estéln ya corregidos para el decaimiento -

natural del radioisb6topo. La desaparicién del traza

" dor de un compartimento es la que resulta de su flu-

f-

jo, y no de su desintegracibn radiactiva.

La actividad especifica (pz) de un trazador en el --
compartimento i es la cantidad de trazador (Pi) en -
el compartimento dividida ehtre la cantidad total de

sustancia trazada en el compartimento (Si).

P,
1
i Si




g—

da.

k3

fraccibn de Si que fluye del compartimento i al j =--

es una constante de velocidad que representa la

por unidad de tiempo y &rea,

_ i
kyy = ——si— (2)

Se dice que un compartimento esti en estado estacio-

nario cuando la sustancia y el volumen del comparti-

mento tienen un valor constante. Esta es una situa-.

cién muy conveniente, porque generalmente ocurre --
cuando la preparacién biolégica est8 en 6Sptimas con-
diciones de funcionamiento, y tambi&n porque simpli-
fica el manejo matemdtico de los datos.

Si el sistema estd en estado estacionario y cumple -
con el requerimento c, entonces la fuerza que dirige
el movimiento del'trazador es el gradiente de activi
dad especifica. El movimiento del frazador seguiré

una cinética de primer orden, independientemente del
mecanismo de membrana que transloque el trazador.

Andlisis de Resultados.- a continuacién se describe

c6mo obtener, a partir de las mediciones experimentales, --

'los valores de flujos, constantes de velocidad‘y tamafio* de

los compartimentos.

*Se define cantidad b&sica en un compartimento como la cantidad de sus-
tancia dada contenida en &ste. Algunas veces se utilizan para lo mismo
los términos tamafio 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 (2?Na) son transferidas a una solucibn
sin trazador tcompartimento 1).con una gran cantidad de --
sustancia trazada, lo que hace que la actividad especifica
del trazador en este nuevo compartimento sea despreciable.

En loé experimentos de "wash out" descritos, el cam--
bio temporél de la cantidad de trazador en las cé&lulas -;
(sz/dt) est& dago por la siguiente ecuacién de continui--

dad:
sz

" = ~J,y, P§ + J,, P} ' : | - (3)
Puesto que suponemos que el sistema se encuentra en estado
estacionario, 1os‘flujos J21 Y le son constantes. Ademﬁs,
puesto que la cantidad de sustancia trazada en la solucibén
del bafio es tan grande, el compartimento 1 constituye un -
reservorio de actividad especifica despreciable (pi  0) .-
La ecuacién (3) se convierte en:

dp |

2

= -J,, P} . (4)
at 21 P2

Reémplazando el valor de p§ por el descrito en.la ecuacién

(1) y reacomodando té&rminos se tiene:

J S '
2 _ _ 21 at : ) - (5)
: 2

o
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donde S2 es también una constante (en estado estacionario).

‘Integrando entre t = 0 y t = 5, obtenemos:

p 3
in PZ" = - —-‘%}— t (6)
20 2 .

Despejando 1n P en esta ecuacifn, obtenemos:

2t
J
_ Y921
1n P2t = ‘—-s—z— t + 1n on (7)

Si graficamos el logaritmo de las cuentas por minuto en --
funcién del tiempo, en papel semilogaritmiqo, obtenemos la
recta correspondiente a la ecuacifn (7), cuya pendiente es
la constante de velocidad k21 definida por la ecuacién (2)
(Fig. 11). Si medimos ahora la cantidad de sustancia en =
la célula, S, (el contenido de Na intracelular) podemos f&
cilmente calcular el flujo J |

21°

“ ~

2} Estudio def Influfo de K.

a. E1 Ihflujo de K Una Hora Postinfecci6n.¥k Estos
estudios se realizaron en monocapas MDCK al tercer dfa de
sembradas a confluéﬁcia en cajas de Petri de 35 mm de di&-
metro. Las monocapas fueron infectadas con 10'PFU/cel con
VSV o con FLU. El in6culo viral permaneci6 en contacto --
con la monocapa durante 40 minutos, al cabo de los cuales

&
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Figura 11, Contenido de sodio en funcidén del tiempo. Al graficar el --

logaritmo de los valores obtenidos en cada lavado de sodio,
en funcibén del tiempo se obtiene una ITnea recta. Se muestra la grafica
‘obtenida a partir del lavado de una monocapa control (circulos vacios)
y la obtenida a partir de una monocapa control que se incubd con ouabai
na 5 x 10~*durante 20 minutos antes de efectuar el lavado (circulos lle
nos). La pendiente de la recta es la constante de velocidad de salida
total de sodio (circulos vacfos) y la constante de velocidad de salida
debida a mecanismos pasivos (circulos negros). Lo que se inhibié con --
ouabaina 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 ouabafina,

Q
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se retird y se puso 1 ml de Ringer Na sin K. La monocapa
se incubS con esta solucién durante 20 minutos a 37°C. Jus
tamente una hora postinfeccifén se retir6 la solucifbn de --
preincubado y se incubé con 1 ml] de Ringer Sacarosa + 5 mM
KCl + 1 uCi/ml ®®Rb durante un minuto. Pasado este tiempo
de incubacifn, la solucién caliente se retir6 y la monoca-
pa se lavd cuatro veces con MgCl2 0.1 M a 4°C. Al cuarto
lavado se le dejé en contacto con esta solucifn durante --
dos minutos, al té:mino de este periodo se retir6 el MgCl2
y se agregb a la éﬁnocapa 1 ml de NaOH 0.5 N. Después de
dos horas de incubacién con esta solucién a temperatura am
biente, se tom6 una alicuota de 500 ul del digerido, la --
cual sé agregd a 10 ml de Aquasol (New England Nuclear) y
se contd en un contador Beta Beckman (Packard Tri-Carb) -=-
durante cuatro minutos.

- Las monocapas destinadas al estudio del influjo pasi-
vo de K estuvieron en contacto con ouabafna 5x10 " M en --
Ringer.Na durante 20 minutos antes de la hora . postinfec-
cibn.

b. El Influjo de K a la Quinta Hora Postinfeccidn.- =~
Las monocapas fueron infectadas con 10 PFU/cel con VSV o -
FLU. En este caso el in6culo viral estuvo en contacto con

la monocapa durante una hora, al término de este tiempo se

retir6 y se sustituyd por un medio 6ptimo para el desarro-

L
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llo viral, permaneciendo en incubacién con &ste durante --
1.5 horas (Ver Infeccibén Viral, p4g. 68). La monocapa en-
tonces se incubfé con 1 ml de una solucibén de Ringer Na sin
K a 37°C durante 2.5 horas. Al cabo de este periodo de in
cubacifén, siendo exactamente la quinta hora postinfeccién,
se llevd a cabo la captacién de K de la misma forma que se
describib en el estudio realizado en la etapa temprana de

la infeccifén (una hora postinfeccidn).

Las monocapas en las que se estudid el influjo pasivo
de K a la‘quinta hora postinfecci6tn permanecieron con oua-
batna 5x10 ' M durante 20 minutos antes de llevar a cabo -
la captacién.

Las monocapas control tuvieron el mismo tratamiento -

. descrito para los estudios de influjo de K una o cinco ho-

ras postinfeccibn, siendo la Gnica diferencia la ausencia
de inb6culo viral en las monocapas control.

. €. Consideraciones Generales.- El método de captacibn
asi descrito puede resumirse como el caso de una suspen-—-
sibn de célulés, cuando el trazador se agrega .a la solu-
cibén de bafio y el proceso se sigque tomando una muestra de
células.

Para estos estudios es necesario considerar las defi-
niciones y suposiciones que se mencionaron en las conside-

raciones generales del estudio del flujo de Na (Pig. 78 ).
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d. Anilisis de Resultados.- Como se mencion$ en los -
estudios de flujos de Na, es ﬁosibie establecer una rela--
cibn entre el contenido intracelular del trazador en el --
compartimento hacia el cual se dirige el flujo, y el conte
nido de sustancia trazada en el mismo, mediante la activi-
dad especifica del trazador.

La actividad especffica del °®®Rb estd dada por la --

ecuaciébn (1):

Esta puede calcularse a partir de los datos obtenidos para
los est&ndares y el blanco, conociéndose la concéntracién
de K en el Ringer de carga. |

Por otra parte, S (el contenido intracelular de 8¢ Rb)
se obtiene directamente como las cpm en 500 pl del digeri-

do de la monocapa.

~

ANALIS!S DE LAS AMPOLLAS Y EL CONTENIDO IONICO
EN MONOCAPAS INFECTADAS.

1} Anédlisis de Las Ampollas.
Para estos estudios se utilizaron monocapas al ter
cer dfa de sembradas en multicidmaras de 96 pozos con fondo
: plaﬁo. Las monocapas fueron infectadas con VSV o FLU a --

una MOI de 10 PFU/cel. El andlisis consistil en contar ca

o
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da monocapa, haciendo las observaciones con un microscopio

de fases.

2) Estudio del Contenido 16nlco en Monocapas
Infectadas a La Quinta Horna Postinfececdibn.

Estos estudios se realizaron en monocapas desarro-
lladas en multic8maras de 24 pozos. Al tercer dia de sem-

bradas se inocularon con VSV o FLU a 10 PFU/cel, durante -

una hora (Ver Infeccién Viral, p&g. 68 ), pasado este tiem-

po, el inbculo sejfetiré y_las monocapas se-incubaron - du-
rante cuatro horas m&s con DMEM + 1 uCi/ml 22Na o DMEM +

1 uCi/ml ®°Rb. Este perfodo de incubacién es suficiente -
para equilibrar la actividad especifica del sodio y el po-
tasio en las cé€lulas con las de las soluciones de bafio. --

Las monocapas se lavaron entonces cinco veces con MgCl2 -

0.1 M a 4°C, el Gltimo lavado durd dos minutos. Las monoca -

; pas fueron digeridas con 1 ml de NaOH 0.5 N (para determi-
nar °SRb) durante dos horas o con 1 ml de NOJH 1 M (para -
determinar %22Na) durante 45 minutos. Se tom$ una muestra
de 500 ul en ambos casos y se contaron en los contadores -
Beta (muestras de ®®Rb) durante cuatro minutos o Gama ---

(muestras de 22Na) durante 10 minutos.

3) Andlisis de Resultados.

Los contenidos de Na'y Kten las cé&lulas se calcula
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ron utilizando las actividades especificas de estos traza-
dores en las soluciones de bafo. Para ello se consider6 -
la concentracién de ambos iones en el DMEM, siendo &stas -
111.5 mM para el Nat y 5.4 mM para el K'.

En ambos casos el estdndar fue una muestra de 500 ul
de una dilucibn 1:100 de la solucibn radiactiva. El cilcu-
lo de las actividades especfficas del ?2Na y el ®°Rb se hi
zo considerando estos datos, tal y como se describif ante-

riormente.

ESTADISTICA.

Los resultadoé se expresan como promedio +* error es--
té&ndar. bEl significado estadistico se determiné por medio
del Test de Student. Para un dado conjunto de puntos apa-
reados (xi; yi) el coeficiente de correlacién se calcula -

como :

donde s Y s son las desviaciones est&ndar.

X Yy
2 2
in _ (in) /n
n-1

\zy; - (zyy)?/n
S =

n-1
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Y es la covariancia:

Sxy

= 1 - X
Sy = TR-T (ISp¥; — § Ix; I¥y)

.

MEDIOS Y SOLUCIONES.

Todas las soluciones se prepararon con agua bidestila

da y se mantuvieron en refrigeracién hasta el momento en - |

que se usaron.

1) Para Cultivo Celulfarn y en Genenral,
La composicién del medio DMEM y el PBS se da en ~-

las Tablas III y IV.

2} Para Cultivo y Titulacidn Viral.
Las soluciones que llevan enzimas o protefnas fue-

ron filtradas a través de filtros Millipore de 45 um.

~ 3) Panra Mediciones con 186topos.

La composicibn de los Ringer modificados que se --

emplearon se dan en la Tabla V.
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TABLA 111
' MEM-MED10 DE EAGLE
CON SALES DE DULBECCO
COMPONENTE GIBCO 430-1600
mg/1

SALES INORGANICAS:

CaClz 200.00
KC1 400,00
: . 0 .
Fe (N03)3 9H, 0.10
Mgso, (anhidro) 97.67
NaCl 6400.00
NaHzpoh . H20 125.00

OTROS COMPONENTES:

. Glucosa 1000.00
Rojo de Fenol 15.00
Piruvato de Sodio 110.00

AMINOACIDOS:

~ L-Arginina - HCIl 84.00
L-Cistina - 2HC! 62.57
L-Glutamina 584.00
Glicina 30.00
L-Histidina HC]-HZO o 42.00
L-Isoleucina = 105.00
L-Leucina 105.00
L-Lisina - HCI 146.00
L-Metionina 30.00
L-Fenilalanina. 66.00
L-Serina 42.00
L-Treonina 95.00
L-Triptofano 16.00
L-Tirosina (sal disddica) 104.20
L-Valina 94.00

VITAMINAS:

D-Ca Pantotenato .00
Cloruro de Colina 4.00
Acido F8lico ~4.00
i=inositol 7.20
Nicotinamida k.00
Piridoxal - HCI 4.00
Riboflavina 0.40
Tiamina - HCI 4,00
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TABLA tV,

BUFFER SALINO DE FOSFATOS

COMPONENTE GIBCO 450-1300

gms/1

Kct . 0.20

J

KHZPOh 0.20

MgCl, '0.047

NaCl 8.00

NaHPOh 1.15
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TABLA V.
TIPO DE RINGER
COMPONENTE
RINGER Na RINGER SACAROSA

NaCl 118 mM -
NaHCO3 22 mM - '
MgCI2 1 mM 1 mM
Glucosa 5 mM 5 mM
Hepes 10 mM 10 mM
CaCl2 1.8 mM 1.8 mM
Sacarosa - 280 mM
pH 7.4

/

7.4

%

Qe ’ E_fedto deée l1a Inreccrun Y.:.:un.: —————
1a Conductancia Transepitelial. esscescssseses 115
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LA PERMEABILIDAD PARACELULAR Y CELULAR
DE LA MONOCAPA DE CELULAS MDCK INFECTADA.

1} Resultados.

a. Ampollas y Contenidos Idénicos.- Las monocapas -
MDCK cultivadas sobre un soporte impermeable forman ampo-
1llas debido al transborte vectorial desde la zona apical a
la basal y la acumulacidn de fluido bajo la monocapa (Leigh
ton et af., 1969). Una ampolla resulta del compromiso de -
algunos factores ( Cereijido et af., 1981b): i) el transpor
te vectorial y la acumulacidén de .iones y fluido bajo el la-
do basal; ii) el sellado de las unibnes estrechas; iii) el
desprendimiento de la monocapa del sustrato como resultado
de la presibn ejercida por la acumulacién de fluido. Asf, -
las ampollas en la monocapa de c&lulas MDCK son indicadores
.qruesos del transporte vectorial de iones y agua desde la -
zona apical a la basal, por esta razfn el estudio de las am
‘pollas en las monocapas infectadas constituyé el primer pun
to en estos estudios. Para llevar a cabo éste anélisis se
infectaron monocapas al tercer dfia de sembradas con VSV o -
FLU. Todas ellas (168 monocapas) tenfan ampollas. Cinco hg
ras después de la infeccién con uno u otro virus las ampo--—
llas afin estaban presentes. Para la cuarta o quinta hora -~
las monocapas infectadas con VSV tenfan un granxnﬁmero de -

nuevas ampollas pequefias. Como se muestra m&s adelante -
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el VSV estimula la bomba de Na+/K+, Yy en una etapa més tar-
dia produce la apertura de la unifn estrecha 'y desprendi-
miento de la c&lula. Podrfa ser qué'este aumento en la ac-
tividad de formacién de ampollas de la monocapa se debiera
a un debilitamiento en la adhesifn al soporte. Este debi--
litamiento conducir& finalmente a gue las c&lulas se vayan
despegando, se redondeen y luego se desprendan completamen-
te de la monocapa. En las monocapas control no se observab

cambios en tamaﬁq, nimero o distribucién de las ampollas du

rante este periodo.

La infeccién con VSV o FLU no produce modificaciones -
significativas en el contenido de Nat Y K+ en las cé&lulas -
(Tabla VI), la composicién normal: alto k' Y bajo'Na+ de la

célula se preserva.

b. Resistencia El&ctrica a Través de la Monocapa.- Las
c€lulas MDCK hacen contacto unas con otras para formar las

uniones estrechas que confieren a la monocapa epitelial las

- propiedades de una barrera efectiva de permeabilidad, inclu

yendo la generacibn de resistencia eléctrica transepitelial
(RET) (Cereijido et af., 1978). La figura 12 muestra que -
ni el VSV ni el FLU producen un efecto sobre la RET durante

las primeras horas de infeccifn. Sin embargo, después de 5

6 6 horas, las monocapas infectadas con VSV experimentan

.una brusca caida en la RET, la cual coincide con un ascenso

-

LL\
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TABLA Vi, Contenido de Electrolitos en Monocapas
de CE&lulas MDCK Cinco Horas Post-infeccidn
con VSV o FLU.

+ +

' Na K
/ | (nmol.cmvz)
Control 7.09 £ 0.30 BETERE
st 8.26 + 0.13 k7.1 £ 2,0
‘}rw 9.98 ¢ 0.17 56.7 + 3.0

n=328

“Las monocapas fueron infectadas con 10 PFU/cel en ambos

casos. Las monocapas se incubaron durante cuatro horas

antes de su digestidén en DMEM + 1 uCi/ml 22Na o DMEM +

1 pCi/ml %%Rb. Al término de esta incubacidén las mono-
capas fueron digeridas con Na OH 0.5 N (para determinar
8¢Rb) o N03H 1 N (para determinar 22Na).
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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 coldgeno. La resistencia --
eléctrica fue calculada a partir de la defleccidén de voitaje producida
por una corriente de 100 uA.cm 2. La resistencia del medio y el sopor-
te fueron sustrafdas. La produccién viral se determind por hemaglutina
cién (FLU) y por ensayo de placa (VSV). -

La infeccidn con VSV produce la caida de la resistencia con
un 1/2 de cinco horas. Esta cafda coincide con el aumento en la pro-
duccidn de este virus.

La infeccidén con FLU produce una caida de resistencia con un

1/2 de doce horas, tiempo para el cual la produccién de este virus ha

alcanzado su méximo.
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en la curva de produccién de este virus (Fig. 12) y la acu-
"mulacién de la protefina G de la envoltura wviral en la mem--
brana plasmitica (Rodriguez-Boulén y Pendergﬁst, 1980). A -
pesar de mostrar una cinética en la produccidn similar a la
del VSV, el FLU no afecta la RET sino hasta m&s tarde en la
infeccién (12-14 horas) cuando la gemacifn viral ya se haes
tabilizado. Puesto que lads monocapas de cé&lulas MDCK tienen
una ruta de permeabilidad transcelular y paracelular (Cerei
jido et al.,71980b, 198l1a), no es posible, en base a las -
mediciones transepiteliales por st sélas, discernir entre -
si la catda de la resistencia eléctrica se debe a un efecto
de los virus sobre la membrana celular, o a una apertura de
las uniones estreéhas (Cereijido et af., 198la; Martinez-Pa
lomo et af., 1980). Por consigﬁiente, en loé experimentos
que se describen en las siguientes secciones medimos los --
flujos y fenbmenos eléctricos que, se sabe, ocurren a tra--
vés de la membrana plasmitica de las cé&lulas MDCK.
c: Fendmenos Elé&ctricos a Través de la Membrana PI;smé
tica.- Nuestra primera tarea fue la de seleccionar una in--
tensidad de corriente que permitiera la determinaciétn de 1la
resistencia de membrana en la parte lineal de la curva Qol-
taje/corriente (V/I). La figura 13 muestra 1as‘curvas v/1
obtenidas con una monocapa control (circulos vacios) y la -

misma monocapa después de 10-20 minutos de iﬁfeccién con =-

"-.'\
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Figura 13. Relacion corriente/voltaje obtenida con pulsos de polaridad

opuesta e intensidades variadas en monocapas control (recua-
dro superior izquierdo, circulos vacios), y monocapas infectadas con --
VSV (recuadro inferior derecho, cfrculos l1lenos). Se observa la asime-
tria de la respuesta en el voltaje para pulsos de corriente grandes en
la monocapa control., La grifica muestra la relacién corriente/voltaje
medida al final de cada pulso. El aumento de la resistencia para pulsos
negativos mayores estd 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 10-
20 miputos postinfeccidn. .

La infeccidn con VSV elimina la asimetrfa de la curva 1/V. -
Ademds, disminuye la resistencia transmembranal,

© ¥ S I
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VSV (circulos llenos). Estas curvas se hicieron con los va
lores obtenidos al té&rmino deblos pulsos de corriente repro
ducidos en la parte superior izquierda e inferior derecha -
de la figura, respectivamente. Los registros control mues-
fran la asimetrfa de la respuesta de voltaje ya descrita --
por Stefani y Cereijido (1983). La infeccifn con el VSV su
prime esta asimetria, y disminuye marcadamente la pendiente
que es la resistencia de la curva V/I (125 vs. 67 MQ). Las
curvas muestran que, para pulsos de corriente de 0.1 nA en
las c&lulas control, o hasta de 0.5 nA en las células infec
tadas, la relécién voltaje/corrienté 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 el&ctrica de membrana antes (barras) y des
bpués (circulos) de la infeccibén con VSV. Ambos par&metros
caen>cbmo consecuencia de la infeccibn virai; sin embargo,
el procedimiento empleado no permite discriminar si el -
aumento en la permeabilidad de membrana ocurre como resulta
do de la adsorcién 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 &stos 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 PFU/cel). La
columna representa los valores control en la misma monocapa antes de --
ser infectada, La resistencia eléctrica promedio de los microelectro--
dos fue: 150 MQ. En la parte superior se indica el nimero de observa--
ciones (n).

Se observa que el potencial de membrana de las células infec
tadas decae gradualmente con el tiempo,

) L e e
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Figura 15, Curso temporal de la resistencia eléctrica de la membrana ----

plasmdtica de las células MDCK infectadas con VSV (10 PFU/cel).
La resistencia se midid punzando 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 nimero de observaciones (n).

Se observa que la infeccién con este virus produce una caida
gradual de la resistencia de membrana.
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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 disminucién en la resistencia de la membrana celular si
milar a la producida por el VSV y suprime la asimetria. Sin
embargo, el curso temporal de la caida de potencial (Fig. -
17) es m&s complejo que en el caso del VSV: parece haber =--
‘una caida r&pida, seguida de un aumento transitorio en el -
potencial. El efecto del FLU sobre la resistencia el&ctri-
ca de la célula MDCK (Fig. 18) es también diferente al pro-
" ducido por el VSV, ya que este parimetro recupera su valor -
original después de 60 minutps aproximadamente.

La Tabla VII muestra el valor de ia resistencia eléc--
trica a través de la membrana plasmitica de c&lulas control
y c&lulas infectadas después de la quinta hora (VSV y FLU)
y después de la decima tercer hora (FLU) postinfeccibén. Es
interesante mencionar que las cé&lulas mantienen una resis--
tencia considerablemente alta, a pesar de la gemacién viral
_ activa que estd teniendo lugar en ese momenﬁo en sus membra
nas.

d. Flujos Unidireccionales.- Lbs flujos unidirecciona-
les para un ion dado se midieron en monocapas en presencia
y ausencia de ouabaina (10_“ M). Se sabe que esta concen--
tracibén de ouabaina produce una completa inhibicién de la -

bomba, y la diferencia éntre el flujo en las cé&lulas no in-
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Figura 16. Relacién corriente/voltaje obtenida con pulsos de polaridad
opuesta e intensidades variadas en monocapas control (recua-
dro superior izquierdo, cfrculos vacios), y monocapas infectadas con --

FLU (recuadro inferior derecho, cfrculos llenos).

Se observa la asimé-

trfa de la respuesta en el voltaje para pulsos grandes de corriente en

la monocapa control.

La grafica muestra la relacidén corriente/voltaje

medida al final de cada puiso. Resistencia del microelectrodo: 130 MQ.
‘Las mediciones se realizaron entre los 10 y 20 minutos postinfeccidn.

La infeccidn con FLU elimina Ya asimetria de 1a curva 1/V y
disminuye la resistencia transmembranal,
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Figura 17. Curso temporal del potencial de reposo intracelular de mono-
capas de células infectadas con FLU (10 PFU/cel), 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
MQ2. En la parte superior se indica el nidmero de observaciones (n).
El curso temporal del potencial muestra una caida temprana -
seqguida de una recuperacifn transiente.
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Figura 18. Curso temporal de la resistencia eléctrica de la membrana --
plasmitica de las células MDCK infectadas con FLU (10 PF/cel).

La resistencia se registrd con un microelectrodo pasando un pequefio pul

. so negativo de corriente de 1 nAy 5 mseg. La columna representa los -

valores control en la misma monocapa antes de ser infectada. En la par-

te superior se indica el nimero de observaciones (n).

Se observa que la resistencia disminuye gradualmente, pero -
luego se recupera hasta los valores control,

[
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TABLA VIi. Resistencia Eléctrica de Membrana de las Células

MDCK Durante la Gemacidn

del VSV o FLU.

Tiempo Postinfeccidn

Resistencia de

(horas) Membrana {MQ)
Control 57.6 ; 7.7 (ﬁ3)
oo 5-7 40.3 £ 12,1 ( 9)
FLU .JZ 5-7 49.0 + 11.5 (10)
46.3 + 15.4 ( 6)

FLU 13-15

La resistencia se midi6 pasando un pulso cuadrado negativo de

corriente de 1 nA 6 40 mseg, y registrando la defleccidn de

voltaje con el mismo electrodo.
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hibidas y el de aquellas con ouabaina se considera como el
componente activo del flujo (Cereijido et af., 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 infeccifn (una -
hora postinfeccién) y también durante el ensamblaje viral -
(cinco horas postinfeccibn).

i) El Influjo de K: Los flujos de potasio se midieron
~utilizando ®°Rb como trazador. La figura 19 muestra el to-
tal y los componentes pasivo y activo de los flujos después
de una hora de infeccién; Las barras blancas son los con--
troles. ‘Las barras grises muestran que el VSV produce un -
aumento evidente del'influjo total de potasio. Este aumen-
to se debe exclusivamente a un aumento 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--
feccibn (Fig. 20) muestran una situacién diferente: 1) la -
relacién entre los flujos pasivo y activo de K bajo las\cog
diciones control se modifica, debido quiz&s al periodo mis
prolongado de incubacifén. 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
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Figura 19. Modificaciones del influjo de K como consecuencia de la in--

feccibn viral. Influjo de K calculado midiendo la captacidn
de ®%Rb en las monocapas de células MDCK. Las columnas representan los
valores obtenidos bajo condiciones control (blanco), una hora postinfec
cidn con VSV (gris) y una hora postinfeccién con FLU (negro). En ambos
casos se infectd con 10 PFU/cel. El influjo pasivo es el influjo obte-
nido en monocapas tratadas con 5x10~*M de ouabaina durante 20 minutos -
antes de efectuarse la captacién. El influjo activo es la fraccion del
influjo total inhibida por ouabaina.

E1 VSV modifica el influjo total de Kﬁ esta modificacidn se
debe exclusivamente a que este virus aumenta el componente activo del -
influjo. Por otra parte, puede observarse que el FLU no tiene ningin -
efecto sobre el influjo de K+ en esta etapa de infeccidn,

)
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Figura 20. Modificaciones del influjo de K* como consecuencia de la in-

fecci6n viral. Se muestra el influjo de K* calculado midien
do la captacidn de ®°Rb en las monocapas de células MDCK. Las columnas
representan los valores obtenidos bajo condiciones control (blanco), --
cinco horas postinfeccion con VSV (gris) y cinco horas postinfeccién --
con FLU (negro). En ambos casos se infectS con 10 PFU/cel. El influjo
pasivo es el influjo obtenido en monocapas tratadas con 5x10™*M de oua-
baina durante 20 minutos antes de efectuarse la captacién. El influjo -
activo es la fraccidn del influjo total inhibida por ouabafna.

En esta etapa de la infeccidn, el VSV inhibe el influjo pasi
vo y activo de K¥. El FLU disminuye la entrada pasiva de K* y aumenta
el componente activo.
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el bombeo observado en el perfodo temprano con el VSV desa-
parece en valor absoluto y en relacién con el control; y 3)
el funcionamiento de los canales pasivos se ve disminuido.
Como en el periodo temprano, la infeccibén con FLU no tiene
como resultado un cambio apreciable en la permeabilidad a K.
ii) Eflujo de Na: Como se describié en el capitulo de
Mé&todos, la medicibn de los flujos de Na en las cé&lulas --
MDCK requiere de un periédo de carga en el que el contenido
de Na de la célula se aumenta experimentalmente. M&s aun,

Cereijido y colaboradores (1981b) han mostrado que no s6lo

la velocidad de salida de Na, activa y pasiva, varia con el

contenido de Na, sino que adem8s siguen patrones diferentes.
Por lo tanto, para poder hacer una“comparacién valida 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 coﬁstantes 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. En 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 cé&lulas de epitelios adultos (Cereijido -

Al P B L A T G
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Figura 21. Modificaciones del eflujo de Nat como consecuencia de la in--
feccién viral. 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 funcién de la poza -
de Nat en las células (S) ya que, como puede verse, en las monocapas con
trol (panel izquierdo), ésta varfa con este pardmetro. Las curvas fueron
trazadas a ojo por los 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 vacios y llenos correspon
.den a monocapas una hora y cinco horas postinfeccién, respectivamente, -
Los cuadrados representan las constantes de velocidad del eflujo total,-
mientras que los cfrculos representan las del eflujo pasivo. Las flechas
indican que el punto sefialado representa un aumento o disminucién respec
to de los valores control.
Una hora postinfeccidn el VSV no modifica el eflujo de Nat. -
Sin embargo, este virus deprime el eflujo de Nat pasivo y activo cinco -
‘horas después de la infeccibn.

+ Una hora después de la infeccién con FLU, el eflujo total de
Na' no se ha modificado; sin embargo, el componente pasivo estd ligera--
mente aumentado. A la quinta hora postinfeccién con este virus, el eflu
jo total de Na se ve disminuido debido a una depresién del componente ac
tivo.
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et al., 1964). Las curvas sé_representan nuevamente en los
paneles central y derecho para permitir comparaciones con -
las monocapas infectadas.

Las c&lulas MDCK infectadas durante una hora con VSV -
no muestran una modificacibdn detectable de los flujos total
(cuadrados vacfos) ni pasivo (circulos vacios), ya que sus
valores caen sobre la curva control. Por lo tanto, la in--
feccibn con este virus no modifica las permeabilidades pasi
vas'a K o Na; lo mis probable es que disocie la bomba, pues
to que el bombeo a K es estimulado (Fig. 19), pero no asf -
el bombeo a Na (Fig. 21).

Cinco horaé después de la infeccibn, un tiempo que co-
rresponde a una gemacibn activa del VsV, esté virus produce
.una marcada inhibicibén de las permeabilidades total (Fig. -
21, cuadrados llenos) y pasiva (circulos llenos). Es impor
tante subrayar que el bombeo de Na (diferencia entre el to-
tal y el pasivo) también estd disminuido. Esta disminucién

~

en la permeabilidad pasiva de Na es similar a la producida

por este virus en la permeabilidad a K en este periodo de -

infeccibn.

La infeccidn con FLU (Fig. 21, panel derecho) no produ
ce un cambio marcado en la permeabilidad total a Na de las
c€lulas MDCK (cuadrados vacios). Sin embargo, hay un aumen

to en la permeabilidad pasiva (circulos vacioé). Puesto que
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consideramos como bombeo activo de Na las diferencias entre
la permeabilidad total y la inhibida por ouabaina (pasiva),
concluimos que la infeccibn con FLU disminuye el eflujo ac-
tivo de'sodio.

Durante la gemacifn del FLU, el eflujo pasivo de Na no
se ve afectado (Fig. 21, circulos llenos), aunque el eflujo
total (cuadrados llenos) se ve marcadamente deprimido a ex-
pensas de la inhibicién del bombeo. Probablemente este vi-
rus tambi&n esté disociando la bomba, ya que se observa que
la dr&stica inhibicién del-eflujo de Na no est8 acompanado
de una modificacibén correspondiente en el influjo activo de
potasio (Fig. 20). Los datos presentados en ia Tabla VIII
indican que la disminucibn observada en las permeabilidades
se debe a un efecto de los virus por ?I mismos y no a las -
cbndiciones de incubacibén, ya que los controles de estas --

condiciones de hecho producirfan un aumento pequeno del flu

jo.
2) Discusibn.
a. Efecto de la Infeccidn Viral Sobre la Conductan-
cia Transepitelial.- Observamos una diferencia dramitica -

en los efectos del VSV y el FLU en la conductancia transepi
telial de las monocapas MDCK. La caida, relativamente tem-

prana en los valores de este parimetro en monocapas infecta




-116~

das con VSV (cinco horas postinfeccibén) contrasta con los =
efectos tardios provocados por el FLU (12-15 horas postin--
feccibn). Genty y Busserau (1980) harn reportado similitud -
entre los cambios morfolbgicos sufridos por células infecta
das con VSV y los encontrados en cé&lulas tratadas con cito-
calasina B. M&s aun, mostraron que estos cambios eran in-
significantes en cé€lulas infectadas con mutantes sensitivas
a temperatura de VSV de los grupos de complementacién III
Y V, a temperaturas no permisivas. Bajo estas condiciones,
el transporte de ia protefna G a la membrana plasmitica es-
t8 muy disminuido. Por consiguiente, se ha propuesto que -
la proteina G tiene un efecto despolimerizante de actina.
‘Este efecto explicaria'nuestros resultados.puesto que se ha
mostrado (Meza et af., 1980) que la citocalasina B provoca
una cafda en la resistencia transepitelial, como resultado
de la apertura de las uniones estrechas. La preéencia de -
actina en los virus RNA con envoltura ya ha sido documenta-
da (Wang et af., 1977; Damsky et af., 1977), y las interac-
ciones especificas entre la actina y la proteina M de los -
Paramyxovirus tambi&n ha sido descrita (Giuffre.ez al., --
1982). Sin embargo, estos virus, asf como el FLU, --
geman por la superficie apical de las células MDC% -
(Rédriguez-Boul&n y Sabatini, 1978) y provocan un efec-

to citopético relativamente pequefio en las células MDCK, a
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juzgar por los datos que se presentan en esta tesis. En es-
tudios ulteriores séria interesante obtener informacién --
acerca de las posibles interacciones entre la proteina G --
del VSV y el citoesqueleto, para llegar a establecer si hay
efecto disruptivo de esta proteina sobre el citoesqueleto -
asociado a las uniones estrechas.

Recientemente se ha mostrado (Stefani y Cereijido, ---
1983) que el valor minimo de la resistencia eléctrica a tra
vés de la ruta transcelular de una sola cé&lula epitelial --

(rTC) estid dado por:

TC 2 _ (1)
a - -

donde Rm es la resistencia eléctrica a través de la membra-

na plasmdtica integra, medida con el microelectrodo, y Fa -

es la fraccibén de la membrana plasmitica gque corresponde a

la superficie apical. El minimo de resistencia transcelu--

lar se da cuando Fa = 0.5. En este caso la ecuacién (1) se
recduce a:

r = 4 R, - (2)

.
Una monocapa de c&lulas MDCK confluente tiene menos de

5x10°% células/cm?, 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 centimetro cuadrado de mo

nocapa tiene una resistencia minima RTC dada por:

.

4 R
m

R

TC (3)

5x105

Puesto que la Rm de una céluia infectada durante 5-7 =
horas con VSV es 40.3 MQ (Tabla VII), la ecuacibén (3) predi
ce que la monocapé tendré ﬁna resistencia de al menos 322 -
Qcm?. Un cdlculo similar para las células infectadas con -
FLU durante 13-15 horas da una resistencia de 370Qcm?. Esto
indica que la supresibn de la resistencia a través de la mo
nocapa producida por los virus no se debe a su efecto sobre
la membrana plasmitica, 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-
sidn al sustrato, resulta en el redondeamiento y desprendi-
miento de las cé&lulas en una etapa subsecuente. Sin embar-
~go, nuestra informacibén se refiere a periodos en los que --
las c&lulas alin forman una monocapa continua. La permeabi-
lidad de las cé&lulas redondeadas o despegadas no se conbce.

| b. Efectos Sobre la Permeabilidad de la Membrana Celu-

lar.- Para analizar el posible efecto de los virus sobre -
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la permeabilidad de membrana a los iones sodio y potasio se
escogieron los flujos unidireccionales de trazadores. Pues-
to que estos mé&todos no tienen una résolucidn temporal ade-
cuada para seguir los efectos témpranos de la penetracibn -
viral, recurrimos ademls a las mediciones eléctricas. Esco-
gimos también estudiar los flujos hasta la quinta hora post
infeccibn porque, a pesar del hecho de que para este tiempo
la infeccién ya ha ocurrido y la insercién de las proteinaé
virales de la cubjerta en la membrana plasmitica estd avan-
zada, la monocapa afin mantiene su resistencia eléctrica --
(Fig. 12). Estos métodos son los adecuados para analizar -
el mecanismo de translocacibn de iones a través de la mem--
brana celular, aunque no dan informacibn respecto a si los

mecanismos estén situados en el lado apical o basolateral.

Sin embargo, la informacifn que se obtiene de los flujos --
unidireccionales de iones en las c&lulas MDCK (Rindler et -
al,, 197%9a, b, 1982; Simmons, 1981; Cereijido et af., 1980a,
b, 1981a, b, 1982; McRoberts et alf., 1982; Aiton et af., --
1982) , sugiere que: i) la barrera apical tiene un mecanismo
pasivo para la translocacidn de Na+ y otro para la translo-
cacibn de Cl ; y ii) la barrera basclateral tiene una A?Eﬁa
com@in que bombea Na® intercambiindolo por K+, Y un mecanis-

mo de cotransporte pasivo del tipo llamado "sistema Na++K+=

,2Cl" (Field, 1978; Frizzel et af., 1979).
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Durante la inoculacifn, la resistencia eléctrica de la
membrana plasmitica y el potencial intracelular de las cé&lu
las infectadas con VSV muestra un decremento claro y répido.
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 desacoplar la bomba de Na+-K+, ya que no se
observa un aumento correspondiente en el bombeo de Na+. Por
consiguiente, la penetracién de este virus provoca una esti
mulacidn significativa de la permeabllldad de K La pene-
tracién de este ién es lo suf1c1entemente grande como para
modificar el potencial de membrana y suprimir la asimetria
de la curva I/V. Por otra parte el FLU que habfa disminui-
do inicialmente la resistencia el&ctrica de membrana, en es
Ee periodo de la infeccién (una hora) con FLU parece haber
recuperado su valor normal, el potencial de membrana estd -
ligeramente disminuido. Aunque en este tiempo postinfec--
cibn el eflujo total de sodio est8 dentro de los valores --
control, hay un pequefio aumento del componente pasivo, y un
decremento del bombeo de este ion. Pudiera ser que la dis-
minucién del bombeo fuera una consecuencia del aumento en -
la salida pasiva de sodio; sin embargo, para poder determi-
nar esto seria necesario determinar los contenidos intr%ce—
lulares de este ion durante la inoculacibén. Llama la aten-

cibén que el VSV produzca una alteracifén exclusiva del siste
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ma de transporte localizado en la membrana basolateral de -
estas cé&lulas y que el FLU modifique_el situado.en membrana
apical. No obstante, estudios recieﬁtes sobre la penetra--
cibn y el destino de los virus én el interior de la célula,
indican que los cambios de pH estén involucrados en estos -
fenbSmenos (Matlin ef af., 1981). Es posible, entonces, que
lés modificaciones en la conductancia de membrana observa--
dos en estalfesis se deban también a movimientos de HT

Durante la gemacibén viral (quinta hora-postinfeccibn},
el VSV tiene ya un efecto citopitico, a juzgar por el aumen
to en el nfimero de ampollas en las monocapas y que la resis
tencia transepitelial comienza a caer. El transporte pasi
vo de K+ est8 considerablemente disminuido; probablemente -
el aumento en el contenido intracelular de sodio sea una =--
consecuencia de esta disminucién. Sin embargo, los cambios
en los flujos de estos iones producidos por el VSV no son -
lo sﬁficientemente drésticos como para explicar la cafda en
la resistencia de membrana (Tabla VII), de manera que es po
sible que durante la gemacibén de este virus el sistema ten-
~ga fugas que no se deban ni a sodio ni a potasio.

Durante la gemacifn viral, el FLU no ha modificado.la
resistencia transepitelial de la monocapa y tampococ se ob--

servan alteraciones en el nfimero o tamafio de las ampollas.

Esto pudiera indicar que la infeccidén con este virus no tie
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ne mayor efecto citopético en este periodo de la infeccién.
Por otra parte, la bomba de Na+—K+ parece desacoplarse, ya

gue se observa un ligero aumento en él bombeo de K y una --
disminucidn considerable en el ée Na+; esta disminucibn ---
tiene como consecuencia un aumento en el contenido intrace-
lular de sodio (Tabla VI). Por lo tanto, los resultados del
andlisis de los flujos no apoyan la nocibén de que la gema--
cibn polariiéda del FLU de la membrana apical, y el VSV de -
la basolateral, afecta los mecanismos de translocacién de -
iones localizados en estas regiones de la membrana plasméti

ca.

Tanto el VSV como el FLU modifican el movimiento acti-
vo de Na' y K+. Aun en el caso dé los movimientos activos
no se tiene la certeza de que los cambios observados se de-
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-
cibén del acoplamiento normal Na+/K+, ya que el FLU disminu-
ye el bombeo de sodio sin modificar el de potasio, el VgV -
aumenta la velocidad de translocacibn activa del K+sin pro-
vocar un efecto detectable en el bombeo de Na®. Estos efec
tos de los virus sobre la estequiometria de la bomba debe--

rian ser motivo de estudios futuros..

[§)
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LOS MICROFILAMENTOS, LA UNION ESTRECHA Y LA
GEMACION POLARIZADA DEL VSV EN CELULAS MDCK,.

1] Resultados.

a. Gemacidn Polarizada del VSv.- Como se mencion
en la Introduccidn, estudios de la distribucién de glicopro
teinas de cubierta viral en monocapas epiteliales utilizan-
‘do microscopia de inmunofluorescencia e inmunoelectromicros
copia con ferritina, indicaron que la gemacidn polarizada -
es precedida por la distribucidn de las proteinas virales -
de cﬁbierta en el dominio correspondiente de la membrana --
plasmdtica (Rodriguez-Boul&n y Pendergast, 1980).

En los estudioé que realizamos y que se describen a --
cbntinuacién, se utilizb6 un anticuerpo de conejo anti-virus
gue puede reconocer a la proteina de cubierta viral, o al -
virus‘integro, y un anticuerpo de chivo anti-conejo fluores
ceinado»que reconoce al primer anticuerpo. De esta manera,
se puede detectar por microscoéia de fluorescencia el sitio
de la membrana de la cé&lula epitelial donde esti gemando el
virus. Para estos estudios se eligib el virus de la estoma
titis vesicular (VSV), dado que la gemacibn de éste por 1la
membrana basolateral de las cé&lulas MDCK infectadas muestra,
al ser examinada por microscopfa de inmunoflurescencia, un
patrén tipico de anillo fluorescente alrededor de cada célu

la al enfocar la superficie apical de la monocapa (Fig. 5).

o i P
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‘Este patr6n es el resultado dé la acumulacién de antigenos
virales y viriones en los espacios intercelulares y basola-
terales de la membrana plasmitica (Rodriguez-Boul&n y Pen--
dergast, 1980). Si’la gemacidn basolateral del VSV se modi
ficara por el tratamientoc con las drogas que se describen,
la fluorescencia no se limitarfa a los espacios intercelula

res y membrana basolateral, sino que estarfa presente tam--

bién en membrana apical en forma de puntos fluorescentes,

caracteristica de la gemacibn de virus que se acumulan en

microvellosidades (Fig. 5). El tratamiento con distintas
drogas y/o en distintas condiciones, puede modificar cuanti
tativamente el patrfn de fluorescencia en la cara basolaté—
ral: los anillos pueden aparecer mds o menos homogéneamente
tefiidos y pueden tener un grosor variable. La interpreta--
cibn del patrdn cualitativo continfa siendo, sin embargo, -
que la gemgpién ocurre en la cara basolateral. Asi pues, -
adoptamos como criterio de tincifn basolateral el que las -
c€lulas presenten su centro no marcado, y como criterio de
tincibén apical el que el centro celular aparezca tefido.

El proceso de gemacifn se sigui6 con una clmara de te-
- levisibn conectada a una grabadora de video, tal como se -
describib en el Capitulo de Mé&todos. Trat&ndose de una te-
levisibén 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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tensicdad de la imagen en la pantalla se puede graduar, de -
modo que si ésta es maxima, toda la imageh apareceré blanca,
Y si es minima, la imagen en la pantalla aparecer& en negro,
a pesar de que hay sitios por donde esté gemando el virus,
y adem&s, por otra parte, siempre hay un fondo de fluores--
cencia (autofluorescencia, marcacién inespecifica, etc.). -
"Esto planteb6 la necesidad de determinar una finica 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 area registrada a tres in-
tensidades distintas. En la foto A, la intensidad es excesi
va, el fondo es muy luminoso y, a pesaf de que se distingue
ciaramente 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 loé bordes tefiidos y los centros obscuros, la imagen
aparece demasiado esfumada y vaga. En la fotografia B se -
ha optimizado en cambio el contraste por lo que se fijé6 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 fotografias sean comparables.

En las monocapas control (Fig. 23), 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 fotograffas. Tres fotograffas -

de la misma regién de una monocapa de células MDCK tomadas
a diferentes intensidades para ilustrar el criterio adoptado en el an3a-
lisis de las imigenes obtenidas en los estudios de inmunofluorescencia.
Las fotografias fueron tomadas de la pantalla de un televisor en serie
con una c3mara de video conectada al microscopio (descrito en Métodos).
La intensidad de luz en la pantalla del televisor puede ajustarse hasta
lograr imdgenes muy iluminadas como la A) o muy obscuras como la C). -
Se considera que la fotografia B estd correctamente iluminada, de mane-
ra que la intensidad de luz del televisor se fijé en este grado, y se -
utilizé asi para analizar 927 células (Tabla IX). Las fotografias se -
tomaron con una cdmara Polaroid.
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Figura 23, Localizacidn de los viriones de VSV en monocapas de células

MDCK. Las monocapas de células MDCK al quinto dia de sem--
bradas a confluencia sobre cubreobjetos de vidrio fueron infectadas con
vsv (10 PFU/ml1). Cinco horas postinfeccién, las células se fijaron con
formaldehido 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 -
fotografias fueron tomadas como se indica en la figura 22. La inmuno--
fluorescencia aparece distribuida de manera no continua en los espacios
intercelulares y no estd presente en el centro de las células (regién -
apical de la membrana).
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vada cinco horas después de lé infeccibn muestra los espa--
cios intercelulares tefiidos. Sin embargo, el espacio inter
celular no estd marcado homogéneamente, sino gue aparece co
mo un collar con unos puntos tenidos y otros obscuros. En
la fotografia se observan claramente cuatro anillos fluores
centes a mano izquierda; no obstante, el 19% de las cé&lulas
examinadas presentaron su centro tenido (Tabla IX).

b. Efecto del Tratamiento con EGTA.- Con el fin de per
mitir la penetracibn de lds anticuerpos anti VSV y el fluo-
resceinado a la regibn basolateral y como consecuencia obte
ner una mejor tincibn, las monocapas se trataron con EGTA -
2 mM durante dos minutos antes de la quinta hora postinfec-
cibn a 37°C. Esta penetracibén es posible porque el trata--
miento con EGTA abre las uniones estrechas (Cereijido et al.,
1978). E1l patr6n de fluorescencia se observa en la figura
24; A muestra los anillos fluorescentes que delimitan a --
las células homogéneamente marcados. Dado que la unibn es-
trecha estd abierta, los espacios intercelulares se van en-
sanchando a medida que pasa el tiempo y aumenta el grosor -
del anillo fluorescente. En la figura 24, B y C, se obser-
va claramente que la regifn apical no tenida 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 cé&lulas examinadas, 22 presen--

9! ; : . e S
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TABLA IX. Distribucidon del Anticuerpb Inmunofluorescente Contra el
VSV en Monocapas de Células MDCK Cultivadas Sobre Cubre-

objetos de Vidrio.*

. . Células Centros .
Condiciones Analizadas Marcados Porcentaje
Control \ p 26 5 19

+ . .

EGTA 118 22 19
cit. B (1.5 hs)* 359 110 ’ 31
Cit. B (2 hs) 97 71 73
‘cit. B (1 h) EGTA 327 63 38

“Células del pasaje 76 al tercer dfa de sembradas.

*EGTA 2.0 mM 2 min.

#Citocalasina B 5 ug/ml.
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Figura 24, Efecto del tratamiento con EGTA sobre la distribucidn 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 EGTA 2 mM durante dos mi-
nutos antes de ser fijadas a 37°C. En Ay en B se observan los anillos
fluorescentes que delimitan a por lo menos tres células, El espacio in--
tercelular aparece homogéneamente tefiido, 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 difusidn 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 centrc marcado (Tabla tX).

~
s
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tan la regién apical completamente invadida por la marca --
fluorescente, lo que constituye el mismo porcentaje que en
las c&lulas no tratadas (Tabla IX).

c. Efecto del Tratamiento con Citocalasina B.- Uno de
los objetivos de este estudio era discernir el papel de los
microfilamentos en la gemacidn polarizada del VSV en cé&lu--
las MDCK. Para esto, tratamos a la monocapa infectada con
citocalasina B, un metabolito del hongo Helminthosporium --
dematisideum, que inhibe ia polimerizacifn de la actina ---
(Stossel, 1977). La figura 25 muestra los resultados obte-
nidos con monocapas MDCK a la quinta hora postinfecciftn con
VSV, y que durante la iltima hora habian estado en contacto
con 5 ug/ml de citocalasina B. En este caso, los interespa
cios aparecen intensamente marcados (Fig. 25 A, Cy D). Se
observa que la cara apical, aungue reducida y con limites -
borrosos, es la filtima zona en tefiirse (en la figura 25 A -
en la éarte inferior y en la E hay tres cé&lulas con los 1li-
mites borrosos). En la figura 25 B y E se observa una célu
la con su centro tefiido; de 359 células analizadas, 110 te-
nian su centro marcado (Tabla IX}, 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--
tro de las c&lulas. Asi, por ejemplo, cuando la monocapa -

infectada permanece en contacto con citocalasina B (5 ug/ml)
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Figura 25, Efecto del tratamiento con citocalasina B sobre la distribu-

cidén de los viriones de VSV en monocapas de cé€lulas 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 ug/ml durante una hora antes de ser fijadas. Al igual que en -
el tratamiento con EGTA, en este caso los 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 tefiidos. En
By E lacélula central tiene su centro teiiido. De las células analiza-
das, el 31% presentaron su centro tefiido (Tabla IX).
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durante las dos (ltimas horas antes de la quinta hora post-
infeccidn, el 73% de las cé&lulas analizadas tienen su cen--
tro homogénamente marcado (Tabla IX).

d. Tratamiento Combinado cobn 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 mM) durante dos minutos para permitir

\

la penetracibdn de los anticuerpos a 12 zona basolateral. --

i

Para ello las monocapas infectadas con VSV fueron tratadas
durante una o dos/horés con citocalasina B y durante los Gl
timos dos minutos antes de la guinta hora postinfeccibn, --
las uniones estrechas se abrieron con EGTA 2 mM a 37°C. La
Tabla IX muestra que el tratamientoc combinado no modifica -
sustancialmente los resultados obtenidos con citocalasina B
- sola. La figufa 26 (citocalasina B una hora, EGTA dos minu
tos) muestra el mismo fenfmeno de engrosamiento de los ani-
llos descrito en la pafte b y ¢ 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--

cibn polarizada tiende a perderse (Fig. 27).

2) Discusibn.
Como se menciond6 en la Introduccibn, el papel de la
unibn estrecha y de los microfilamentos en el establecimien

to de la polaridad epitelial afin no ha sido elucidado. En -
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Figura 26, Efecto del tratamiento con citocalasina B y EGTA sobre la -
distribucion de los viriones de VSV en monocapas de células
MDCK. Las monocapas fueron tratadas en las mismas condiciones que se -
indican en 1a figura 23, excepto porque las células fueron tratadas con
citocalasina B (5 ug/ml) durante una hora antes de su fijacién y con -
EGTA (2 mM) los Gltimos dos minutos. En Ay en B el anillo fluorescente
aparece engrosado con respecto a las monocapas control; sin embargo, no
parece haber efecto aditivo o sinergistico en este tratamiento mixto. -
Aunque en la fotografia no se muestra ninguna célula con su centro tefii
do, un 38% de las células analizadas tuvieron tincién apical (Tabla 1X).

.
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Figura 27. Efecto del tratamiento mixto con citocalasina B y EGTA so-

bre la distribucién 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 tra-
tadas con citocalasina B (5 ng/1) durante dos horas antes de su fija--
cién y con EGTA (2 mM) los @iltimos dos minutos. Aunque la mayoria de
las células muestran su centrc tefiido, en B, parte superior, se obser-
va claramente un anillo fluorescente.

v o
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los estudios que acabamos de describir, analizamos el papel
de dichas estructuras en el mantenimiento de la polaridad -
epitelial, Para ello utilizamos dos drogas, una que ébre -
las uniones estrechas, el EGTA, y otra qﬁe previene la poli
merizacibn de los microfilamentos, la citocalasina B, y vi-
mos si el tratamiento con &€stas modificaba la gemacién baso
lateral del VsV, ’

a, Gemacidn Pola;:izada del vsv.- Es probable que el -
espacio intercelular entre las cé&lulas Eontrol no esté mar-
cado homogéneamente, debido a que la penetracién del anti--
cuerpo haya sido prevenida por las uniones estrechas. Si la
monocapa hubiera sido cultivada sobre un soporte permeable,
ia ¥esistencia eléctrica seria alta, indicando que las unio
nes estrechas est&n completamente selladas y el anticuerpo
no podria penetrar (Cereijido e£ af., 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 est&n abiertas (Ce
reijido et al., 198la, b). Esto ha sido atribuido al hecho
de que las c&lulas MDCK retienen la caéacidad 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 et af., 1969), 6 bien, la adhesibn al

soporte prevalece y las uniones estrechas revientan, Esto -
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no quiere decir que necesariamente la unibn estrecha se =---
abra en todo el perimetro de las células, sino que este pe-
rimetro 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 perimetro. Asi, Dragsten y colaboradores (1981) han
mostrado que las proteinas no atraviesan las uniones estre-
chas entre las cé&lulas en las regiones en gque hay ampollas.
Como algunas uniones estrechas est&n parcialmente abiertas,
pero esta apertura no es homogénea y los espacios intercelu
lares no est&n ensanchados, la difusifn de anticuerpos agre
~gados por la cara apical hacia la basolateral ocurre, aun--
que no libremente. Como consecuencia, la marcacibn no es -
- homogénea en todas las células y aun en una célula aparecen
zonas tefiidas y no tefiidas, La observacifén que un 19% de -
las cé&lulas muestren su cara apical fluorescente podria in-
terpretarse de diferentes maneras: i) como que la gemacibn
del VSV pér la cara basolateral aunque es preferente, no es
excluyente, y ii) en aquellas zonas donde hay una falla en
el cierre de la unién estrecha, la proteina G del VSV difun
de hacia la membrana apical.

De estas dos posibilidades, la que se considera mis --
viable es la primera, dado que siempre se detectan cantida-

des variables de proteina G del virus en la superficie api-

-
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cal de las células MDCK infectadas (Rodriguez-Boul&n, 1980);
por otra parte, se sabe que la enzima intestinal sacarasa -
isomaltasa es insertada en la membrana basolateral antes de
su aparicibn definitiva en la superficie apical (Semenza, -
1976; Brunner et af., 1979; Frank et af., 1978; Hauri et
al., 1979), y por Gltimo, siempre se encuentra una cierta -
cantidad de Na+-K+—ATPasa asociada con el borde en cepillo
apical de las células de tGbulo renal (Kyte, 1976a, b). Sin
-embargo, es necesario descartar la segunda posibilidad, pa-~
ra lo cual es importante observar si el tratamiento con --
EGTA, que abre totalmente las uniones estrechas, aumenta la
tincibn apical.

b. Efecto del Tratamiento con EGTA.- La sustraccibn de
calcio y la adicibdn de EGTA del medio‘que bafia las monoca--
pas MDCK, abre las uniones estrechas y como consecuencia --
abate la resistencia elé&ctrica (Cereijido et af., 1978; Mar
- tinez-Palomo et al., 1980). Se sabe que este efecto ocurre
también en epitelios naturales (Seder y Fortes, 1964; Meldo
lesi et al., 1978). En este estudio se investigb si la ---
apertura de las uniones estrechas: i) conduce a una pérdida
de la polarizacifn en la gemacidbn viral, ii) provoca una -
difusifn de la protefna G desde larcara basolateral hacia -
la apical, como se sugirib en la parte = de esta discusién,

0 bien, iii) no tiene influencia sobre el fenfmeno en estu-

-

o
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dio. Dado que el criterio empleado para el anflisis de es-
tos estudios fue el considerar a una cé&lula con su centro -
tefiido o no, los resultados indican que no hay diferencia -
entre las células control y las tratadas con EGTA (19% de -
las cé&lulas analizadas presentan el centro tefiido en ambos
casos). Sin embargo, como se observa en la figura 24, los

~ interespacios tefiidos se encuentran considerablemente ensan
chados, lo que apoya la opcién (ii). Es muy probable que =
un tratamientc m8s prolongadc con EGTA conduzca a la inva--—
si6n de la membrana apical por la basolateral.

c. Efecto de la Citocalasina B.~- La membrana plasm&ti-
ca no es un organelo celular autbénomo sino que su -acopla--
miento a varias estructuras citoplédsmicas y otros organelos
es cada vez mis evidente, lo que prueba quella superficie -
celular est§ bajo estricto control citopl&smico. Eventos --
complejos tales como la adhesibn, "capping", locomocibn, --
endocitosis, etc., parecen requerir comunicacibn transmembra-
nal y adem8s de uniones estructurales entre lakmembrana y -
los componentes del citoesqueleto, en particular con el sis
tema microfilamentos/microtfibulos, el que parece ser respon
sable de un gran nfimero de fenbmenos de superficie celular
asociados con la distribucibn topogré&fica de los componen--
tes de membrana (Nicolson, 1976). Asi lo prueban varios --

autores: Albertini y Clark (1975) encontraron que existe --
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una relacién entre microtGbulos y receptores de superficie
a concanavalina A en cultivos primarios de célul-s de granu
losa de ovario de conejo; Gabbiani (1977) demostrd que la -
unidén de concanavalina A a la superficie de células neopl§-
sicas y embrionarias pro&ﬁde disociacifn 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 cé&lula; Koch -
(1978) evidencié que una exoproteina, el antigeno H-2 de -~
histocompatibilidad, est& asociada a actina. Algunas 11i-
neas de evidencia han sugerido también que los microfilamen
tos son necesarios en el ensamblaje o-gemacién de 1los -
virus con envoltura (Damsky et a£., 1977; Lenk y Penman,

1979).

Pof otra parte, Lenk y colaboradores (1977) y Lenk y -
Penman (1979) han encontrado que la mayorié de los poliso--
' mas, estructuras en las que se sintetizan las protefnas, se
encuéntras 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 protéinas del virus de la influenza. Por consiguien
te, era interesante estudiar si la citocalasina B, que apa-
rentemente no impide la gemacibén, modificaba la polarizacibén

de ésta.
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Nosotros observamos que los interespacios aparecen in-
tensamente marcados, pero que no hay una tincibén de la mem-
brana apical. El que los interespacios aparezcan intensa--
mente marcados apoya la hipftesis que la droga abre las --
uniones estrechas (Cereijido et af., 1981la, b; Meza et al.,
1981) y como consecuencia de esto: i) favorece el paso del
"anticuerpo hacia la zona basolateral provécando una tincién
homogénea de los bordes celulares, ii) ensancha los .-espa--
cios interceluvlares, aumentandowel grosor de los anillos, Y
iii) produce un encogimiento de la regibén apical tal que al
cabo de dos horas de tratamiento, el 73% de las células tie
nen su centro marcado. Este Gltimo efecto puede interpre--
tarse de dos maneras: 1) como una interdifusién entre la re
' gibén tefiida y la no tefiida, y 2) como una invaginacién de -
la membrana apical al interior de la célula. La primera po
- sibilidad Se ve favorecida por el hecho de que las im&genes
de fluorescencia no muestran mn anillo con bordes definidos
que avancen como un frente de onda en funcibén del tiempo, -
sino como una mezcla heterogénea de zonas fluorescentes y -
no fluorescentes. La segunda posibilidad resultarfa muy in
teresante porque seria la primera vez que se describe una -
invasién de la membrana apical por la basolateral. Existen
evidencias en sentido inverso; por ejemplo, los resultados

obtenidos por Murer y Kinne (1980), quienes observaron que
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durante la preparacibén de vesiIculas de membrana apical o ba
solateral de células epiteliales, la membrana apical despla
za a la basolateral hasta que &sta qﬁeda invaginada en el -
interior de la vesicula. .

Estos resultados descartan a la integridad de los mi--
crofilamentos como condicibn s4ine qua non para el manteni--
miento de la polaridad. El desensamble de esta estructura(

no provoca la gemacidn equivocada del VSV por la cara api--

cal, aunque si produce la apertura de las uniones estrechas

con la consiguiente pérdida de la polaridad. Asf, interpre-

tamos que su efecto sobre la polarizacibén es indirecto, via
las uniones oclusoras, y no.directo, via la insercifn vecto
. rial de las proteinas de membrana.

d. Efecto del Tratamiento Combinado con Titocalasina B y
EGTA.- Cuando la monocapa de c&lulas MDCK se trata simult&-
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 magnificacifn no significativa de los efectos,
pero no hay un efecto aditivo o una modificacibén de la gema

cibn polarizada de los virus.
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CAP{TULO IV: CONCLUSIONES

A lo largo dé este trabajo se sénald que las dos propieda--
des fundamentales de los epitelios que transportan son: 1)
actuar como barreras a la difusibn gracias a las uniones es
trechas, y 2) tener sus cé&lulas estructural, bioquimica y -
fisiol6gicamente polarizadas. En la actualidad, una de laé
preguntas mésiimpgrtantes gque afin quedan por resolverse en
. el estudio de loé epitelios es: ¢qué es lo que determina la .
polarizacibn estructural, y por ende funcional, de las célu |
las epiteliales? El desarrollo de liﬁeas celulares que --
preservan en cultivo las propiedades de los epitelios natu-
" rales, asi como el hallazgo de que la infeccién .con RNA-
virus con cubiérta de algunas de estas lineas resulta en la
~gemacibn polarizada de los virus por una u otra membrana de
la cé&lula epitelial, han contribuido a que el campo para el
estudio de la polaridad epitelial est& listo para ser abor-
dado.

En esta tesis se investigaron algunos aspectos relacio
nados con la polaridad estructural de las células epitelia-
les, utilizando la linea celular MDCK infectada -con . RNA-
virus con cubierta como sistema modelo para estos estudios.

_Este Capitulo refine las principales conclusiones a las que
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nos condujeron los yresultados de: 1) los estudios de la per
meabilidad, 2) el papel de la unién estrecha, y 3) el pa--
pel de los microfilamentos. A fin de encuadrar mejor la in
terpretacién de dichas conclusiones, se indica en cada caso

la informacién que conduce a cada conclusién,

1] Los Estudios de La Permeabilidad.

.al Una honra pOAt;nﬂechdn, el VSV y el FLU modif4i--
can £os sistemas de transponte membranales ubica
dos en La membrana basolateral y apical, nespec-
Livamente,

Esta conclusibn se basa en los siguientes resultados -
experimentales:
| -~ El1 VSV desacopla la ATPasa de Na+ Yy K+, aumentando -
‘el influjo activo de K+, sin que se altere el eflujo activo
de Na+. Esté virus no modifica los movimientos pasivos de
Na+ ni de K+.
- E1 FLU aumenta la salida pasiva de Nat por la cara -

apical e inhibe el funcionamiento de la bomba.

bl Cinco horas postinfeccibn, el VSV modifica Los --
sistemas de transponte membranal ubicados en Ra -
membrana basolateral y aumenta La permeabilidad -

de manera inespecifica.
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Esta conclusifn se basa en los siguientes resultados -
experimentales: A

- La bomba (Na+—K+—APTasa) estd deprimida y el influjo
pasivo de K+ también, como consecuencia se acumula el Na+ Yy
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+.

c] Cinco horas postinfeccifn, el FLU noApaoduce'camb104
Amportantes en La permeabilidad y parece habernse re-
cuperado de Los efectos obsenuadOA una hona deépuéé-
de La infeccibn. '

Esta conclusifn se basa en los siguientes resultados -

experimentales:

- Los flujos pasivos de Na+'y K+ est&n iguales que el

control, la bomba de Na' estd desacoplada y como consecuen-

cia el contenido de Na+ esti aumentando.

d] EL VSV tiene un efecto citopdtico a tiempos mds tem
pranos que el FLU.
Esta conclusifn se basa en los siguientes resultados -
experimentales:
~ Cinco horas después de la infeccibn con VSV, las mo-
nocapas presentan un gran nfimero de ampollas nuevas; ademis
la resistencia transepitelial de la monocapa disminuye drds

ticamente en este tiempo.

N
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2) EL Papel de La Unibn Estrecha.
a) La apertura de Las uniones estrechas no modigica

La gemacibén poclarnizada del VSV,

Esta conclusibn se basa en los siguientes resultados -

experimentales:

- El anillo fluorescente que delimita a las células -~
‘aparece homogéneamente marcado, su grosor aumenta pero la -

regién apical no aparece tefiida.

b) Las uniones estrechas juegan un papel impontante
en el mantenimiento de La polaridad de La membra
na. o A | ’

Esta conclusifn se basa en los ‘siguientes resultados -
experimentales:

- La apertura de las uniohes estrechas permite la in--
‘terdifusibén de los componentes de la membrana basolateral y

apical.

3] EL Papel de Los Microfilamentos.
al La depolimerizacién de Los microfilamentos no mo
difica La gemacifn polarizada delf VSV,
Esta conclusifn se basa en los siguientes resultados -

experimentales:
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- El anillo que delimita a las c&lulas aparece homogé-
neamente tefiido, aunque engrosado, a medida que se prolonga
el tratamiento con la citocalasina B se observa que la zona

apical aparece teinida.

b} La integridad de Los microfifamentos tiene un papel
Amportante en ef mantenimientode La polaridad de --

membrana.

Esta conclusifn se basa en los .siguientes resultados -

experimentales:

- La depolimerizacibn de los microfilamentos permite -
la interdifusidn de los componentes de la membrana basolate

ral y apical.
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