Universidad Nacional Autbnoma de México

Facultad de Estudios Superiores lIztacala

Carrera de Biologia

EXPRESION DE CLAUDINAS DURANTE LA
PROLIFERACION Y LA DIFERENCIACION DE LOS
QUERATINOCITOS CORNEALES RCE1 (5T5).

TESIS

Que para obtener el titulo de Bidlogo

Presenta

Maria Teresa Ortiz Melo

_ _ Sinodales
Director de Tesis Biol. José del Carmen Benitez F.
_ M. en C. Martha Ofelia Salcedo A.
Dr. Federico Castro Dr. Elias Piedra Ibarra
Mufioz Ledo M. en C. Irma Elena Duefias G.

Los Reyes lIztacala, Edo. de México, 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mis papas, porque siempre me han apoyado en todo lo que decido
hacer. Porque gracias a ustedes puedo alcanzar este primer gran suefio

y con la seguridad que me han dado, confio que vendran muchos mas.



AGRADECIMIENTOS

A mi papa por ensefiarme a maravillarme de las cosas y a ver la vida a través de los ojos
de la Biologia. Muchas gracias por permitirme ser tu amiga y colega.

A mi mama por estar siempre dispuesta a escuchar mis enojos y lamentos. Gracias por
ensefiarme que las cosas se deben hacer bien y con empefio.

A mis hermanos Gerardo y Sandra, por su ayuda, ocurrencias, discusiones, apoyo y
demas singularidades que hacen de la cotidianeidad algo especial.

A mis abuelos Mari, Pepe, Matilde y Adolfo, porque de ustedes he aprendido muchas
cosas. Gracias por preocuparse por mi bienestar y por ser mis abuelos, los cuatro son
muy especiales para mi.

A Nelly Martinez, por llegar a mi vida, por quedarte y por todos los regafios y llamadas de
atencién que no me dejan perderme. Gracias por estar siempre para mi, por ayudarme a
ser una persona con decisién y confianza en mi misma, por retarme a ser mejor cada dia.
Gracias por todo tu apoyo y paciencia.

A Marisol Martinez por creer en mi de la manera en que lo haces, esto ha sido clave para
mi. Gracias Mari.

Gracias también a toda la familia Martinez Reyes, y demas integrantes, que me abrieron
la puerta de su casa y me han brindado su carifio y apoyo.

A Eber Gomez, por rescatarme no sélo de una insolacion, sino de mi misma, por
ayudarme a ser mas fuerte. Por ser mucho mas que mi compariero de al lado, gracias por
ser mi colega, por lo que me has ensefiado. Y porque a pesar de ser un fuerte
competidor, eres mi mejor amigo.

A Rita, Ariadna, Lupita y Liliana, por su amistad. Me encantd que hayamos formado una
familia. Las clases, las practicas y la escuela en general, no hubieran sido igual sin
ustedes. Gracias por formar parte del “Equipi” y quedarse conmigo.

A Marisol de la Mora, por aparecer siempre en el momento mas indicado para
demostrarme que las cosas si se pueden hacer en el momento deseado, solo es cosa de
tomar la decisién y poner manos a la obra.



A Josefina Vazquez y Rafael Quintanar, por ser mis maestros de la primera materia del
primer dia de clases del primer semestre de la carrera, por recibirme en su laboratorio y
por seguir siendo mis maestros y amigos.

A Martha y Sergio Gonzalez por que con sus ensefianzas me hicieron voltear la mirada
hacia la Biologia Celular. Gracias también por su amistad, carifio y todo el apoyo.

A Elias Piedra por la entrafiable amistad. Por los consejos y conversaciones, por esa
admiracion tan contagiosa por los procesos biologicos. Gracias por la fe y motivacion.

A Tzasnda y Margarita, por los llamados de atencién. Pero sobre todo por brindarme un
lugar acogedor en su laboratorio y corazén. Gracias por todo su apoyo.

A Erika, Columba, Clara y Rocio, por brindarme su confianza, amistad y apoyo. Por todas
las facilidades, ensefianzas y ayuda para la realizacion de la tesis y sobre todo por crear
un ambiente amigable y confortable en el laboratorio.

Por supuesto, al Dr. Federico Castro, primero que nada, por recibirme en su laboratorio,
por su sinceridad, comprension y apoyo. Gracias por ser un buen maestro, tutor y amigo.
Muchas gracias por la confianza y por hacer del trabajo un reto emocionante y divertido.

Gracias a todos ustedes y a tantas personas que estuvieron implicadas de una u otra
manera en que pudiera conseguir este logro.

Gracias por marcar mi vida, espero que continlien siempre en ella.



Este trabajo fué financiado en parte a través del donativo nimero 54249 otorgado al Dr
Federico Castro Mufioz Ledo por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

(CONACyT)



Esta Tesis de Investigacion fue realizada en el Laboratorio No. 28 del Departamento de
Biologia Celular del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados

(CINVESTAV).

Este trabajo fue financiado en parte por el apoyo Numero 104801 del Programa de Apoyo
para Investigadores Nacionales para el Fortalecimiento de Actividades de Tutoria'y
Asesoria de Estudiantes de Nivel Licenciatura del Consejo Nacional de Ciencia y

Tecnologia (CONACyYT).



INDICE

L S U 1
N = 3 N 3 P 2
INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt st ee e e e se e e st se e s s esesessens 3
JUSTIFICACION ...ttt ettt et s e 9
L0 ] I LY TSRS 11
10 0] =31V o Jo [T a1 - | PR 11
ODJetiVOS PAIICUIAIES ....eeeiiiiit it e e e e e e et arr e e e e e aeeetbbre s aanaaaeeeeeees 11
MATERIALES Y METODOS.......cciiieiie ettt eee ettt ste e sreareeanane e 12
Lineas celulares y condiciones de CUltiVO. ..............ccoo oo s 12
Microscopia electronica de transSmiSiON. .............cooieeiii i 12
Medicion de Resistencia Eléctrica Transepitelial.................cooooe e iie e 12

Disefio de oligonucleétidos de RT-PCR especificos para especies de Claudina, Ocludina

207 L S POTUPRUPRR 13
Aislamiento de RNA TOT81. .......oooiiiiiiiiee e 14
SINEESIS A CDINA. ... e ettt e ettt e e e e s ae bbbt e e e e e e e abbb e e eaee s 14
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ..o s 14
Cuantificacion de [0S productos de PCR...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiee e eeeeereaeesaeeesaeesaeees 15

Y g 1o 01T oo 1P 17
Inmunolocalizacién de Claudina, Ocludinay ZO-1...........ccoooeiiiiiiii i s 17
RESULT ADOS ...ttt e et e e et e e e e e etta e e e e ee e e e eeeeenns 18
Las células RCE1(5T5) forman un epitelio con uniones estrechas y expresan a las

(ol F= 10 Lo [] 0 F= TS A Y S PRSPPI 18
Patrén de expresion de las claudinas 1, 2 y 4, durante el crecimiento y la diferenciacién

de 1as Células RCEL €N CUIIVO.......cciiiiiiiiiiiii ittt 25
Inmunolocalizacién de Cldn, OcIny ZO-1 ...t s 30
DISCUSION ...ttt ettt ettt ettt se s e e e e s et e et sere e e s enenenens 34
CONCLUSIONES ... ettt e e e e et e e e e ee e e e e eeenan e eeaaeee 41
REFERENCIAS ... e ettt e e e e e et e e e e e e e e eeeeeens 42

vi



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Primers utilizados para el RT-PCR semicuantitativo en células RCEL1............. 16
Tabla 2. Comparacién de Resistencia Transepitelial entre varios epitelios................... 35

Figura 1. Micrografias electronicas de transmisidn de epitelios formados por células

Figura 2. Multiplato con insertos de membrana de poliéster, en los que se cultivaron las

células RCE1 para medir la Resistencia Eléctrica Transepitelial.................................21
Fig. 3. Medida de la Resistencia Transepitelial (TER) en células RCE1 y MDCK........... 21
Fig. 4. Electroforesis de las muestras de RNA total obtenid..................oocoi i, 23

Fig. 5. Productos de RT-PCR obtenidos para Cldn-1, Cldn-3, Cldn-2, Cldn-4 y Cldn-7 en

Rifién de raton, Fibroblastos, Cristalino de Conejo y células RCE1............................23
Fig. 6 Productos de RT-PCR para ZO-1 y Ocln obtenidos a partir de RNA de células

Fig. 7 Niveles relativos de mRNA de LDH, K16 y Cldn-1 en células RCE1 durante la

proliferacion y diferenciacion del cultivo D) Curva de expresion de Cldn-1 en células

Fig. 8 Niveles relativos de mRNA de LDH, K16 y Cldn-2 en células RCE1 durante la
proliferacion y diferenciacion del cultivo D) Curva de expresion de Cldn-2 en células

Fig. 9 Niveles relativos de mRNA de LDH, K16 y Cldn-4 en células RCE1 durante la

proliferacion y diferenciacion del cultivo D) Curva de expresion de Cldn-4 en células

Fig. 10. Inmunolocalizacion de Claudina en células RCEL..................ccooveveveenenenn 31

Fig. 11. Inmunolocalizacion de Ocludina en células RCE-1. A y B) Vista superior de la
localizacion de Ocludina. C) Vista superior y D) corte Optico transversal de la misma

(o2 11| F= P 172

Fig. 12. Inmunolocalizacion de ZO-1 en células RCE-1............ccoooiviiiiiiiieiceeeee, 33

Vi



RESUMEN

Los epitelios son tejidos de proteccion que forman una barrera aislante del ambiente
externo. Su integridad se mantiene gracias a complejos de unidn intercelular que
pueden dividirse en tres tipos: uniones estrechas, uniones adherentes y desmosomas.
Diversas proteinas transmembranales que constituyen a estos complejos de union
estan unidas a componentes del citoesqueleto. Una vez ensamblados, éstos
complejos participan en la regulacion de procesos tan diversos como la transcripcion,
la proliferacién y el establecimiento de la polaridad celular. La union estrecha se
encuentra en la parte apical de células epiteliales y endoteliales polarizadas, y
constituye una barrera que regula el transporte paracelular de solutos y restringe la
difusién lateral de lipidos y proteinas membranales, manteniendo la polaridad celular.
Es un complejo multimolecular formado por proteinas integrales, proteinas asociadas a
la membrana y un proteinas citoplasmaticas y nucleares. Entre las proteinas integrales
de la unidn estrecha estan las claudinas, familia constituida por 24 miembros que se
expresan de manera tejido-especifica. Puesto que la biogénesis de las uniones
estrechas durante el desarrollo del epitelio corneal no esta bien caracterizada, se
estudid la presencia de uniones estrechas y los tipos de claudinas asociadas durante
el crecimiento y la diferenciacion de los queratinocitos de la linea celular de epitelio
corneal de conejo RCE1(5T5). El estudio se llevd a cabo por RT-PCR de punto final y
mediante RT-PCR-semicuantitativo. Los resultados fueron apoyados por experimentos
de inmunolocalizacion de las proteinas correspondientes. Asimismo se determind si
otras proteinas de la union estrecha: ZO-1 y ocludina, estan presentes en los
gueratinocitos RCE1. Encontramos que hay uniones estrechas funcionales en estos
epitelios RCE1 y que las células expresan los mensajeros que codifican a las
claudinas -1, -2, y -4, desde los primeros dias en cultivo. Los resultados sugieren que
la linea celular puede constituir un modelo extremadamente importante para analizar la

regulacion y ensamblado de los complejos de unién.

Palabras clave: RCE1, Uniones estrechas, Claudina, Ocludina, ZO-1, epitelio corneal.



ABSTRACT

The epithelium is a tissue that forms a protective barrier from the external environment,
its integrity is maintained by intercellular junctional complexes, which are composed of
tight junctions, adherens junctions and desmosomes. Several transmembranal proteins
that constitute these complexes are linked to components of the cytoskeleton, thus
establishing intercellular connections that are involved in regulating processes such as
transcription, cell proliferation and polarity, among others. Tight junctions, located at
the most apical region of epithelial and endotelial polarized cells, create a primary
barrier to regulate paracellular transport of solutes and to restrict lateral diffusion of
membrane lipids and proteins, thus maintaining cell polarity. Tight junction is a
multimolecular complex, formed by integral proteins, membrane associated proteins
and a group of nuclear and citoplasmic proteins. Among the integral membrane
proteins that constitute the tight junction complex, the Claudin family of proteins,
comprises about 24 isoforms that are expressed in a tissue-specific manner. Since
tight junction biogenesis is not well known during embryonic development of corneal
epithelium, this work focused on the presence of tight junctions and which of the
claudin species are expressed in stratified epithelium formed by the rabbit corneal
keratinocytes cell line RCEL. It was also determined whether there is a variation in the
expression of members of the Claudin family during proliferation and differentiation of
this cell type. We found that there are functional tight junctions in these corneal
epithelia, and that the expression of Cldn-1, -2, and -4 mRNAs, its found since the first

days of culture.

Key words: RCE1, Tight junctions, Claudin, Ocludin, ZO-1, corneal epithelium.



INTRODUCCION

Los epitelios son tejidos que forman una barrera aislante entre el organismo y
el ambiente externo. Su integridad se mantiene gracias a diferentes tipos de complejos
de union intercelular que a saber son: las uniones estrechas, las uniones adherentes y
desmosomas, ademas de las llamadas uniones en cerradura (gap junctions) que

participan en procesos de comunicacion intercelular.

Las diversas proteinas transmembranales que constituyen a los complejos de
union celular se unen a componentes del citoesqueleto; asi al ensamblarse,
establecen conexiones intercelulares. De manera adicional, las moléculas de
andamiaje asociadas a estas uniones participan en la regulacién de procesos tan
diversos como la transcripcion, la proliferacion celular, la polaridad celular y la
formacion de barreras de difusion reguladas (Schneeberger & Lynch, 2004). La unién
estrecha juega un papel importante en la creaciéon de estas barreras, ya que regula el
movimiento paracelular de agua y de solutos a través de los epitelios. Este movimiento
es variable y se encuentra regulado fisiolégicamente, por lo que su perturbacién o
rompimiento contribuye a diversas patologias (Anderson, 2001). La union estrecha es
un dominio membranal especializado que se localiza en la parte mas apical de las
células epiteliales y endoteliales polarizadas. Este complejo no sélo constituye una
barrera primaria que regula el transporte paracelular de solutos (funcién de barrera),
sino también restringe la difusién lateral de lipidos y proteinas membranales,

manteniendo asi la polaridad celular (funcién de valla) (Morita, et al., 1999).

La estructura principal de la unién estrecha es una hebra o fibrilla de naturaleza
proteica que se observa en la membrana plasmatica mediante microscopia electrénica
de criofractura (Staehelin, 1973). Cada una de estas hebras se une lateralmente de
manera muy estrecha con una hebra similar, localizada en la membrana de la célula

adyacente. Esta interaccion lleva a la formacion de una estructura pareada que



elimina el espacio intercelular y donde practicamente se unen las membranas de las
dos células adyacentes. Estas hebras son las responsables del sellado intercelular en

los epitelios y endotelios (Tsukita & Furuse, 2000).

En general, los componentes que constituyen al complejo multimolecular de la
union estrecha, pueden dividirse en tres grupos: 1) Proteinas integrales que forman las
fibrillas que unen el espacio intercelular y crean la barrera reguladora de permeabilidad
paracelular. 2) Proteinas asociadas a la membrana, muchas de las cuales poseen
dominios PDZ, y que sirven como uniones entre las proteinas integrales de las fibrillas
y el citoesqueleto de actina, o bien, como adaptadores para el reclutamiento de
moléculas citoplasmicas que participan en sefializacién. 3) De manera adicional, en la
union estrecha se localizan diversas proteinas citoplasmicas y nucleares (que incluyen
proteinas reguladoras, supresores de tumores, y factores transcripcionales y post-
transcripcionales), que interactian directa o indirectamente con las proteinas
asociadas a la membrana de las uniones estrechas, para coordinar funciones tan
diversas como la regulacién de la permeabilidad paracelular a solutos, la proliferacion,
la diferenciacion y la polaridad celular, asi como la supresion de tumores

(Schneeberger & Lynch, 2004).

El dominio PDZ, consta de entre 80 — 90 aminoacidos, y contribuye a las
interacciones proteina — proteina. Entre las proteinas membranales que cuentan con
dominio PDZ y forman parte de las uniones estrechas, estan las pertenecientes a la
familia MAGUK, un grupo de proteinas que se distingue por sus dominios de unién a

otras proteinas.



Las proteinas de la familia MAGUK, poseen uno o mas dominios PDZ, un
dominio SH3 y un dominio homdlogo a guanilato cinasa (GuK) que es inactivo como
enzima. Estos dominios participan en y permiten el ensamblaje de complejos de
sefializacion, de receptores y de transporte en una variedad de uniones membranales

(Ban, et al., 2003b).

Entre las proteinas de esta familia involucradas en la formacion de uniones
estrechas, encontramos a ZO-1 (zonula occludens-1), ZO-2 y Z0O-3, identificadas de
manera previa a las proteinas integrales de la union (Stevenson, et al., 1986). Cada
una de estas tres proteinas posee tres dominios PDZ en la porciéon amino terminal, y
en el extremo carboxilo terminal poseen dominios que permiten la interaccion con F-

actina (Gonzalez-Mariscal, et al. 2000).

Ademas de éstas proteinas, existen muchas otras que poseen al menos un
dominio PDZ, y que se encuentran en la superficie citoplasmica de las uniones
estrechas. Entre éstas se puede mencionar a MAGI (MAGUK inverted) -1/-2/-3
(Dobrosotskaya, et al., 1997; Wu, et al., 2000), y PAR (partitioning defective)-3 y -6,
presentes en el mamifero y homélogas de PAR de C. elegans. Estas uUltimas también

participan en la division celular asimétrica (Izumi, et al., 1998; Lin, et al., 2000).

Las fibrillas que constituyen a la unién estrecha y que unen a las membranas
de células vecinas, se encuentran formadas, mayoritariamente, por dos proteinas
integrales que interactdan: la ocludina y la claudina. La ocludina tiene un peso
molecular de alrededor de 60 kDa; fue la primera proteina integral descrita en las
uniones estrechas.
Posee cuatro dominios intermembranales, un dominio largo citoplasmatico carboxilo-

terminal y un dominio citoplasmatico amino-terminal corto (Tsukita, et al., 2001).



Actualmente se sabe que hay dos isoformas de ocludina generadas por procesado

(splicing) alternativo del hnRNA correspondiente (Muresan, et al., 2000).

El otro componente de la union estrecha es la Claudina, denominada asi por la
palabra latina “claudere”, que significa: “que cierra”. Inicialmente, esta proteina integral
fue identificada en el higado de pollo en 1993 (Furuse et al., 1993) y pertenece a una
familia proteinica cuyos genes codifican a proteinas de 20 a 27 kDa. Ninguna de las
secuencias reportadas para las claudinas, posee similitud con la ocludina. Se trata de
proteinas con cuatro dominios intermembranales, con extremos amino y carboxilo
relativamente cortos, expuestos hacia la parte citoplasmica de la unién estrecha. Las
claudinas forman dos asas extracelulares; la primera contiene cerca de 53
aminoacidos, y la segunda 24 aminoacidos (Morita, et al., 1999). El extremo carboxilo
terminal de las claudinas finaliza con la secuencia Y-V (Tirosina-Valina), que
constituye el sitio al que se unen los dominios PDZ de las proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-
3 (Itoh, et al., 1999). Hasta la fecha se han identificado 24 claudinas, que se expresan
de manera tejido-especifica (Morita et al., 1999). La funcionalidad de las claudinas se
ha estudiado a partir de experimentos de transfeccion en células que normalmente no
forman uniones estrechas. De esta manera, la transfeccién de fibroblastos L con
vectores de expresidn que contenian las secuencias que codifican para las claudinas 1
y 2, condujo a la formacién de hebras en los espacios de contacto celular (Furuse, et
al., 1998hb). De este tipo de estudios, se concluyé que las claudinas son proteinas
fundamentales para formar las uniones estrechas. Adicionalmente, y una vez que se
identificaron otras proteinas pertenecientes a la familia de las claudinas (Morita et al.,
1999), la sobreexpresion de claudinas en células MDCK ha llevado a concluir que el
tipo de Claudina determina la hermeticidad o fuerza de la unién (Tsukita & Furuse et

al., 2001).



En el epitelio corneal del mamifero se ha analizado tanto in situ como in vitro, el
tipo de claudinas expresadas. En el epitelio corneal de la rata, se describid la
presencia de ocludina, ZO-1, ZO-2 y claudina-1 (Yi, et al., 2000). Por otra parte, en la
linea transformada de células epiteliales de cornea humana THCE, se demostro la
expresion de las claudinas -1, -2, -3, -7, -9, -14 y -15 (Vi et al., 2000). De manera
similar, en el epitelio corneal humano se expresan las claudinas -1,-2,-3,-4,-7,-9 y -14
(Ban et al., 2003a); e in vitro, adicionalmente a éstas, también se expresa la claudina-

10 (Ban et al., 2003b).

A pesar del conocimiento que se tiene sobre la funcionalidad de las claudinas,
hasta ahora no se ha descrito si las claudinas cambian su expresion durante el
desarrollo del epitelio corneal. Del mismo modo, se desconoce si existen cambios en
la hermeticidad del epitelio durante el proceso de diferenciacion terminal, o bien,
cambios asociados a patologias que alteran la funcionalidad de la cérnea. Con el
propdsito de establecer el patron de expresién de las claudinas durante el proceso de
diferenciaciéon y formacion de un epitelio estratificado, en este proyecto nos
propusimos analizar la expresién de las claudinas durante el crecimiento y

diferenciacién del epitelio corneal del mamifero.

Para ello utilizamos como modelo experimental a la linea celular RCE1 (5T5)
de queratinocitos corneales de conejo (Castro-Mufiozledo, 1994, 2008; Tamariz et al.,
2007). Estas células se obtuvieron mediante el cultivo serial de queratinocitos de
cOrnea, que después de 14 transferencias en cultivo, sufrieron una crisis que llevé al
establecimiento de una poblacidn heteroploide que reproduce in vitro el proceso de
diferenciacién del epitelio corneal del mamifero (Castro-Mufiozledo, 1994). De manera
muy importante, esta linea celular reproduce la expresién secuencial del proceso de

diferenciacién (Castro-Mufiozledo, 1994; Chen et al., 1997; Tamariz et al., 2007)



observada en los cultivos primarios de queratinocitos corneales (Schermer et al.,
1989). Esto la convierte en un excelente modelo experimental para analizar los
procesos de estructuracién y diferenciaciéon terminal del epitelio corneal de mamifero.
Adicionalmente el uso de lineas celulares reduce al minimo el sacrificio de animales

experimentales y permite la obtencion de grandes cantidades de tejido.

Con base en estas caracteristicas, este trabajo buscéd determinar si las
células RCE1 (5T5) expresan algunas de las Claudinas, asi como evaluar diferencias

en su expresion relacionadas con la diferenciacién celular.



JUSTIFICACION

La maquinaria molecular involucrada en el transporte via transcelular
(canales, bombas, transportadores, etc.) se identificé hace 50 afos, y desde entonces
se ha caracterizado en forma muy activa (Wuytack, 2009). En contraste, se conoce
poco sobre el transporte paracelular y su regulacion, ya que los componentes de la
union estrecha se identificaron recientemente, y su estudio s6lo se ha abordado
durante la Ultima década. Por lo mismo, nuestro conocimiento sobre la unién estrecha
aun es limitado y se hace necesario entender la biogénesis, conformacion, regulacion
y participacion de las uniones estrechas con procesos como la diferenciacion terminal.
Sobre todo es de gran relevancia conocer este tipo de procesos en epitelios y
endotelios de importancia médica, ya que las uniones estrechas y en especial, las
claudinas tienen relacién con diversas patologias, entre ellas la hipomagnesemia,
enfermedad hereditaria producida por una mutacion en la Cldn-16 que imposibilita la
absorcion normal de magnesio por parte del asa ascendente de Henle en el rifidn
(Kang, et al., 2005). Este padecimiento también puede producirse por una mutacion
en la Cldn-19. Sin embargo, en este Ultimo caso se acompafia también por
anormalidades oculares, como la miopia, el coloboma macular y el nystagmus

(Konrad, et al., 2006).

Cuando la Claudina-1 sufre mutaciones, se dan problemas como la colangitis
esclerosante neonatal ademas de la ictiosis (Hadj-Rabia, et al., 2004). Otra patologia
relevante que esta relacionada con mutaciones en las claudinas es la sordera no
sindrémica, que se manifiesta cuando hay una mutacion en la claudina-14 (Wilcox, et
al., 2001). Las claudinas también participan en el desarrollo de algunas patologias al
funcionar como receptores para toxinas o0 patdgenos epiteliales; por ejemplo, las

claudinas -3 y -4 funcionan como receptores para la enterotoxina de C. perfringens



(Katahira, et al., 1997). Por otra parte, las claudinas-1, -6 y-9 son co-receptores para
la infeccion por el virus de la hepatitis C (Evans, et al., 2007; Zheng, et al., 2007).
Finalmente, los cambios en la expresion de claudinas también se han relacionado con

el desarrollo del cancer epitelial (Morin, et al., 2005).
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OBJETIVOS

Objetivo general

En este trabajo se determiné si las células RCE1(5T5) expresan algunas de las
Claudinas. También se analizaron las diferencias de expresion de estas moléculas a lo
largo del crecimiento y la diferenciacidn en cultivo, para determinar si es factible utilizar
a esta linea celular como modelo para estudiar la biogénesis, regulacién y

funcionalidad de las uniones estrechas en relacion al proceso de diferenciacion.

Objetivos particulares

1. Realizar la deteccion de uniones estrechas por microscopia electronica de

transmision.

2. Medir la resistencia transepitelial de epitelios formados por células de esta

linea inmortalizada.

3. Desarrollar oligonucléotidos cebadores especificos para las claudinas y
estandarizar los protocolos de RT-PCR semicuantitativo para evaluar la

expresion de las claudinas en distintos tiempos de cultivo.

4. Correlacionar la expresion de las claudinas con los valores de resistencia

transepitelial observados.

5. Correlacionar la expresién de las diferentes claudinas con la expresion de

marcadores de diferenciacion del epitelio corneal.

6. Inmunolocalizar a los componentes de uniones estrechas en epitelios formados

por células RCE1 (5T5).

11



MATERIALES Y METODOS.

Lineas celulares y condiciones de cultivo.

Se utilizaron cultivos de células RCE1 (Castro-Mufiozledo, 1994) sembradas a
una densidad de 2.7 x 10° células/cm? co-cultivadas con células alimentadoras
(feeders) fibroblastos 3T3 a una densidad de 2.2 x 10* células /cm? (Rheinwald, 1980).
Se utilizaron también células MDCK, cultivadas sin células alimentadoras. Todos los
cultivos fueron provenientes de un banco desarrollado en el laboratorio. EI medio de
cultivo utilizado para todos los cultivos fue DMEM-F12-Ham (3:1) suplementado con
5% (v/v) de suero fetal de bovino, 5ugeml™ de insulina, 0.4 ugeml™ de hidrocortisona,
2x10°M triiodotironina, 1x 10™°M toxina del célera y 10 ngeml™ de factor de
crecimiento epidermal (EGF). Todos los cultivos se incubaron a 36° C en una
atmosfera himidificada de 10% CO, — 90% aire. Se cambi6é el medio de cultivo cada

tercer dia.

Microscopia electrénica de transmision.

Se utilizaron células RCE1 confluentes, en las que se realizé la basqueda de
uniones estrechas a través de microscopia electrénica de transmision. Las células
fueron fijadas con 2.5% (v/v) glutaraldehido en 0.1M cacodilato de sodio; se postfijaron
en 1% (w/v) tetradxido de osmio y fueron embebidas en Epon 812. Se obtuvieron
cortes finos que se contrastaron con acetato de uranilo y se analizaron en un

microscopio electronico FEI Morgagni 268D.

Medicion de Resistencia Eléctrica Transepitelial.

Células RCE1 a una densidad de 6 x 10° células/cm?, en presencia de
fibroblastos 3T3, o células MDCK a una densidad de 6 x 10° células/cm? se sembraron

en insertos de cultivo con una membrana de poliéster de 6.5 mm de diametro (0.33cm?
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de superficie) y con 0.4 um de tamafio de poro (Transwell, Costar, Corning, USA),
colocados sobre multiplatos de 24 pozos. Los cultivos confluentes (8 dias de cultivo/3
dias postconfluencia) se utilizaron para medir la resistencia transepitelial (TER)
mediante un voltimetro epitelial EVOM (World Precision Instruments, FL, USA). Los
valores de TER se calcularon tomando en cuenta el area de cultivo y sustrayendo la
contribucién de la membrana sola o con fibroblastos 3T3 (testigo negativo), incapaces
de formar uniones estrechas.

Disefo de oligonucleétidos de RT-PCR especificos para especies de Claudina,
Ocludinay ZO-1.

Se obtuvieron las secuencias de los mRNAs de Claudina, Ocludina y ZO-1 de
conejo (Oryctolagus cuniculus), ratén (Mus musculus), rata (Rattus norvegicus) y
humano (Homo sapiens), publicadas en el Genbank del NCBI. Con éstas se realiz6é un
alineamiento para conocer las regiones mas conservadas, y seleccionar sitios para
disefio de los oligonucledtidos cebadores, los cuales debieron cumplir con las
siguientes condiciones: 1) Tm alto (alrededor de 60° C); 2) la diferencia de Tm entre el
par de cebadores (forward y reverse) para cada proteina fuera lo mas pequefia
posible;

3) Temperatura de alineamiento alto (cerca de 60° C); y finalmente 4) que formaran la
menor cantidad posible de asas internas. Todo esto se llevo a cabo con ayuda del
paquete de software DNAstar for Windows 32 v.3.1 (Lasergene Inc., Madison, WI.
USA). Se disefié un total de 4 juegos de cebadores; 2 para Claudina-1, basados en
una secuencia de conejo (DQ993356); y 2 para Claudina-3 (AF087821), 2 para
Ocludina (NM_008756) y 2 para ZO-1 (NM_009386), que se confeccionaron a partir de
secuencias de ratén (Mus musculus), ya que no existen las secuencias de conejo

correspondientes en el Genbank para estas proteinas.
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Aislamiento de RNA total.

Se realizaron extracciones de RNA total a diferentes tiempos en cultivo (3a 7y
10 a 12 dias) de células RCE1 cultivadas en cajas de 60 mm, de 3 experimentos
independientes, por duplicado. Los cultivos se lavaron dos veces con PBS 1X y se
lisaron directamente con Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y cloroformo. Se
precipitaron los acidos nucléicos con isopropanol y se lavo la pastilla formada con
etanol al 75% (v/v). Finalmente se resuspendié en agua libre de DNAsas y RNAsas y
se cuantifico el RNA. La integridad de las muestras de RNA se examiné verificando la
presencia de los mMRNAs ribosomales 28S y 18S, después de separar 2 ug de RNA
total en geles de agarosa al 1%(p/v) con 0.5 mg/ml de EtBr e Isotiocianato de

Guanidina a una concentracion final de 1.25 mM.

Sintesis de cDNA.

La sintesis de DNA complementario (cDNA) a RNAs mensajeros se realizd a
partir de 5 ug de RNA total, y en la presencia de 0.5 ug de oligo (dT). Para ello se
empled transcriptasa reversa (SuperScript Il; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); se
incub6 a 42° C por 50 minutos e inactivé la reaccion a 70° C por 15 minutos. Para
evitar la hibridacion entre el RNA total y el DNA complementario se agregé 1 ml de
RNasa H (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se incub6 a 37° C durante 20 min. para

eliminar el RNA.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Como control interno para el RT-PCR semicuantitativo se utilizaron primers
para PRPO (XM_535894; Garcia-Villegas, et al.), un gen ribosomal, cuyos niveles se
mantienen constantes durante el crecimiento y la diferenciaciéon en cultivo (Garcia-

Villegas et al., 2009). Los cebadores utilizados para la amplificacion de Claudina,
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Ocludina y ZO-1 se enlistan en la Tabla 1. Se utilizaron 4 juegos disefiados en el
laboratorio (ver parrafos anteriores), ademas de los descritos para las Cldn-2, -4, y -7
por Yi, et al. (2000) y los desarrollados por Go, et al. (2006) para ZO-1. Se utilizaron
primers para la queratina K16 (Porter, et al., 1998), la cual se utiliz6 como marcador de
células hiperproliferativas (Schermer, et al., 1989) y se uso a LDH-H como marcador
de diferenciacién terminal de células corneales (Hernandez-Quintero, et al., 2002).

Todos los cebadores que se utilizaron se enlistan en la Tabla 1.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 con el cDNA
sintetizado a partir del RNA total, en una mezcla de reacciéon con volumen de 50 pl,
utilizando el kit Tag PCR Core Kit (QIAGEN, GmbH, GER). Los parametros de
amplificacién fueron los siguientes: desnaturalizacion 94°C por 1 min, alineamiento a
55 °C por 1 min y extensién a 72 °C por 1 min durante 30 ciclos. Para evaluar los
productos obtenidos, se realizé electroforesis en geles de agarosa al 2%(p/v) con 0.5

mg/ml de bromuro de etidio (EtBr), colocando 5 pul de la reaccion de PCR por pozo.

Para comprobar que los cebadores utilizados para el RT-PCR de los diferentes
tipos de Claudina permitieran obtener los productos esperados, se llevaron a cabo
pruebas en diferentes tipos celulares: rifién de ratén, fibroblastos 3T3, cristalino de
conejo y RCE1. Una vez que se estandarizaron los protocolos de RT-PCR y se
comprobd la funcionalidad de los cebadores para las especies de Claudina (Cldn-1,
Cldn-2, Cldn-3, Cldn-4 y Cldn-7) se evalud la expresion de éstas en la linea celular con

respecto al tiempo de cultivo.

Cuantificaciéon de los productos de PCR

Los amplicones fueron cuantificados por medio de un analisis densitométrico
con el software Quantity One Version 4.5.0 (BIO-RAD Hercules, CA, USA). La

cantidad de producto de PCR fue normalizada con respecto a los niveles de PRPO.
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Mambre Secuencia(s’-37 Mo.de Acceso Tamafiodel producto

Claudina-1 ATC GTG ACCGCC CALGCC A 0393336 404 bp
AGAE GAA GCAGCS GCC CAGCCAGT

*Z lauding-2 ACACAC AGC ACAGGT ATC AC AFOTZ1 28 319 bp
TCT CCAATC TCAAATTTC ATG C

Claudina-3 CATCGT GTGCTGCGE CCTTCC C AFOETI2 445 bp
AGC COAGCC CAC GTA CALCCC AGC

*Z laudina-4 TGGEATG BACTGC GTG GTG CAG AFOGETE22 361 bp
GAG GUG GUC CAG COG ACGTA

*Z laudina -7 AGT GGC AGATGAGCT CCT ATG A.011497 364 bp
GTT ATA AAAGTCTGT GAC AATCT

“PRPO GCAGST GTTTGACAA TGG CAGC Xhl_535894 231 bp
GCCTTG ACCTTT TCAGCA AT GG

FAORY GTC TGC CAT TAC ACG GTC CT 172 bp
TGGE AGATGAGGE TTC TGS TT
Bk _003386
L0 CGGETCC TCT GAG CCT GTA AG 435 bp
GGATCT ACATGC GAC GAC A8
Ccluding CCT GGG GTT CAT GAT TAT CG Mk _0037 56 355 bp
CTG CCT GAAGTC ATC CAC AC
K16 CTG GCT TTG GTG GTG GTTT STHEET 1200 bp
AGG CAGCTC AGT TCT AGG AGC
LOH-H CAT TAT TCOC CCAGAT TGT CAAGT AF174288 758 bp

CAC CTA GTAAGC AGG AGG AAS AG

Tabla 1 Cebadores empleados en el desarrollo experimental para el RT-PCR
semicuantitativo en células RCE1; nimeros de acceso de GenBank (NCBI;
http://www.ncbi.nim.nih.gov). * Yi, et al. (2000); ~Garcia-Villegas, et al. (2007), °Go, et
al. (2006).
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Anticuerpos

Para la inmunolocalizacién se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:
Anticuerpo policlonal anti-claudina-1 fabricado en cabra, dilucion de 1:10. Monoclonal
anti-ocludina monoclonal de ratén conjugado con FITC, anticuerpo policlonal anti-ZO-
1, hecho en de rat6n, conjugado con FITC, ambos se utilizaron a una dilucién de 1:50.
Como anticuerpo secundario para la inmunolocalizacion de claudina-1 se utilizd un
anticuerpo anti-cabra IgG realizado en burro y marcado con Alexa Fluor 488 (verde) a

una dilucién de 1:200.

Inmunolocalizacién de Claudina, Ocludinay ZO-1

Las células se cultivaron en cajas de petri de 35 mm de diametro con
cubreobjetos de vidrio de 18 x 18 mm, hasta los 13 dias (8 dias postconfluencia) y se
fijaron con metanol absoluto frio (-20° C) por 5 min. Se lavaron con PBS y se
incubaron con albUmina sérica de bovino (BSA) 5% por 1 hora a temperatura ambiente
para bloquear la unién inespecifica del anticuerpo. Posteriormente, se incubaron con
el anticuerpo primario correspondiente por 2 horas a temperatura ambiente y se
lavaron con PBS-Tween 0.05% (v/v) 6 veces. Tras incubar con el anticuerpo primario
se incubaron con el anticuerpo secundario por 1 hora a temperatura ambiente y se
lavd 6 veces con PBS 1X. En las muestras en donde se utilizaron los anticuerpos
conjugados con FITC solamente se incubaron las células por 2 horas a temperatura
ambiente, tras el bloqueo, y se lavo 4 veces con PBS-Tween 0.05% (v/v) y 2 veces
con PBS 1X. Finalmente se montaron en Vectashield, medio de montaje para
fluorescencia con yoduro de propidio (PI) (Vector Laboratorios, Burlingame, CA, USA).
Las laminillas se examinaron en un microscopio confocal, con sistema multifoton de

alta velocidad Leica, modelo TCS SP2 (Leica Microsystems, GmbH, Wetzlar, GER).
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RESULTADOS

Las células RCE1(5T5) forman un epitelio con uniones estrechas v expresan a las

claudinas 1,2 v 4.

Con el propésito de determinar si las células RCE1(5T5) constituyen un buen
modelo para el estudio de la biogénesis y regulacion de las uniones estrechas,
inicialmente evaluamos por microscopia electronica de transmision la presencia de de
estas uniones especializadas en cultivos 3 dias post-confluentes (8 dias en cultivo). El
analisis mostro que las células RCE1 formaron epitelios con 2-4 capas de células, siendo
evidente una capa basal de morfologia cuboidal, y capas suprabasales de morfologia
mas alargada y aplanada (no se muestra). Como se observa en la Figura 1, el examen
de la capa suprabasal mas externa demostrd la presencia de estructuras con morfologia
similar a las uniones estrechas; las cuales se observan como puntos de contacto célula-
célula en donde las membranas adyacentes se encuentran muy cerca una de otra. Sin
embargo, el andlisis visual no permitié definir si las estructuras observadas correspondian

a uniones estrechas, a pesar de realizar el estudio en altos aumentos.

Por lo tanto, para confirmar la presencia de uniones estrechas en las células
RCE1, se determind la resistencia eléctrica transepitelial (TER) en epitelios cultivados
hasta el 3er dia de post-confluencia (8 dias en cultivo). Cabe sefialar que la resistencia
transepitelial es una medida de la resistencia eléctrica de laminas epiteliales, medida a
través del eje apical-basolateral de la célula (Tsukita, et al., 2001), y nos permite medir la
fuerza de unién o hermeticidad de las uniones estrechas, cuando éstas estan presentes.
Por lo tanto, la TER se midié en epitelios 3 dias post-confluentes estructurados en

insertos de poliéster (Fig. 2). Como testigo positivo, en nuestros experimentos utilizamos
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epitelios formados por células MDCK, caracterizadas por sus altos valores de resistencia
transepitelial (Barker & Simmons, 1981). Por otra parte, como testigo negativo, los
epitelios de células RCE1 se compararon con cultivos de fibroblastos 3T3, que no forman
uniones estrechas. Como se observa en la Figura 3, el epitelio formado por las células
RCEL1 present6 valores de TER de 291 + 65.7 Q/cm?; en contraste, las células MDCK
tuvieron valores de TER de 4436 + 2153.4 Q/cm? (Fig. 3). Estos resultados confirman que
las células RCEL1(5T5) poseen uniones estrechas, aunque no forman un epitelio tan

hermético como el constituido por las células MDCK.
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Fig. 1. Micrografias electronicas de transmisién de epitelios formados por células RCE1.
Las estructuras consideradas como uniones estrechas (flechas) se encontraron sélo en la
capa mas apical, no se encontraron en las capas suprabasales. Se observan los nicleos
de las dos células adyacentes en el panel superior izquierdo (N), en este mismo panel, se
encuentra un desmosoma entre las dos células (d). En todas las micrografias se pueden

distinguir granulos, asi como filamentos de queratina (*). Barra: 300nm.
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Fig. 2. Multiplato con insertos de membrana de poliéster, en los que se cultivaron las
células RCE1 para medir la Resistencia Eléctrica Transepitelial. Después de la medicién
de la TER, las células fueron fijadas con Formalina 10% (v/v) y tefiidas con Rodamina B

para evidenciarlas.
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Fig. 3. Medida de la Resistencia Transepitelial (TER) en células RCE1 y MDCK.
Se confirm6 que los epitelios formados por células RCE1 poseen uniones estrechas
funcionales. Medias de 2 experimentos individuales con 6 muestras duplicadas cada uno.
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Una vez que se establecid la presencia de uniones estrechas en los epitelios
cultivados RCE1(5T5), se determin6 por RT-PCR de punto final la expresién de proteinas
asociadas a las uniones estrechas en cultivos 7 dias post-confluentes. De manera previa
a la realizacion de los experimentos, en todos los casos se verificO la integridad del RNA
total utilizado en las reacciones por analisis en geles de agarosa al 2% y determinando la
presencia de los RNAs ribosomales 28S y 18S (Fig. 4). En todos los casos, los
oligonucledtidos cebadores fueron disefiados adecuadamente ya que los productos
obtenidos llevaron a la generacién de los amplicones de los tamafios esperados (Fig. 5).
Como testigos se emplearon RNAs totales extraidos de rifion de ratén (Fig. 5), tejido en
gue se ha reportado la presencia de diferentes especies de Claudina (Tsukita, et al.
2001); cristalino de conejo, y fibroblastos 3T3. Como se puede observar en la Figura 5,
de los 5 tipos de Claudina evaluados, se encontré que las claudinas -1, -2 y -4 son

expresadas en epitelios formados por la linea celular RCEL.

Por otra parte, en experimentos similares se examind la expresion de los
componentes de la unién estrecha ocludina y ZO-1, obteniéndose los productos del peso
esperado (Fig. 6). En conclusién, nuestros resultados demuestran que las uniones

estrechas son expresadas en epitelios formados por células RCE1(5T5).

22



- 2885

<% 18S

Fig. 4. Electroforesis de las muestras de RNA total obtenido. La integridad de las
muestras de RNA se verificd confirmando la presencia de los RNAs ribosomales 28S y

18S. Se colocaron 2 ug de RNA total por pozo en un gel de agarosa 1% con 0.5 mg/ml de
EtBr e Isotiocianato de Guanidina 1.25 mM.
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Fig. 5. Productos de RT-PCR obtenidos con los cebadores disefiados para Cldn-1 (A);
404 bp, Cldn-3 (C); 445 bp, y los cebadores previamente reportados para Cldn-2 (B); 319
bp, Cldn-4 (D); 361 bp y Cldn-7 (E); 364 bp. Marcador de peso molecular (MM). Rifién de
raton (rRatén), Fibroblastos (3T3), Cristalino de Conejo (cCrist) y células RCE1. 55° C 30
ciclos. Geles de agarosa 2% con 0.5 mg/ml Bromuro de etidio.
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Fig. 6 Productos de RT-PCR obtenidos a partir de RNA de células RCE-1. Se observan
dos bandas en cada carril, el amplicon en todos los casos es el de menor peso molecular
(abajo). MM: Marcador molecular. ZO-1-A: amplicon obtenido con los cebadores para
Z0-1 descritos por Go, et al. (2006); 435 bp. ZO-1 y Ocln: productos amplificados con
cebadores disefiados en el laboratorio para ZO-1; 172 bp y Ocludina; 355 bp. 55° C 30
ciclos. Geles de agarosa 2% con 0.5 mg/ml de Bromuro de etidio.
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Patron de expresiéon de las claudinas 1, 2 v 4, durante el crecimiento y la

diferenciacion de las células RCE1 en cultivo.

Con base en los resultados anteriores, se analizé el patron de expresion de las claudinas
1, 2 y 4 a diferentes tiempos en cultivo. Para ello, se obtuvo RNA total de cultivos de
células RCE1(5T5), a los 3, 4, 5, 6 7, 10 11 y 12 dias después de la inoculacién y los
niveles relativos de expresion de los mRNAs que codifican para las claudinas 1, 2y 4 se
determinaron por RT-PCR semicuantitativo (Kaashoek et al., 1991), utilizando los
oligonucledtidos cebadores y las condiciones de amplificacion descritas (ver Métodos;
Tabla 1). La queratina K16 fue utilizada como referencia de la fase de crecimiento
exponencial de los cultivos, ya que es un marcador de células suprabasales durante esta
etapa (Schermer et al, 1989), y fue amplificada con cebadores especificos cuya
secuencia fue previamente descrita (Porter et al., 1998; Tabla 1). Por otra parte, como
referencia del proceso de diferenciacion terminal se utilizé la expresién del mRNA que
codifica para la enzima LDH-H, cuantificada mediante el empleo de cebadores
especificos previamente descritos (Hernandez-Quintero, et al 2002; Tabla 1). Por otra
parte, como control interno para la amplificacion se seleccioné al mensajero que codifica
para la fosfoproteina ribosomal acidica PO (PR-PO0), y para ello se utilizaron cebadores
especificos (Garcia-Villegas et al. 2007; Tabla 1). El analisis del cambio en la expresion
de las Claudinas-1, -2 y -4, demostré que los niveles de los mRNAs correspondientes se
expresan desde los primeros dias de cultivo. En general, la Cldn-1 a partir del dia 3 de
cultivo se mantuvo relativamente constante; posteriormente, los dias 11 y 12 de cultivo,
su expresién aumentd alcanzando niveles 20% por encima de su valor inicial (Fig. 7C).
Por otra parte, la expresion de Cldn-2 oscil6 a lo largo del crecimiento y la diferenciacion
en cultivo, presentando niveles entre una y dos veces los cantidades de MRNA
encontrados el tercer dia de cultivo (Fig. 8C). Finalmente, la Cldn-4 presenté niveles

estables durante todo el desarrollo experimental (Fig. 9C).
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Estos resultados contrastaron con el cambio en la expresion de la LDH-H, cuyo
mMRNA aumentd 4 veces a lo largo del proceso de diferenciacién, y alcanzd valores
maximos a los 12 dias en cultivo (Figuras 7A, 8A 'y 9A). Al mismo tiempo, los niveles de
la queratina K16, mostraron un incremento correspondiente a la fase de crecimiento
exponencial de la poblacion celular, para alcanzar un maximo a los 8 dias en cultivo,
cuando las células comienzan a organizarse como un epitelio estratificado y declinar

posteriormente al expresarse el fenotipo terminal (Figuras 7B, 8B y 9B).
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Fig 7. Niveles relativos de los mMRNAs de (A) LDH, (B) K16 y (C) Cldn-1 en células RCE1
durante la proliferacion y diferenciacion en cultivo. Se muestra el promedio de 4
experimentos independientes, normalizados contra el 3er dia de cultivo. (D) Curva de
expresion de Cldn-1 en células RCEL (404 bp). El control interno utilizado fue PRPO (231
bp). Marcador de Peso Molecular (MM). Los nimeros en la parte superior indican los dias
en cultivo. No se observan productos en ausencia de cDNA (control). Gel de agarosa
2%(p/v) con 0.5 mg/ml de bromuro de etidio.
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durante la proliferacién y diferenciacién en cultivo. Se presenta el promedio de 4
experimentos independientes, normalizados contra el 3er dia de cultivo. (D) Curva de
expresion de Cldn-2 en células RCEL (319 bp). El control interno utilizado fue PRPO (231
bp). Marcador de Peso Molecular de 100bp (MM). Los numeros en la parte superior
indican los dias en cultivo. No se observan productos en ausencia de cDNA (control). Gel
de agarosa al 2%(p/v) con 0.5 mg/ml de bromuro de etidio.
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Fig 9. Niveles relativos de los mRNAs de (A) LDH, (B) K16 y (C) Cldn-4 en células RCE1
durante la proliferacién y diferenciacion en cultivo. Se presentan los promedios de 4
experimentos independientes, normalizados contra el 3er dia de cultivo. (D) Curva de
expresion de Cldn-4 en células RCEL (361 bp). El control interno utilizado fue PRPO (231
bp). Marcador de Peso Molecular de 100bp (MM). Los numeros en la parte superior
indican los dias en cultivo. No se observan productos en ausencia de cDNA (control). Gel
de agarosa al 2%(p/v) con 0.5 mg/ml de bromuro de etidio.
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Inmunolocalizacién de Cldn, Ocln y ZO-1

Para establecer si la expresion de los mRNAs que codifican correlaciona con la
presencia de las proteinas que constituyen a las uniones estrechas, realizamos
experimentos de inmunolocalizacion. Las células RCEL1(5T5) se crecieron hasta
confluencia, se fijaron y se inmunotifieron con anticuerpos especificos hacia Claudina-1,
Ocludina y ZO-1. Los resultados mostraron que la claudina-1 se localiz6 en los bordes de
las células suprabasales mas externas, formando una linea continua que delimitd
claramente el borde de las células (Fig. 10); por otra parte, la proteina ZO-1 se observé
con una distribucién similar asi como en el citoplasma de las células (Fig. 12). Asimismo,
la ocludina se inmunolocalizé principalmente en los bordes de las células (Fig. 11). En
conclusioén, los epitelios formados por las células RCE1(5T5), forman epitelios
estratificados, cuya capa suprabasal mas externa presenta a las proteinas caracteristicas
de la union estrecha, concordando con observaciones hechas para otros tipos de células

epiteliales corneales (Ban et al., 2003 a, Yi, et al., 2000).
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Fig. 10. Inmunolocalizacion de Claudina-1 en células RCE-1. La proteina se observa
localizada en los bordes de las células. Barra: 20 um.
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Fig. 11. Inmunolocalizacién de Ocludina en células RCE-1. A y B) Localizaciéon de
Ocludina, la proteina se observa distribuida en los bordes de las células. Barra: 20 umy 4
um respectivamente. C) Vista superior y D) corte 6ptico transversal de la misma célula, la
Ocludina (verde) se observa principalmente en el estrato mas apical y hacia los bordes de
las células. Nucleos (rojo) tefiidos con yoduro de propidio (Pl). En esta imagen podemos
observar los puntos en donde termina la célula (flechas). Barra: 8 um.
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Fig. 12. Inmunolocalizacién de ZO-1 en células RCE-1. Distribucion de ZO-1 (verde), la
cual se observa en los bordes de las células (flechas) y también en citoplasma. En rojo se
observan los nucleos tefiidos con yoduro de propidio (PI). Barra: 20 um.
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DISCUSION

Debido a que los epitelios son tejidos que como parte de su funcién, requieren la
expresion y ensamblaje de las proteinas que constituyen a la unién estrecha, y
considerando que el mantenimiento de la transparencia y por lo tanto, de la funcionalidad
de la cornea depende de la formacion de estas uniones intercelulares, en este trabajo se
determind si las células RCE1(5T5) expresan a las Claudinas, a la ocludina y a la
proteina ZO-1, todas ellas componentes cruciales de la unién estrecha. También se
analiz6 si existen cambios en la expresién de estas moléculas a lo largo del crecimiento y

la diferenciacién en cultivo del epitelio corneal.

Para hacer este tipo de estudio, tomamos ventaja de la disponibilidad de la linea
celular no transformada RCEL(5T5), establecida de manera espontdnea mediante la
transferencia serial de queratinocitos de epitelio corneal de conejo albino (Castro-
Mufiozledo, 1994; 2008; Tamariz et al., 2007). Esta linea celular se caracteriza por
replicar in vitro los procesos secuenciales que ocurren durante el crecimiento y la
diferenciacién del epitelio corneal de mamifero, hasta formar un epitelio estratificado de
4-5 capas celulares, que expresa a los marcadores de diferenciacion del epitelio corneal
(Castro-Mufiozledo, 1994, 2008; Tamariz et al.,, 2007). Estos estudios tienen como
objetivo final, determinar si es factible utilizar a esta linea celular como modelo para
estudiar la biogénesis, regulacién y funcionalidad de las uniones estrechas en relacion al

proceso de diferenciacion.

El andlisis ultraestructural de los epitelios formados por las células RCE1(5T5)
demostré la presencia de estructuras con caracteristicas similares a las uniones
estrechas. En estas observaciones, encontramos sitios de contacto célula-célula en
donde las membranas adyacentes se encuentran muy cerca una de otra, con la

consecuente disminucién en el espacio intercelular. Estas estructuras sélo se localizaron
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en las capas suprabasales mas externas del epitelio y no en el resto de las capas
suprabasales como se esperaba, pues se ha reportado la presencia de proteinas de
union estrecha en células alares e incluso basales en epitelio corneal (Ban, et al., 2003a).
No obstante, éstos puntos de unién son muy similares a las uniones estrechas
previamente reportadas en cultivos primarios de epitelio corneal de conejo (Higa, et al.

2007).

Dado que no fue posible distinguir morfolégicamente a las uniones estrechas,
medimos la Resistencia Eléctrica Transepitelial (TER), parametro que nos permite
conocer de manera indirecta la existencia de estas uniones y el grado de hermeticidad
qgue le confieren al epitelio. Al determinar la TER, confirmamos que las células
RCE1(5T5) forman uniones estrechas funcionales, pues poseen una resistencia
transepitelial de 291 + 65.7 Q/cm?, considerada como moderada (Inai, et al., 2007). Esta
resistencia contrasté con la de las células MDCK, con valores de TER altos que son

caracteristicos de esta linea celular (Anderson, 2001) (ver Tabla. 2).

Tipo celular Proveniente de TER ({Fem'}  Referencia Clasific acion

CMTAaZ Carcinomas en integting de ratén SE-SEQ Imai, 2007 Bsja - Moderada
MHE K Queratinocitos epidermales humanos S0 - 600 Yiki etal 2007 Baia - Moderada
THCZE E pitelio corneal hum ano tran sform ado (SV-40) 100 Yiet d. 2000 Moderada

Cultivo primario deepitelio corneal humano 120 Yietd. 2000 Moderada
RCE1 Epitelio corneal de corejo 260 Moderada
Calu-3 Epitelio bronouial humano transformado 00 - 2000 Goetd 2006 Moderada - Alta
1 D b Rifidn de perro 4000 - 6000 Anderson, 2001 At

Tabla 2. Comparacion de Resistencia Transepitelial entre varios epitelios. La clasificacion fue
establecida de manera arbitraria, con base en Inai, et al., 2007.
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Previamente, se encontr6 una correlacion entre el nimero de hebras que
constituyen a las uniones estrechas, y los valores de TER en varios tejidos. Se observé
gue la resistencia transepitelial aumenta en proporcién logaritmica respecto al aumento
en la cantidad de hebras de uniones estrechas observadas en andlisis ultraestructurales
(Claude, 1973; 1978). No obstante, esta correlacion no parece ser la regla.
Posteriormente, experimentos con células MDCK demostraron que la resistencia
transepitelial puede ser diferente hasta en 1-2 6rdenes de magnitud (30-60 veces) entre
subclonas de células MDCK con cantidades similares de hebras de uniones estrechas
(Stevenson et al., 1988). Para explicar esta diferencia, se postul6 la existencia de poros

acuosos en las fibrillas de la unién estrecha. (Claude, 1978; Cereijido, et al. 1989).

Alternativamente, a partir del descubrimiento de las claudinas (Furuse et al.,
1998a) y de experimentos como los anteriores, se concluyd que las diferencias de TER
no se deben al nimero de fibras que componen a las uniones, sino que estan asociadas
a la expresion de diferencial de claudinas. De esta manera, el grado de hermeticidad de
las uniones estrechas esta determinado por las diferentes combinaciones de claudinas y
por los niveles de expresion de cada. Las uniones estrechas generalmente expresan mas
de dos especies de claudina, sin embargo, los patrones de expresion de las claudinas
son muy variables, por ejemplo, la claudina-1 se expresa de manera general en la
mayoria de los tejidos mientras que otras claudinas son tejido-especificas como la
claudina-11, que sdlo se encuentra en oligodendrocitos y células de Sertoli (Gow, et al.,
1999; o bien se encuentran restringidas a etapas del desarrollo embrionario como la
claudina-6 (Turksen & Troy, 2001). De la misma manera, también se ha reportado la
expresion segmento-especifica de claudinas a lo largo de la nefrona, cuyas propiedades

paracelulares cambian a lo largo de cada segmento (Kiuchi-Saishin, et al., 2002).
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Ejemplos del efecto de la expresion diferencial de claudinas sobra la resistencia
transepitelial se encuentran en varios tipos celulares. Las células MDCK | expresan
principalmente claudina-1 y -4, mientras que las MDCK Il expresan grandes cantidades
de claudina-2, ademas de la claudina-1 y la -4. Por otra parte, la transfeccion de células
MDCK | con claudina-2 provoca una disminuciébn en su resistencia transepitelial,
haciéndolas similares a las células MDCK Il, mientras que la expresion ectépica de

claudina-3, no afecta la resistencia transepitelial en células MDCK | (Furuse, et al., 2001).

En general, se ha observado que la presencia de las claudinas -4, -7 y 8 lleva a la
mayor resistencia transepitelial, tanto in vivo como in vitro (Li, et al. 2004; Enck, et al.,
2001; Kiuchi-Saishin, et al., 2002). En cambio, la expresion ectdpica de claudina 2 reduce
la resistencia transepitelial (Furuse, et al.,, 2001); hecho que correlaciona con las
propiedades de epitelios con baja o moderada hermeticidad como el del tabulo renal
proximal o el de las criptas intestinales. Se cree que la claudina-2 podria constituir poros
acuosos de alta conductancia en las hebras pareadas de union estrecha, lo que hace que
la resistencia transepitelial disminuya respecto a los niveles de TER en células que no
expresan a esta claudina (Tsukita & Furuse, 2000). En general, las evidencias permiten
postular la posibilidad de que cada claudina tiene una selectividad intrinseca propia, pero
gue la selectividad i6nica total en un tejido, depende de la combinacion de claudinas que

se expresan y del entorno celular (Van ltallie, et al., 2003).

Una vez que se determind la presencia de uniones estrechas en los epitelios
formados por las células RCE1(5T5), evaluamos la expresion de los componentes de las
uniones estrechas en éstas células. Los experimentos de RT-PCR de punto final y RT-
PCR semicuantitativo nos indicaron que las células de epitelio corneal de conejo
RCE1(5T5) expresan a las claudinas -1, -2 y -4. Ese resultado contrasta con los

resultados obtenidos en cultivos de epitelio corneal de humano transformado (linea
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celular THCE), donde se expresan las claudinas-1, -2, -3, -7, -9 , -14 y -15 (Yi et al.,,
2000), en cultivos primarios de epitelio corneal humano en los cuales se reportd la
expresion de las claudinas- 1, -2, -3, -4, -7,- 9, -10 y -14 (Ban et al., 2003b). O bien in vivo
en el epitelio corneal humano, donde se expresan las claudinas -1,-2, -3, -4, -7, -9, y -14

(Ban et al., 2003a).

Aunque previamente se demostré que la linea celular RCE1(5T5) es un modelo
gue reproduce los cambios asociados al proceso de diferenciacién del epitelio corneal y
a la expresion del fenotipo terminal (Castro-Mufiozledo, 1994, 2008; Tamariz et al., 2007;
Garcia-Villegas et al., 2009), las diferencias entre estas células y el epitelio corneal de
humano podrian deberse a diferencias inter-especificas, o bien a que adn se requieren
otros estudios que nos permitan detectar los factores que regulan la expresion de las
claudinas. Para resolver esta disyuntiva, sera necesario establecer el patron de
expresion corneal in vivo de claudinas, asi como también definir si las condiciones de
cultivo pueden modificarse para aumentar el proceso de estratificacion, y por ende

estimular la expresion de éstos componentes de las uniones estrechas.

Por otra parte, confirmando la presencia de uniones estrechas en el epitelio
formado por esta linea celular, en los experimentos de RT-PCR de punto final,
demostramos la expresidn de las proteinas ocludina y ZO-1, cuya presencia también fue

confirmada por los experimentos de inmunotincidn.

Finalmente, considerando que otros autores han demostrado que la claudina-2
disminuye sus niveles durante la diferenciacién del epitelio intestinal de humano (Escaffit,
et al. 2005), en experimentos de RT-PCR semicuantitativo, nosotros determinamos si
existen cambios en los niveles de los mensajeros que codifican para las claudinas 1, -2 y

4 durante el crecimiento y diferenciacion de las células RCE1(5T5). Como se describio
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anteriormente, los niveles de mRNA de Cldn-1, -2 y -4 se expresan desde los primeros
dias de cultivo y se mantienen relativamente constantes durante el tiempo de cultivo.
Esto contrastd con la expresion temporal de la queratina K16, cuyo aumento alcanza un
maximo a los dias 6 y 7 de cultivo, y que corresponde a la etapa en que las células
alcanzan la confluencia e inician el proceso de diferenciacion terminal. Del mismo modo,
los niveles de las claudinas no parecen modificarse cuando se expresa el fenotipo
terminal, cuando los niveles de LDH-H alcanzan su mayor expresiéon. Esto nos sugiere
qgue la sintesis de las claudinas parece variar ligeramente a lo largo del cultivo de las
células corneales, y mas bien indica que la formacion de los complejos de unién depende
de otros procesos como pueden ser la estratificacion y la expresion del fenotipo terminal.
Para apoyar o descartar esta posibilidad, sera necesario establecer si existe una
correlacion entre los niveles de los mensajeros y la presencia de las proteinas

correspondientes.

Al mismo tiempo, sera primordial conocer si las condiciones de cultivo son las
adecuadas para la estructuracion de los estratos suprabasales y para que ocurra el
ensamblaje de los complejos de unién. Las inmunotinciones nos permiten suponer que
las condiciones para la formacién de los complejos de unién son adecuadas, ya que fue
factible inmunolocalizar a Cldn-1, ZO-1 y Ocln hacia los bordes célula-célula. Sera muy
importante en un futuro continuar estos estudios, ya que la linea celular RCE1(5T5)
parece ser un modelo muy Gtil para estudiar la morfogénesis y estructuracion de las

uniones estrechas.

En resumen, este trabajo nos permitié abordar un problema tan complejo como la
expresion de claudinas y su coordinacion con la expresion del proceso de diferenciacion.
Ahora sabemos que los queratinocitos corneales RCE1 expresan a las proteinas de union
estrecha: claudina-1, -2, -4, ocludina y ZO-1 y forman epitelios con uniones estrechas

funcionales, por lo que podrian llegar a servir como modelo para estudiar a la union
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estrecha en epitelio corneal, su regulacion, su modificacion para modular o disminuir su
funciéon; y para regular mediante el uso de drogas la absorcion de medicamentos.
Asimismo, podrian entenderse y tratarse aquéllas enfermedades relacionadas con

desordenes en el complejo de union estrecha, de las cuales se conocen pocas.
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CONCLUSIONES

El epitelio corneal cultivado (RCE1) forma uniones estrechas funcionales, con una
resistencia transepitelial de 291 + 65.7 Q/cm? y expresa las proteinas de union estrecha:

Claudina-1, -2, -4, Ocludina 'y ZO-1.

Las claudinas-1, 2 y 4, mantienen niveles de mRNA constantes durante el

crecimiento y diferenciacién del epitelio corneal de conejo cultivado.

La expresion de claudina-2 pudiera influir en la fisiologia del epitelio, pues

constituye poros en las uniones estrechas que permiten el paso de cationes y podria

contribuir a mantener el gradiente electroquimico formado en la c6rnea.
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