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RESUMEN.

Las uniones comunicantes (UC) estan formadas por un conglomerado de
canales intercelulares formados por un grupo de proteinas homélogas llamadas
conexinas (Cxs). La expresion de las Cxs 26, 32 y 43 se evalué por
inmunofluorescencia (IF) indirecta en secciones congeladas de las glandulas
mamarias de ratas virgenes, gestantes y lactando. Las Cxs 26 y 32 se localizaron
en la membrana basal y lateral de las células del epitelio alveolar y en los
conductos colectores. El inmunopuntilleo fluorescente fue escaso en las glandulas
de animales virgenes, un poco mayor en los organismos gestantes, y se
incrementé significativamente (en numero y tamano) en los animales lactando. La
Cx43 también se identificé en todos los estados funcionales. Esta se restringié a la
periferia de los alvéolos, hacia el polo basal de las células epiteliales, y el tamario
de las placas inmunofluorescentes se alargaron aparentemente durante |a
lactancia. Su localizacién sugiere que las uniones comunicantes entre las células
mioepiteliales y/o entre las células epiteliales y mioepiteliales expresan la Cx43.
Esta misma conexina se encontré también en el tejido conectivo que rodea e
invade cada I6bulo parenquimal en todos los estados funcionales. En este tejido,
la Cx43 puede estar acoplando fibroblastos y/o células adiposas. Los estudios de
IF en secciones de ratén lactando mostraron la misma distribucién de las
conexinas. La especificidad del marcado inmunofluorescente de las Cxs 32 y 43 en
las glandulas mamarias se confirmé con el empleo de "Immunoblots”. El aumento
en la expresion de las conexinas detectado durante la gestacion y la lactancia
puede tener relevancia en la diferenciacién de las células epiteliales y en la

funcién secretora de la glandula mamaria.
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1.0 INTRODUCCION.

1.1 UNIONES CELULARES.

Dentro del organismo sélo raras veces las células se encuentran aisladas, como es
el caso de las células sanguineas. En otros casos suelen conservarse juntas para
formar membranas de cubierta o revestimiento, como es el caso de los epitelios
simples, en cuyo caso Unicamente las membranas laterales de las células
establecen contacto. En la mayoria de los tejidos, las células se encuentran como
agregados que forman capas o estructuras mas gruesas, en donde cada célula
estara unida con las demas por todas sus superficies (Ham, 1975). En las zonas de
aposicion membranal, las membranas celulares se especializan y forman Ias uniones
celulares (Cox, 1974; De Mello, 1977).

Las uniones celulares se clasifican en cuatro tipos; desmosomas, uniones
adherentes, uniones estrechas y uniones comunicantes. Ellas son usualmente
divididas de acuerdo a su funcion de oclusién (uniones estrechas), de adhesion
(uniones adherentes o desmosomas) o de comunicacion (uniones comunicantes)

(Saez, 1991).

1.1.1 UNIONES COMUNICANTES.

Las uniones comunicantes (UC), también denominadas como uniones de
fisura o de tipo nexo, son regiones especializadas de la membrana plasmatica
formadas por placas de canales intercelulares (ver fig. 1) que permiten la
comunicacion directa del citoplasma de dos células vecinas, favoreciendo el paso de

iones y moléculas pequeiias (con peso molecular no mayor de 1200 Da. y un
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diametro inferior a los 2 nm) por difusion pasiva (Flagg-Newton et al., 1979;

Schwarzmann et al., 1981; Lowenstein, 1981).

A) Morfologia:

Robertson realizé un estudio morfolégico de lo que llamo disco sinaptico,
donde observé que en las zonas presinapticas y postsindpticas de las dendritas de
las células nerviosas de Mauthner en el bulbo raquideo del pez dorado, contenian
zonas intermembranales formadas por agregados de particulas que se organizaban
en estrecha aposicion (Robertson, 1963), pero no fue hasta 1966, cuando Revel y
Karnovsky tifien los tejidos epiteliales con un marcador extracelular opaco a los
electrones llamado lantano, el cual penetra en las uniones intercelulares que se
identifican como una zona de especializacion membranal unica. En los cortes
perpendiculares estas zonas se observan como areas de aposicion membranal y
presentan un espacio estrecho de airededor de 2 nm de espesor entre las dos
membranas, el cual se llena con lantano. En los cortes paralelos a la membrana se
observa que el lantano rodea y llena el centro de los canales intercelulares. Por
medio de esta técnica se pudo precisar que las uniones comunicantes son
agregados de canales que forman estructuras hexagonales a manera de panal de
abejas, con un espacio de centro a centro de 9-10 nm (Karnovsky y Revel, 1967).

Con el desarrollo de las técnicas de microscopia electrénica, asi como el
estudio de criofractura (ver Fig. 1), el andlisis de difraccion de rayos-X y de
electrones se pudo ampliar la descripcion de Revel y Karnovsky, y de esta manera
se preciso que el tamano del orificio en el centro de la uniéon comunicante variaba
de 1.2 a 2 nm, y que cada canal de la unién estaba formado por 12 subunidades
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proteicas llamadas conexinas, donde cada membrana en aposicion participa con la
mitad de las subunidades y a los que se les denomina hemicanal o conexon (Caspar
et al., 1977; Unwin y Zampighi, 1980) (ver fig. 2a).

En los ditimos anos, por medio de técnicas molecuiares se han logrado aislar
varias conexinas y posteriormente se han producido anticuerpos contra las mismas,
con lo que es posible detectar por IF las placas de UC en una gran variedad de

tejidos.

B) Bioquimica:

Con el aislamiento de las uniones comunicantes (Hertzberg y Gilula, 1979) y
el andlisis de la secuencia de aminodcidos por el método de Kyte y Doolitte se sabe
que las conexinas presentan cuatro segmentos transmembranales, donde el
primero con el segundo y el tercero con el cuarto se unen por dos cadenas
extracelulares, en tanto que el segundo con el tercero se unen por una cadena
intracelular (ver fig. 2b), tres de ellos estan constituidos predominantemente por
aminodacidos (a.a) hidréfobicos y el tercero contiene a.a. hidrofilicos por lo que se
cree que forma la linea del canal acuoso. Los segmentos que atraviesan la
membrana son altamente conservados como es comun en las familias de las
proteinas que forman los canales (Catterall, 1988), mientras que los segmentos
amino y principalmente carboxilo terminal presentan divergencias. Estas regiones
probablemente son muy importantes, ya que pueden determinar la presencia o
ausencia de un sitio consenso para la fosforilacion, no obstante su significado

preciso se desconoce por ahora (Bennett, et al., 1991).



C) Comunicacién intercelular:

La existencia de las uniones comunicantes puede identificarse por métodos
eléctricos, como es la aplicacién de una corriente eléctrica a una célula a través de
micropipetas y registrando el voltaje en la membrana de la célula vecina, esto con
el fin de saber si ambas estan acopladas eléctricamente (comunicadas) (Fushpan y
Potter, 1959). Otra manera es por medio de la inyeccioén intracelular de colorantes
fluorescentes (Kanno y Lowenstein, 1964), como el amarillo de lucifer (Stewart,
1981), estos tienen la gran ventaja de que no son permeables a la membrana

celular y por lo tanto no se escapan de la célula. Cuando se inyecta a una célula el

colorante puede pasar a través de las uniones comunicantes a las células vecinas.



Fig. 1. Micrografia de una replica de criofractura de una unién

comunicante entre hepatocitos de hifigado de ratén.

Las placas de
canales 1intercelulares se encuentran formadas

por agregados de
particulas qgque corresponden en su cara complementaria a pequefios

orificios o depresiones. Tomado de Goodenough y Revel, 1970.
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Fig. 2. Representacién esquemdtica de la estructura de los canales de
la wunién comunicante. A. Cuatro canales atravesando las membranas
plasmaticas de 2 células en estrecha aposicidn (distancia: 2-4 nm). Estos
canales comunican el citoplasma de ambas células. Cada canal esta
compuesto por 6 subunidades proteicas o conexinas gque Se encuentran
rodeando el poro del canal acuoso. B. Modelo topolégico de diferentes
conexinas en la membrana celular. Las conexinas atraviesan cuatro veces
la membrana celular. Los cuatro rectdngulos de cada conexina representa
las regiones transmembranales compuestas por a.a. hidrofébicos cilindros
claros) y a.a. hidrofilicos (cilindros negros). De estos udltimos se
piensa que forman la linea del canal acuoso. La principal diferencia
entre las conexinas radica en el tamano de la cadena carboxilo terminal,

ya que es donde se dan las principales diferencias con respecto a las
secuencias y al numero de a.a.
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1.2 GLANDULA MAMARIA.

La glandula mamaria es un 6rgano de origen endodérmico que se
desarrolla en el embrién a lo largo de las dos lineas mamarias, las cuales se
extienden desde |a axila hasta la ingle a uno y otro lado de la linea media en la cara
ventral del térax y del abdomen. Pueden originarse en cualquier punto de estas
lineas y el numero que se forma y su localizacién varian de acuerdo a la especie.
La glandula mamaria es de tipo tubulo alveolar compuesta, que presenta una
composicién celular heterogénea, formada por dos componentes; el parénquima y
el estroma, los cuales muestran cambios estructurales que dependen del estado
funcional en el que se encuentre el organismo.

En la glandula inactiva el principal tejido epitelial que se observa es el de
los conductos, que se agrupan en los lobulillos. En los conductos menores el
epitelio es cubico simple y existen rudimentos alveolares, mientras que en los
conductos principales cambia a uno de dos capas. Entre el epitelio y la lamina
basal hay una capa incompleta de células mioepiteliales. El tejido conectivo
intralobulillar es denso y abundante, y contiene cantidades variables de tejido
adiposo.

La glandula mamaria durante la gestacion muestra cambios extensos al
prepararse para la lactancia. En la primera mitad de la gestacion los conductos
intralobulillares proliferan rapidamente y forman yemas que se agrandan para
formar los alvéolos. Por la expansién de los lobulillos disminuye la cantidad de
grasa y tejido conectivo interlobulillar. También disminuye la cantidad de tejido
conectivo intralobulillar. Durante la segunda mitad de la gestacion los alvéolos

aumentan de volumen y empiezan a sintetizar los productos de secrecion, pero es
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s6lo hasta después del parto que la glandula mamaria empieza a secretar
activamente leche rica en grasa, aziucares y proteinas. Muchos alvéolos se dilatan
y adquieren aspecto sacular. Estan distendidos por la leche y tienen una pared con
epitelio bajo. Otros alvéolos estan en reposo y tienen un revestimiento epitelial
relativamente alto y su luz es pequena. Las células alveolares individuales que
contienen un sistema extenso de reticulo endoplasmaético granuloso y numerosos
ribosomas libres presentan un proceso ciclico de secrecién. El proceso secretorio
parece ser en parte merocrino y en parte apocrino. Las proteinas de la leche se
sintetizan en el reticulo endoplasmatico granular y se condensan en vacuolas
pequenas en el complejo de Golgi. Los granulos se desplazan hacia la superficie
apical donde son liberados por exocitosis. Este ps-ceso que no incluye la pérdida
de citoplasma ni de membrana celular es de tipo merocrino. Los componentes
grasos de la leche son elaborados y liberados de manera distinta. En el citoplasma
aparecen gotas pequeinas de grasa que después se fusionan para formar glébulos
grandes en el vértice de la célula. Cuando estos glébulos de grasa son liberados
se llevan consigo la membrana celular apical y una envoitura delgada de
citoplasma. Esta es una secrecioén de tipo apocrino. La luz de cada alvéolo esta
llena de estos dos tipos de productos celulares suspendidos en un liquido acuoso.
Hay uniones estrechas que rodean a cada célula secretora para proporcionar
adherencia mecénica y limitar la permeabilidad transepitelial. El epitelio alveolar
descansa sobre una red de células mioepiteliales y ambas sobre |la lamina basal.
Las células mioepiteliales son contractiles y se cree que ayudan a desplazar la
leche de los alvéolos a ios conductos. (Pitelka, 1977; Imagawa et al., 1990; Fawcett,

1991).



1.3 ANTICUERPOS.

Cuando se introducen a un organismos substancias ajenas que normalmente
no se encuentran en éste, llamadas antigenos, el organismo responde con una
respuesta inmunitaria que involucra la producciéon de anticuerpos. EIl primer
requerimiento basico en cualquier molécula para calificarla de antigeno es que la
substancia sea genéticamente extrafia al huésped. Los anticuerpos o
inmunoglobulinas son proteinas producidas por las células plasmaticas del sistema
inmunoldgico, que se unen al antigeno especifico contra el cual fueron producidos.
Los linfocitos B, son los precursores de las células plasmaticas y se producen en el
bazo del animal. Los anticuerpos son biomoléculas que son utilizados tanto en la

investigacion inmunolégica como en el diagnéstico clinico.

Estructura de las inmunoglobulinas:

Cada inmunoglobulina o anticuerpo contiene una unidad basica 0 monémero

constituido por dos cadenas pesadas (H) glicosiladas y dos ligeras (L) no
glicosiladas. Cada cadena esta plegada por enlaces disulfuro en regiones
globulares. A la vez las cadenas H estan unidas entre si por enlaces disulfuro y
cada una de las cadenas L se une a una cadena H también por enlaces disulfuro
(ver fig. 3).

Existen cinco tipos de inmunoglobulinas designadas IgG, IgA, IgM, IgD e IgE
en donde cada una se encuentra definida por las cadenas pesadas (y, o, i, 8, y €

respectivamente).
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Los genes de los anticuerpos:

La diversidad de los anticuerpos esta controlada a nivel genético. Los
anticuerpos son codificados por tres grupos de genes: El locus kappa (K) y el locus
lambda (A) que codifican para las cadenas ligeras, y el locus H que codifica para las
cadenas pesadas. Cada locus a su vez se encuentra constituido por diversos
segmentos que codifican para las regiones constantes (C) y variables (V) de las
inmunoglobulinas. La parte variable de la cadena pesada es codificada por los
segmentos V, D y J y las partes constantes (ver Fig. 3) por los segmentos C. Las
cadenas ligeras solamente contienen los segmentos V y J.

Se ha estimado que un individuo es capaz de producir una amplia diversidad de
anticuerpos (10°) y cada uno de ellos con cierta especificidad y producidos por una

clona de linfocitos B.

Anticuerpos monoclonales:

Tipicamente la respuesta inmunoldgica para un antigeno es heterogénea.
Este es el resultado de muchas lineas celulares de linfocitos B, que son los
precursores de las células plasmaticas los cuales a su vez producen anticuerpos
para el mismo antigeno. En el caso de los anticuerpos monoclonales una poblacién
celular originada por una sola célula, conocida como un clon, produce un anticuerpo
monoclonal especifico contra un solo determinante antigénico. La progenie celular
de esa clona de linfocitos B produce anticuerpos idénticos y con una especificidad
definida.

Las ventajas de los anticuerpos monoclonales, es que son muy homogéneos

y reconocen unicamente un determinante antigénico. En relacion a la cantidad de
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produccién de este tipo de anticuerpo se pueden obtener grandes cantidades con
lineas celulares inmortalizadas que incluso pueden congelarse y usarse cuando se
deseen. Las limitantes o desventajas para su obtencion, es que el procedimiento es
extenso y laborioso (se requiere equipo de cultivo). Finalmente el epitope que
reconoce el anticuerpo puede relacionarse con otros antigenos no relacionados con

el Ag de interés (Tseng, 1988).

Anticuerpos policlonales:

E! término anticuerpo policlonal se define como la poblacion total de
anticuerpos presentes en el suero de un animal dirigidos contra un antigeno
determinado. Los anticuerpos policlonales son producidos por muchas lineas
celulares diferentes o clonas de linfccitos B y reaccionan con diferentes
determinantes del mismo antigeno. Esta poblacién contiene diferentes anticuerpos
incluidos en las subclases IgG, IgM, IgE, IgA e IgD, en donde cada anticuerpo
representa el producto de secrecion de un solo linfocito y su progenie clonal
(Dunbar, 1990).

Los anticuerpos policlonales pueden desarrollarse facilmente con Ila
inmunizacion de animales con la proteina purificada. Las principales desventajas
que se encuentran en estos anticuerpos es que; a) Los inmundgenos o antigenos
deben ser altamente purificados para obtener la especificidad deseada en la
inmunodeteccion, b) La produccion del anticuerpo se limita a la vida del animal
inmunizado. Por dudltimo c¢) Cada sangrado del animal se debe analizar
individualmente debido a que se presentan cambios en la afinidad, especificidad y

subclases de anticuerpos (Dunbar, 1990).
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SITIO DE ASOCIACION
AL ANTIGE

CADENAS LIGERAS
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Fig. 3. Estructura de una inmunoglobulina o anticuerpo. Formado por una
unidad bdsica constituido por dos cadenas pesadas (H) y dos cadena
ligeras (L). VL (porcién variable de las cadenas pesadas), CH1, CH2 y CH3
(porciones constantes de la cadena pesadas). VL (porcién variable de la
cadena ligera) y CL (porcidén constante de la cadena ligera). El fragmento
Fab esta formado por una cadena ligera y una parte de la cadena pesada,
situado en su lado amino terminal. El1 fragmento Fc esta formado por el
resto de la cadena pesada del lado carboxilo terminal de la molécula. Las
dos cadenas pesadas y las dos cadenas ligeras se encuentran plegadas y

unidas entre si por enlaces disulfuro.

&R



En los uiltimos afios se ha encontrado que las UC estan ampliamente
distribuidas en todo el cuerpo, faltando sé6lo en el musculo esquelético y en las
células sanguineas (Leeson, 1987). Entre las posibles funciones de las uniones
comunicantes, se ha propuesto que participan en el control del crecimiento y en la
diferenciacién celular (Lowenstein, 1979; Lowenstein y Rose, 1992; Warner, 1992).
En el caso de las glandulas existen evidencias que sugieren que estas pueden
participar tanto en su diferenciacion (Decker, 1981), como en el proceso de
secrecion (Meda et al., 1990; Pérez-Armendariz et al., 1991,1994, 1995a, 1995b y
1995¢).

En la glandula mamaria in vivo las células epiteliales estan intercomunicadas
(Berga, 1984) a través de uniones comunicantes (Pitelka, 1973). Se ha sugerido
que estas uniones comunicantes pueden participar en el control del crecimiento de
este drgano, esto en base a estudios en células epiteliales neoplasicas cultivadas,
los cuales han mostrado una correlacion inversa entre el grado de comunicacion
intercelular y el potencial maligno o metastasico (Fentiman et al., 1979; Nicolson et
al., 1988; Ren et al., 1990; Lee et al., 1992). Asi como también por un estudio
donde se encontré que la expresion de la Cx43 en las células neoplasicas de Ia
mama humana esta reducida cuando se compara con un tejido de mama normal
(Wilgenbus et al., 1992).

En el siguiente trabajo se utilizé el ciclo natural de proliferacion y
diferenciacion celular que la glandula mamaria presenta durante la gestacion y la
lactancia, y tiene como objeto el identificar los componentes moleculares de las
uniones comunicantes en la rata y el ratén, asi como también para estudiar su

distribucion en los diferentes estados de desarrollo de la glanduia. Para esto se

A



utilizé la técnica de IF empleando anticuerpos especificos contra las diferentes

conexinas.
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3.0 OBJETIVOS:

1) Identificar los componentes moleculares (conexinas)
presentes en las uniones comunicantes de las glandulas

mamarias de rata y raton adultos.

2) Estudiar el patron de expresion y de localizacion de las
conexinas durante el ciclo de gestacion y lactancia (en

organismos virgenes, gestantes y lactando).



4.0 MATERIALES Y METODOS.

4.1 SOLUCIONES.

Para preparar las soluciones, amortiguadores y medios se utiliz6
agua bidestilada y se esterilizaron por autoclave (A) 22 libras/cm? de
presion, a 120° C durante 20 min o por filtracion (F) utilizando membranas

millipore tipo GS (0.22 um).

Solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS).

Disolver en 800 mi de agua, 8.0 g de Na Cl, 0.2 g de KCI, 1.44 g de Na2
HPO4 y 0.24 g de KH2 PO4. Ajustar el pH a 7.2 (con Na OH o HCIAL 1.0 M) y

aforar a 1 litro. (A).

Solucion salina amortiguada conTris-base (TBS).

Disolver en 800 ml de agua, 8.0 g de Na Cl, 0.2 g de KCI/ y 3.0 g de

Tris-base. Ajustar el pH a 8.0 (con Na OH o HCI/ 1.0 M) y aforar a 1 litro. (A).

Solucion de Hank equilibrado en sales (sicgma).

Disolver el contenido del sobre en un litro de agua y ajustar el pH a
7.4. (con Na OH o H CI 1.0 M) Contiene Na CI, 80 g/I; KCI, 4 g/I; glucosa, 10

g/l; KH2 PO4, 600 mg/l; Na HPO4, 475 mg/l y rojo de fenol, 170 mg/I. (F).

AP



Medio 199 (Gisco).

Disolver el contenido del sobre en 800 ml de agua. Agregar 0.35 g de
Na HCO3, 2.38 g de hepes y ajustar el p H a 7.4 (con Na OH o H Cl 1.0 M).

Aforar a un litro. (F).

Colagenasa al 1% (siGma).

Se agrega todo el contenido del frasco (1 g) en 50 ml de medio 199, se
agita a 37° C durante 15 min. Se centrifuga a 16,000 rom durante 20 min y se
recupera el sobrenadante. Posteriormente se afora a 100 ml con el mismo
medio, se filtra y toman alicuotas en frascos pequeiios y se guarda en el

congelador (-20° C).

Gelatina (piFco).

Disolver en 1 litro de agua a 55° C 5.0 g de gelatina y 0.5 g de suifato
de potasio crémico. Ya disueltos completamente los solutos, se sumergen

los porta y cubreobjetos de vidrio que se deseen gelatinizar.
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4.2 ANIMALES.

Los tejidos mamarios se obtuvieron de ratas Wistar virgenes (de 3
meses de edad; nuliparas), gestantes (de 18 dias), y lactando (de 7-14 dias
postparto). Los ratones (hembras) lactando fueron de la cepa CD1 (de 7-14
dias postparto). Todos los animales fueron anestesiados con 35 mg/kg de

pentobarbital y sacrificados por decapitacion.

4.3 OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

La glandula mamaria y fragmentos de corazén, higado y pancreas
fueron rdpidamente disecados y mantenidos en solucién salina
amortiguada con fosfatos (PBS) a 4°C y fueron cortados en trozos mas
pequeiios (~5 mm?. Posteriormente fueron congelados en nitrégeno liquido
y mantenidos en un Revco (ultracongelador) a -80°C hasta el momento de
cortar las rebanadas (4-7 um) en un criostato (Damon/IEC Division) a -38°C

para la glandula mamaria y a -24°C para los otros tejidos.

4.4 DISPERSION Y CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES.

Una preparacién enriquecida de células epiteliales se obtuvo
utilizando los métodos descritos por Richards et al., (1983). Brevemente,
una vez disecada la glandula mamaria de la rata, se mantuvo en medio Hank

o M-199 sobre hielo. Posteriormente la glandula se peso y corto en trozos
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muy finos. Después de esto, se centrifugo 2 min. a 3000 rpm y la pastilla se
resuspendié en medio Hank de dispersion (10 ml/g de tejido) que contenia
colagenasa al 1% (6 mi/50 ml) y albumina de suero de bovino (BSA) (500
mg/50 ml). En seguida se coloco en un bano Maria (37°C) con agitacion
durante 80 min. Transcurrido este tiempo se hizo un filtrado con gasa doble
y se resuspendio y centrifugé dos veces (2 min a 3000 rpm) para quitar la
colagenasa. Después, se resuspendio en un gradiente de percol al 16% y se
ultracentrifugo a 14,000 rpm durante 1h para posteriormente recuperar la
banda de las células epiteliales. Estas células se resuspendieron y
centrifugaron dos veces (2 min a 3000 rpm) para lavar el percol y se
colocaron en 2 ml de medio de cultivo 199 conteniendo insulina (10 ug/mi),
BSA (1 mg/ml), prolactina de ovino (1 ug/ml) y factor de crecimiento
epidermal (1 pg/ml). Por udltimo las células fueron sembradas en
cubreobjetos de vidrio cubiertos con gelatina y colocados durante 24 h en
una incubadora a 37° C con 95% de 02 y 5% de CO2, o bien, fueron
congeladas en nitrégeno liquido para estudios de "immunoblot” (ver

diagrama 1).
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DISECAR LA GLANDULA MAMARIA

PESAR Y CORTAR EN TROZOS FINOS

LAVAR POR CENTRIFUGACION (2 min. a 3000 rpm)

DISOCIAR CON COLAGENASA
(80 min. a 37°C con agitacion)

FILTRAR (con gasa doble)
LAVAR (dos veces)
RESUSPENDER EN UN GRADIENTE

DE PERCOL Y ULTRACENTRIFUGAR
(1 h a 14,000 rpm)

OBTENER LA BANDA DE LAS CELULAS
EPITELIALES

LAVAR (dos veces)

RESUSPENDER EN MEDIO DE CULTIVO
CON INSULINA, BSA, PROLACTINA DE
OVINO Y FACTOR DE CRECIMIENTO

EPIDERMAL

CULTIVAR (18-24 hrs)

INMUNOFLUORESCENCIA "IMMUNOBLOT"

Esquema 1. Procedimiento para la dispersién y el cultivo de
las células epiteliales de la glandula mamaria de
la rata.
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4.5 ANTICUERPOS

La inmunolocalizacién de la Cx26 se hizo con un anticuerpo monoclonal de

conejo purificado por afinidad contra el oligopéptido 105-119 de la Cx26 diluido
1:100 en PBS y con un anticuerpo policlonal de conejo contra la Cx26 de ratén
purificado por afinidad (Traub et al., 1989) diluido 1:25 en PBS. Para la localizacion
de la Cx32 se usaron dos anticuerpos policlonales de cabra purificados por
afinidad contra las uniones comunicantes del higado de la rata (594 y 893),
(Hertzberg & Skibbens, 1984) a una dilucién de 1:50 en PBS y un anticuerpo
monoclonal R5.21C (Stevenson et al. 1986) sin diluir. Para la localizaciéon de la
Cx43 se usaron anticuerpos monoclonales de conejo purificados por afinidad
contra el oligopéptido 346-360 de la Cx43 (Yamamoto et al., 1990) a una dilucién
final de 1:100 en PBS.

Los anticuerpos secundarios se utilizaron dependiendo del organismo del
cual se habian obtenido los anticuerpos primarios, por ejemplo, si el anticuerpo
primario se obtuvo en conejo, el anticuerpo secundario tiene que ser contra
conejo. Estos anticuerpos secundarios se utilizaron generalmente a una dilucién
de 1:100 con excepcion del anticuerpo R5.21C cuya dilucién fue de 1:50 en PBS.

Para la Cxs 26 y 43 se usaron anticuerpos de cabra anti-lgG de conejo unido
a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (obtenido de Kikergaard and Terry
Laboratories Gaithersburgo M. D. USA), y para la Cx32 se uso de cabra anti-IgG de

rata unido a FITC y obtenido del mismo laboratorio.
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4.6 INMUNOFLUORESCENCIA.

La técnica de Inmunofluorescencia indirecta se adapté de los métodos
inmunoquimicos de R. Dermietzel et al. (1991). Para los estudios de IF se colocaron
las rebanadas congeladas sobre cubreobjetos de vidrio cubiertos con gelatina o se
emplearon también céluias cultivadas sobre ellos. Posteriormente se le dieron tres
lavados de 10 min. ¢/u con PBS para después ser fijadas por 20 min en etanol al
70% a -20° C (para la Cx32 y Cx43), o por 5: 3: 5§ min. en acetona al 100; 50; y
100% respectivamente (para la Cx26). Las muestras fueron preincubadas con 0.1%

de albumina de suero de bovino libre de IgG en PBS, por 1 h para reducir los
enlaces no especificos y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario
toda la noche a 4° C. Al dia siguiente después de 1 h de lavados con PBS, las
muestras fueron incubadas durante 1 h con un anticuerpo secundario unidc a una
molécula fluorescente de isotiocianato de fluoresceina (FITC). Mas tarde, después
de otra hora de lavados, los cubreobjetos fueron montados en 0.5% de
p-fenilenediamina (en glicerol al 33% en PBS) para preservar la fluorescencia,
examinados y fotografiados bajo objetivos de 40X y 63X en microscopio de

transmision de luz o epifluorescencia (ver diagrama 2).
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DISECAR LOS TEJIDOS

CORTAR BLOQUES (~0.5cm.)

CONGELAR (con nitrégeno liquido)

CORTAR EN CRIOSTATO Y OBTENER
REBANADAS (4-7 ym)

LAVAR CON PBS (% h)

PERMEABILIZAR
Cxs 32 y 43 (20 min. en ET-OH al 70% a -20°C)
Cx 26 (5:3:5 min. en acetona al 100,50 y 100%)

PREINCUBAR CON BSA AL 0.1% (1 h)

INCUBAR CON ANTICUERPO PRIMARIO
(toda Ia noche a 4°C)

LAVAR CON PBS (1 h)

INCUBAR CON ANTICUERPO SECUNDARIO
(1 haT°Amb.)

LAVAR CON PBS (1h)

MONTAR LAS PREPARACIONES Y
OBSERVARLAS AL MICROSCOPIO
DE FLUORESCENCIA

Esquema 2. Procedimiento para la obtencién de las muestras
e inmunofluorescencia.
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4.7 CONTROLES.

En cada experimento se procesaron tejidos controles positivos y negativos en
paralelo a los tejidos de la glandula mamaria. Los tejidos controles normalmente
usados son, higado, pancreas y corazén, ya que los hepatocitos y células
pancreaticas acinares expresan abundante Cx32 y Cx26 (Dermietzel et al., 1984;
Nicholson et al. 1987; Traub et al. 1989), y los miocitos cardiacos expresan
abundante Cx43 (Beyer et al., 1987). Los anticuerpos contra la Cx26 y la Cx32
marcan las aposiciones membranales de los hepatocitos y de las células acinares,
en tanto que en secciones de corazdn los resultados son negativos. Todo lo
contrario ocurre cuando se aplica un anticuerpo contra la Cx43 (ver fig. 4). Por
ultimo, la especificidad de la unién de los anticuerpos contra las Cx26 y la Cx43 de
las uniones comunicantes en tejidos de gldandula mamaria se confirmaron por

estudios de “immunoblot”.,

4.8 “IMMUNOBLOT".

Los cultivos enriquecidos en células epiteliales, los fragmentos de gldandula
mamaria y los tejidos controles fueron homogeneizados en 10 mM de NaHCO3
conteniendo 1 mM de fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF) para inhibir la protedlisis.
El concentrado de proteina de los homogenados se determiné usando un analizador
de proteinas Bio-Rad que emplea BSA como estandares, 80 microgramos del total
de proteina de ambas muestras fueron cargadas en geles de poliacrilamida-SDS al
12.5% (Cx43) y al 10% (Cx32) y separadas por electroforesis. Los geles fueron
transferidos a papel de nitrocelulosa (2 h a 300 mA), bloqueando con leche sin

grasa a una concentracién del 5% en TBS y subsecuentemente se incubaron toda la
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noche con el anticuerpo contra la Cx43 a una dilucion final de 1:1000, o bien, con un
anticuerpo contra la Cx32 del higado de rata (594) a una dilucién final de 1:500.
Las membranas fueron lavadas con PBS por 2 h y el anticuerpo fue conjugado con

proteina A marcado con '#| y visualizado por autorradiografia.
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5.0 RESULTADOS.

En la Fig. 5 se muestran micrografias de inmunofluorescencia (IF) de regiones del
parénquima de la gldandula mamaria de ratas (A,C,E) y ratones (B,D,E) lactando
obtenidas después de que las secciones congeladas fueron incubadas con un
anticuerpo dirigido contra la secuencia de aminoacidos 101-119 de la Cx26 (A,B),
otro anticuerpo contra la Cx32 (C,D) y un mas contra la secuencia de aminoacidos
346-360 de la Cx43 (E,F). En esta se pueden observar estructuras acinares
formadas por células epiteliales alrededor de un lumen. La marca de la Cx26 (A,B) y
Cx32 (C,D) se detecté como un marcado punteado en la membrana lateral y en la
regién basal (flechas). El puntilleo para ambas conexinas fue detectado en todos los
alvéolos. Resultados semejantes se obtuvieron con dos diferentes anticuerpos
contra la Cx26 y tres contra la Cx32. En contraste la marca de la Cx43 (E,F) no se
localizé6 en las membranas laterales y sélo se restringio a la periferia de las
estructuras acinares, hacia el polo basal de las células epiteliales.

En la fig. 6a. se muestra que el puntilleo inmunofluorescente de la Cx32 se
localizé en las aposiciones membranales de las células epiteliales cultivadas por 16
h obtenidas de las glandulas mamarias de ratas lactando. En la fig. 6b. se muestra
el "immunoblot” obtenido con el mismo anticuerpo (594) de un homogenado de
glandula mamaria de rata lactando (linea b) y de una preparacion enriquecida de
células epiteliales disociadas (linea d) donde se detecto una banda de 27 kDa
caracteristica de la Cx32 (Paul, 1986). Bandas con el aparente mismo peso
molecular fueron detectadas en homogenados de tejidos control que se conoce

expresan abundante Cx32, tales como el higado (linea a) y el pancreas (linea e),
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pero no en el corazén (linea c) tejido que expresa principalmente ila Cx43 (Beyer et
al., 1987). EI nivel de expresion de la Cx32 en la glandula mamaria fue
relativamente menor a el encontrado en el higado o en el pancreas,
consistentemente con el menor inmunopuntilleo detectado por IF entre las células
epiteliales de la glandula mamaria y el detectado en esos tejidos (Fig. 4 y 5).

En la Fig. 7, 8 y 9 se comparé el patrén de expresion de las conexinas en las
glandulas de los organismos virgenes, gestantes y lactando. La expresion de la
Cx26 y de la Cx32 se restringio a las células epiteliales. La marca fluorescente para
ambas conexinas fue escasa en las glandulas de los animales virgenes (Fig. 7B,
8B), mayor en la de los animales gestantes (Fig. 7D, 8D), y mucho mayor (en
numero y extension) en la de los animales lactando (Fig. 7F, 8F). En tejidos de
animales gestantes, no todos los alvéolos fueron marcados uniformemente y la
localizacion basal de esas dos conexinas no se observé claramente como en los
tejidos de ratas lactando. La marca de IF de la Cx43 se restringié siempre hacia el
polo basal de las células epiteliales, esto es, hacia la periferia de los alvéolos, tanto
en las glandulas de animales virgenes, como en las de los animales gestantes y
lactando. El marcado fue relativamente abundante en todos los estados (Fig. 9
B,D,F).

Una distribucion similar de las conexinas se encontré por IF en las
estructuras que semejan conductos colectores. En la Fig. 10 se muestran secciones
de la rata lactando (A,B) y virgen (C), en las cuales se observaron estructuras
luminares 4-5 veces mayores que en los acinos (comparar con Fig. § A,C,E). Puede
observarse que al igual que en los acinos alveolares la marca de la Cx26 se
restringié a las aposiciones membranales entre las células del epitelio luminar (Fig.
10A y amplificacidn). La marca de la Cx43 se observé en el tejido estromal que
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engloba a los conductos en donde se localizan las capas concéntricas de
fibroblastos (Eyden et al., 1986) (Fig. 10 B,C), y la marca se concentré aun mas
hacia el polo basal de las células epiteliales, donde se localizan las células
mioepiteliales (Pitelka et al., 1973).

El estroma de la glandula mamaria consiste de tejido conectivo interlobular
denso e intralobular laxo que engioba al tejido parenquimatoso y esta formado
principalmente por fibroblastos, células adiposas y elementos vasculares (Pitelka,
1977). En el estroma el puntilleo de la IF de la Cx43 se observé que se extiende en
el tejido conectivo laxo entre los acinos (Fig. 9A), asi como las bandas de tejido
conectivo denso que separan a los diferentes I6bulos en todos los estados
funcionales (Fig. 10 B,C). En elementos vasculares, la marca de las Cxs 26, 32 y 43
no fue detectada.

La especificidad de la marca de la Cx43 se confirmé por estudios de
"immunoblot". En la Fig. 11 se muestran "immunoblots" obtenidos al correr por
electroforesis las proteinas totales de homogenados de glandula mamaria de
animales en diferentes estados funcionales; virgen (linea b), gestante (linea c) y
lactando (linea d) ademas de controles positivo y negativo tales como el corazon
(linea a) y el higado (linea e) respectivamente. Se detecté una banda de 43 kDa
tanto en la glandula mamaria en todos los estados funcionales, como en el corazén
y el testiculo (f) pero no en el higado, confirmandose con esto, la presencia de la

Cx43 en este tejido y la especificidad de la union del anticuerpo.
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Fig. 4. Expresién de las conexinas en tejidos controles. Micrografias
P 7 g

de criosecciones de corazén (A,B), higado (C,D) y pancreas (E,F) después
de que fueron incubadas con anticuerpos especificos dirigidos en contra
de las Cxs 43 (A,B), 32 (¢,D) y 26 (E,F). La inmunoreaccién con el
anticuerpo contra la Cx43 en corazén dio como resultado una marca
punteada fluorescente entre los discos Iintercalares de las fibras
cardiacas (A). En el higado y el pancreas también se marcaron zonas de
las membranas plasmaticas celulares en aposicién (C y E) con el
anticuerpo contra las Cxs 32 y 26 respectivamente. En B,D y F las
criosecciones fueron incubadas con anticuerpo secundario (B y D) o suero
preinmune (F), en ausencia del anticuerpo primario. Estas udltimas
criosecciones muestran imdgenes caracteristicas de los tejidos controles
negativos, en los cuales no se detectan puntos fluorescentes. Barra de

calibracién 20 um.
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Fig. 5. Expresién de las conexinas (Cxs) 26, 32 y 43 en células

epiteliales del parénquima de la gldndula mamaria de rata y ratén en
estado de lactancia. Micrografias de inmunofluorescencia (IF) de
criosecciones de las glandulas mamarias de rata (A,C,E) y ratén (B,D,F)

después de que fueron incubadas con anticuerpos contra las Cx26 (A,B)
cx32 (c¢c,D) y Cx43 (E,F). La marca de las Cxs 26 y 32 mostraron una
distribucién similar, localizandose esta marca en la membrana lateral y
basal de las células epiteliales (flechas). En contraste, el marcado por
la IF contra la Cx43 se restringié unicamente a la periferia de las
estructuras epitelio acinares, hacia el polo basal de las células

epiteliales. Barra de calibracién de (A,C,E) 40 um. y (B,D,F) 20 um.
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Fig. 6. (a) Expresién de la Cx32 en células epiteliales mamarias de
rata lactando en cultivos de 16 h. Micrografias de contraste de fase
(izquierda) y de fluorescencia (derecha). Se observé una marca
fluorescente (puntilleo) en las zonas de aposicidén membranal de las
células epiteliales. Barra de calibracién 20 um. (b) Autoradiografia de
un "immunoblot" obtenido después del corrimiento de las proteinas totales
en geles de poliacrilamida-SDS (separadas por electroforesis) de
homogenados de: higado (a), tejido mamario de rata lactando (b), corazén
(c), células epiteliales dispersadas de rata lactando (d) y pancreas (e).
Los pesos moleculares estdn indicados en miles a la derecha. Se observa
claramente que el anticuerpo reconoce una banda de 27 kDa en las células
epiteliales disociadas, asi como en el tejido mamario y en los tejidos
controles de higado y pdncreas, pero no en el corazén que es un tejido

control negativo.
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Fign 7. Expresién de la Cx26 en gldndulas mamarias de ratas virgenes,

gestantes y lactando. Micrografias de contraste de fase e IF de
criosecciones de gldndula mamaria de rata virgen (A,B) gestante (C,D) y
lactando (E,F,G,H) en regiones del parénquima después de gque fueron
incubadas con un anticuerpo dirigido contra los a.a. (105-119) de la Cx26
(B,D,F), asi como también con un anticuerpo policlonal dirigido contra la
proteina total de la Cx26 (G) o con suero preinmune (H). En todos los
estados la marca de la Cx26 se encontré en el componente parenquimatoso o
epitelial de la gldndula y no se detecté en el tejido conectivo (¥*)
(A,B). En los animales virgenes se detectdé poca marca (puntos pequeros)
en las células epiteliales (C,D), que aumenté moderadamente en animales
gestantes (C,D) y significativamente en animales lactando (F,G). La marca
se observé claramente en la membrana lateral y basal de las células
epiteliales (F,G). Resultados negativos se obtuvieron cuando las
secciones se incubaron con suero preinmune (H). Barra de calibracién 20

um.
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Fig. 8. Expresién de la Cx32 en gldndulas mamarias de ratas virgenes,

gestantes y lactando. Micrografias de contraste de fase e IF de
criosecciones de gldndula mamaria de rata virgen (A,B), gestante (C,D) y
lactando (E-H) en regiones del parénquima después de que fueron incubadas
con un anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina total de la Cx32
(B,D,F) o con suero preinmune (H). En todos los estados la marca
fluorescente se localizé unicamente en las células epiteliales. En los
organismos virgenes (A,B) solamente se observaron unos pegquefios puntos
fluorescentes en las células epiteliales. La marca aumentd moderadamente
en animales gestantes (C,D) y significativamente en animales lactando
(E,F) en los cuales la marca fluorescente pudo observarse claramente en
las membranas basales y laterales de estas células. Resultados negativos
se obtuvieron cuando las secciones se incubaron con suero preinmune

(G,H). Barra de calibracién 20 um.
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Fig. 9. Expresién de la Cx43 en glindulas mamarias de ratas virgenes,
gestantes y lactando. Micrografias de contraste de fase e IF de
criosecciones de gldndula mamaria de rata virgen (A,B), gestante (C,D) y
lactando (E-H) en regiones del parénquima después de que fueron incubadas
con un anticuerpo contra la Cx43 (B,D,F) o con suero preinmune (H). En
contraste con el escaso marcado descublierto para la Cx26 y la Cx32 en las
células epiteliales de animales virgenes, el marcado de la Cx43 fue
abundante y se restringié a la periferia de los alvéolos epiteliales y en
las células del estroma que los encierran (A,B). En criosecciones de rata
gestante (C,D) y lactando (E,F) la marca de la Cx43 contindo restringida
a la periferia de las estructuras epitelio acinares. Resultados negativos
se obtuvieron cuando las secciones se lincubaron con suero preinmune

(G,H). Barra de calibracién 20 um.
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Fig. 10. Distribucién de las Cxs 26 y 43 en los conductos y el estroma.

Micrografias de criosecciones de gldndula mamaria de ratas lactando (A,B)
y virgen (C) en regiones que semejan conductos colectores. (A) La Cx26 se
localizé restringida en las aposiciones membranales de las células
epiteliales. Barra de calibracién (A,B,C) 40 um. La zona en (A) marcada
con asteriscos esta amplificada a la derecha de la misma y la barra de
calibracién corresponde en este caso a 20 um. La Cx43 se encontré
ampliamente distribuida en el tejido estromal que engloba los conductos,
concentrdndose hacia el polo basal de las células epiteliales tanto en

secciones de rata virgen (C) como lactando (B).
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Fig. 11. La Cx43 se expresa en diferentes estados funcionales de la
gldndula mamaria. Autoradiografia de un "Immunoblot" después del
corrimiento de las proteinas totales en geles de poliacrilamida-SDS
(separadas por electroforesis) de homogenados de: tejidos de glédndula
mamaria de rata virgen (b), gestante (c), lactando (d), tejido control
negativo de higado (e) y tejidos control positivo de testiculo (f) y
corazén (a). Los pesos moleculares estdn indicados en miles a la derecha.
Se observa claramente que el anticuerpo reconoce una banda de 43 kDa en
todos los tejidos mamarios, asi como en el tejido de corazén y en el

testiculo, pero no en el higado.
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6.0 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

Identificacion de la Cx32 en las células epiteliales mamarias.

Con los resultados obtenidos se demostré que la Cx32 es expresada en las
células epiteliales mamarias de las glandulas de rata y ratén, asi como en cultivos
de células epiteliales de rata lactando. Estos resultados difieren de otros estudios
recientes realizados en paralelo a este proyecto, en los cuales no se logro
identificar a la Cx32 en la glandula mamaria de ratén (Monaghan et al. 1994) y de
humano (Wilgenbus et al. 1992), ni tampoco en cultivos de células epiteliales (Lee
et al. 1992). Es dificil que los resultados aqui presentados resulten de una falsa
positiva, ya que el anticuerpo contra la Cx32 utilizado principalmente en este
estudio detecté unicamente una banda de 27 kDa en "immunoblots" de glandula
mamaria lo mismo que en tejidos controles positivos. Ademas el puntilleo de la IF
se restringi6 a marcar las zonas de aposicion de las membranas celulares.
También cabe mencionar que el mismo patrén de inmunomarcado se encontré en
la glandula mamaria de animales lactando con otros dos diferentes anticuerpos
contra la Cx32. Por lo anterior, es probable que la diferencia entre nuestros
resultados y los de otros (Monaghan et al. 1994) se deban a diferencias en la
afinidad de los anticuerpos utilizados y/o a que Monaghan y colaboradores hayan
inducido una alteracion de los sitios antigénicos de la Cx32, debido a las
diferencias en los métodos que se utilizaron para fijar y preservar los tejidos

mamarios de la actividad proteolitica.
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Identificacion de la Cx43 en las células epiteliales y el estroma.

Los resultados presentados aqui demuestran que la Cx43 se expreso tanto
en el estroma como en el parénquima de las glandulas mamarias en todos los
estados funcionales. Estos resultados son consistentes con otros hallazgos
obtenidos por nosotros, en donde se identificé a la Cx43 en estas localizaciones
utilizando la técnica de inmuno-oro ("immuno-gold"”) (Pérez-Armendariz et al.
1995a). Nuestros resultados difieren de otro trabajo en donde la Cx43 no se
detecté en ningun estado fisiolégico de la glandula mamaria de ratén (Monaghan
et al. 1994). Las diferencias con este ultimo trabajo pueden haber resultado de los
factores ya mencionados que les impidieron a esos autores el detectar la Cx32.

La localizacién por IF de la Cx43 en el estroma indica que los fibroblastos y
las células adiposas pueden estar interconectadas por uniones comunicantes
formadas por la Cx43. De acuerdo a esta interpretacion la Cx43 se ha identificado
en tejido conectivo de mama humana (Wilgenbus et al. 1992) y en cultivos de
fibroblastos de la misma (Tomasetto et al. 1993). En el trabajo aqui presentado, la
restriccion del marcado de la Cx43 hacia la periferia de los ductos y de los
alvéolos en el parénquima, encontrado en todos los estados funcionales, sugieren
que las células mioepiteliales estan interconectadas con uniones comunicantes
formadas por Cx43 y/o que la expresiéon de la Cx43 en las células epiteliales
alveolares esta restringido a regiones basales de la membrana, en donde es
posible que establezcan contacto con las células mioepiteliales. Esta
interpretacion es consistente con la identificacion previa de uniones comunicantes
entre células mioepiteliales (Pitelka et al. 1973) y con la descripcion del acople con

colorantes fluorescentes entre células epiteliales y mioepiteliales (Berga, 1984).
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Co-expresion de la Cx26 y la Cx32 en las células epiteliales.

Los resultados aqui presentados, muestran que en las membranas laterales
de las células epiteliales de las glandulas mamarias en estado de lactancia, poseen
numerosas uniones comunicantes formadas por Cx26 y Cx32. Esas uniones
pueden explicar la extensa comunicacion intercelular encontrada con colorantes
fluorescentes entre éstas células in situ (Berga, 1984). Aqui ademas encontramos
que ambas conexinas estan localizadas en el polo basal. Esta ultima localizacién
sugiere que aparte de la Cx43, las células mioepiteliales también expresan la Cx26
y la Cx32. Esto es, el acople entre las células mioepiteliales y epiteliales puede
ocurrir por uniones comunicantes homotipicas formadas por las Cxs 26, 32 6 43 o
bien, por uniones heterotipicas formadas por Cx26/Cx43, Cx32/Cx43, 6 Cx26/Cx32,
ya que la expresion del cDNA de las udltimas dos combinaciones en pares de
ovocitos adyacentes induce la formacién de uniones heterotipicas funcionales

(Swenson et al. 1989; Barrio et al. 1991).

Cambios en la expresion de las conexinas durante el desarrollo.

Los resultados aqui presentados apoyan la hipétesis de que las uniones
comunicantes pueden ser importantes para el control de la diferenciacién celular y
secrecion de las células epiteliales, ya que, primero; Se identific6 que hay un
incremento en la expresién de las Cxs 26 y 32 tanto del estado virgen al estado
gestante, como de éste ultimo al de lactancia, y segundo; el principal incremento
en la expresion de conexinas se correlacioné con el maximo grado de
diferenciacién celular que ocurre con la instalaciéon de la funcion secretora, mas
que con la mayor tasa de crecimiento celular la cual ocurre durante las primeras

semanas de la gestacion (Imagawa et al. 1990). Esos hallazgos estan de acuerdo
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con otros estudios in situ e in vitro en donde se ha encontrado que otros tipos de
células secretoras también muestran una correlacion entre un mayor numero de
uniones comunicantes y/o incremento en la expresion de conexinas con etapas de
mayor diferenciacion celular, tanto en la ontogénesis (Decker, 1981; Ishimura &
Fujitta 1979; Risley et al. 1992; Yamamoto & Kataoka 1985,1988), como durante el
ciclo de maduracién celular de otros tipos de epitelios proliferativos secretores
(Takashi et al. 1992). También estan de acuerdo con otro estudio donde se ha
encontrado que condiciones que inducen un aumento en la liberacién de los
productos de secrecién por periodos largos (horas), también incrementan el
tamano de las uniones comunicantes (Int Veld et al. 1986; Meda et al. 1979; Saéz
et al. 1991; Pérez-Armendariz et al. 1995b).

Aqui demostramos que tanto las células epiteliales mamarias no
diferenciadas como diferenciadas expresan la Cx43 y las Cxs 26 y 32, asi como el
que la expresion de la Cx26 y la Cx32 aumenta a lo largo de la membrana laterai y
la membrana basal en el estado de iactancia. Estos resultados indican que en las
células epiteliales mamarias aumentan las UC durante la diferenciacion y el
crecimiento y que este incremento resulta de un aumento en la distribucién
espacial de un mismo grupo de conexinas.

La identificacién de estas Cxs 26, 32 y 43 en las células ductales de ratas
virgenes, aqui presentado, estd de acuerdo con la previa identificacion
morfolégica de placas de unién comunicante en este estado (Pitelka et al. 1973),
pero difiere de un estudio realizado en paralelo al presente donde ninguna de esas
conexinas fue detectada en las glandulas de ratén virgen (Monaghan et al. 1994).
Las diferencias con este ultimo pueden haber resuitado de los reducidos niveles

de expresion de la Cx26 y la Cx32 en las células epiteliales de las glandulas de
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animales virgenes, asi como de las diferencias metodolégicas que ya fueron
mencionadas anteriormente.

Aqui ademas se demostro que al menos dos de los componentes
moleculares de las uniones comunicantes (Cx26 y Cx32) en las células epiteliales
mamarias son regulados durante el desarrollo que ocurre durante la gestacion y la
lactancia. El incremento de ambas conexinas tiene una amplitud y distribucion
semejante, asi como su expresion parece estar correlacionada. Es posible que las
hormonas y factores paracrinos que modulan el crecimiento celular y la
diferenciacién de las células epiteliales durante la gestacion y la lactancia (para
revision ver Oka & Yoshimura 1986; Bissel & Ram 1989; Imagawa et al. 1990)
también participan en la regulacién de la expresion de las conexinas.

Finalmente este estudio sugiere algunas posibles implicaciones funcionales
de las uniones comunicantes en las células de la glandula mamaria. En la glandula
virgen la reducida expresioén de la Cx26 y Cx32 puede representar un factor critico
que permita que ocurran incrementos por encima del nivel umbral de senales
especificas que disparan el crecimiento, semejante a la propuesta para otros tipos
celulares (para revision ver Lowenstein 1979; Lowenstein & Rose 1992). EIl
aumento moderado de Jlas uniones comunicantes detectado en las células
epiteliales durante la gestacion puede ser requerido para mantener una
proliferacién celular organizada y para equilibrar las senales necesaria= entre las
células requeridas para activar los organelos y la maquinaria enzimatica requerida
para su futura funcioén secretora. En glandulas lactando, el importante incremento
en la distribucién de la Cx 26 y Cx32 a lo largo de las membranas basales y
laterales de Jas células epiteliales, sugieren primero, que en este estado existe un
mayor acople intercelular entre las células mioepiteliales y/o entre entre las células
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mioepiteliales y epiteliales, el cual puede ser requerido para mejorar su

contraccién sincronica y/o coordinacién requerida para la secrecién de la leche, y
segundo, que un aumento en la comunicacion intercelular entre células epiteliales
puede ser necesaria para la completa activaciéon de los mecanismos requeridos

para la sintesis de diversos componentes de la leche y su liberacién coordinada.
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