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RESUMEN 

 

La unión estrecha es un dominio membranal especializado que se localiza en la zona apical de 

células epiteliales y endoteliales polarizadas, constituye una barrera que regula el transporte 

paracelular de solutos y restringe la difusión lateral de componentes membranales. Esta unión ha 

sido ampliamente estudiada en epitelios que forman una monocapa, sin embargo, se sabe poco 

sobre dicha unión en epitelios estratificados. En este trabajo, evaluamos la expresión de 

componentes de la unión estrecha y el establecimiento de una barrera epitelial funcional, 

utilizando la línea celular RCE1(5T5) de queratinocitos corneales de conejo, la cual reproduce la 

expresión secuencial del proceso de diferenciación del epitelio corneal. Con la inmunolocalización 

de componentes de la unión estrecha, observamos que estas uniones formadas por claudina-1, -2, 

-4, ocludina, ZO-1 y cingulina, se localizan en las células suprabasales de los epitelios; mediante RT-

PCR semicuantitativo y Western Blot evaluamos la cinética de expresión de dichos componentes 

durante la formación del epitelio, y observamos que éstos son ensamblados para formar una 

unión estrecha funcional una vez que las células comienzan a estratificar. Esta observación es 

apoyada por el desarrollo de la resistencia eléctrica transepitelial (TER), la cual se incrementa 

cuando las células alcanzan la confluencia, con un comportamiento similar al cambio en los niveles 

de expresión de claudina-2, -4 y cingulina. En contraste, los niveles de claudina-1, ocludina y ZO-1 

se mantienen estables a lo largo del crecimiento y diferenciación del epitelio corneal. 

Adicionalmente, evaluamos los efectos del factor de crecimiento epidermal (EGF) y del ácido 

retinoico (RA) sobre la unión estrecha, y observamos que el EGF aumenta la TER, sin provocar 

cambios en los niveles de expresión de las proteínas de unión estrecha. Mientras, el RA provoca la 

disminución de la TER y un aumento en el flujo paracelular, este efecto es dependiente de la 

concentración de RA y es reversible. Además el RA provoca la disminución de los niveles relativos 

de los mRNA que codifican a las proteínas de unión estrecha claudina-2, -4 y cingulina. 
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ABSTRACT 

 

Tight junction is an specialized membrane domain, located at the apical region of polarized 

epithelial and endothelial cells. Tight junction constitutes a barrier that regulates paracellular 

transport of solutes and restricts lateral diffusion of membrane components. This junction has 

been extensively studied in simple epithelia, however, little is known about such junction in 

stratified epithelia. In this study, we evaluated the expression of tight junction components and 

the establishment of a functional epithelial barrier, using the RCE1(5T5) cell line, of rabbit corneal 

keratinocytes, which reproduces the sequential expression of the corneal epithelial cell 

differentiation. Immunostaining of claudin-1, -2, 4, occludin, ZO-1 and cingulin, showed that these 

tight junction components are located at the most suprabasal cells of the epithelium; using semi-

quantitative RT-PCR and Western blotting we evaluated the expression kinetics of these 

components during epithelium formation, and we found that functional tight junctions are 

assembled once the cells begin to stratify. This observation is supported by the development of 

transepithelial electrical resistance (TER), which increases when the cells reach confluence, with a 

behavior similar to that of the change in the expression levels of claudin-2, -4 and cingulin. In 

contrast, claudin-1, ZO-1 occludin levels remain stable throughout growth and differentiation of 

corneal epithelium. Additionally, we evaluated the effects of epidermal growth factor (EGF) and 

retinoic acid (RA) on the tight junction, and we observed that EGF increases TER without causing 

changes in the expression levels of tight junction proteins. Meanwhile, the RA causes a TER 

decrease and an increase in paracellular flux, this effect is concentration dependent and 

reversible. RA addition causes the decrease of mRNA relative levels encoding tight junction 

proteins claudin-2, -4 and cingulin. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En los organismos multicelulares existen células especializadas, como las epiteliales y 

endoteliales que forman barreras selectivas entre tejidos y compartimentos corporales. Estas 

células están polarizadas, es decir, cuentan con un dominio apical representado por la superficie 

libre de la célula que da hacia el exterior o hacia el lumen del órgano, y de un dominio basolateral, 

que incluye la superficie basal y lateral de la célula. Estas células están unidas una con la otra, a 

través de complejos de unión celular (Matter & Balda, 2003) entre los que se encuentran: la unión 

adherente, la unión estrecha, los desmosomas y las uniones comunicantes, cada una con una 

localización diferente en la célula. En la figura 1 se muestran diferentes complejos de unión 

presentes en células de vertebrados.  

Figura. 1 Complejos de unión celular en vertebrados.  a) Esquema de los complejos de unión presentes 

en células de epitelio intestinal. b) Micrografía electrónica de células epiteliales de intestino de ratón, 

mostrando los complejos de unión. La unión estrecha está marcada con un círculo. (Mv, 

microvellosidades,  microvilli; TJ, unión estrecha; AJ, unión adherente; DS, desmosoma). Barra 200 nm. 

Tomado y adaptado de Tsukita, et al., 2001. 
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La unión estrecha es un dominio membranal especializado que se localiza en la parte más 

apical de las células epiteliales y endoteliales polarizadas y es un complejo de unión que constituye 

una barrera primaria que regula el transporte paracelular de solutos y restringe la difusión lateral 

de lípidos y proteínas membranales, manteniendo así la polaridad celular (Morita, et al., 1999). 

La estructura principal de la unión estrecha es una hebra o fibrilla de naturaleza proteica que se 

observa en la membrana plasmática (ver Figura 2) mediante microscopía electrónica 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 interacción 

lleva a la formación de una estructura pareada que elimina el espacio intercelular y donde 

prácticamente 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), sin 

embargo, además de las proteínas que forman las hebras, existen muchas proteínas adicionales 

que forman parte del complejo de la unión estrecha. 

En general, podemos dividir en tres grupos a los componentes que constituyen al complejo 

multimolecular de la unión estrecha:  

1) Proteínas integrales que forman las fibrillas que unen el espacio intercelular y crean la barrera 

reguladora de permeabilidad paracelular. Entre las que encontramos a JAM (junctional adhesional 

molecule), ocludina, y a la familia de las claudinas (Furuse et al., 1993; 1998a), cuyas 

representaciones se muestran en la figura 3. 

2) Proteínas asociadas a la membrana, también conocidas como proteínas de la placa de la unión 

estrecha, que sirven como enlace entre las proteínas integrales de las fibrillas y el citoesqueleto de 

actina o moléculas citoplásmicas implicadas en procesos de señalización . Como ejemplos de éstas, 

tenemos a ZO-1(Stevenson, et al., 1986), ZO-2, ZO-3 (Fig. 4), cingulina (Fig. 5), simplekina, afadina, 

entre otras.  

3) De manera adicional, en la unión estrecha se localizan diversas proteínas citoplásmicas y 

nucleares (incluyendo proteínas reguladoras, supresores de tumores, y factores de transcripción), 

que interactúan directa o indirectamente con las proteínas asociadas a la membrana de las 

uniones estrechas para coordinar funciones tan diversas como la regulación de la permeabilidad 

paracelular a solutos, la proliferación, la diferenciación y la polaridad celular, así como la supresión 

de tumores (Schneeberger & Lynch, 2004). 
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Figura. 2 La unión estrecha contribuye a mantener la polaridad celular. a) Esquema de la unión 
estrecha. Esta unión separa los dominios apical y basolateral de la membrana celular. La estructura 
principal de la unión estrecha es una hebra proteica que se une lateralmente en los puntos de unión o 
“kissing points” con una hebra similar, localizada en la membrana de la célula adyacente, eliminando el 
espacio extracelular. b) Micrografía electrónica de criofractura de enterocitos de ratón, donde se 
observan las hebras de la unión estrecha (flechas). Mv, microvellosidades, L, Membrana lateral. Barra 

0.2 m. Tomado y adaptado de Tsukita & Furuse, 1999.  
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De entre las proteínas integrales que forman las hebras de la unión estrecha destacan la 

ocludina y las claudinas (fig. 3) por ser los componentes mayoritarios. La ocludina es una proteína 

de peso molecular de alrededor de 65 kDa; fue la primera proteína integral descrita en las uniones 

estrechas (Furuse et al., 1993). Posee cuatro dominios intermembranales, un dominio carboxilo-

terminal largo y un dominio amino-terminal corto, ambos citoplásmicos (Tsukita, et al., 2001) y 

forma dos asas extracelulares, como se puede observar en la figura 3. Se conocen dos isoformas 

de ocludina generadas por procesado (splicing) alternativo del hnRNA correspondiente (Muresan, 

et al., 2000); se cree que su función podría ser más reguladora que estructural, pues se considera 

que contribuyen a la estabilización de la unión y la función de barrera (Cummins, P. 2012), siendo 

reguladas por modificaciones postraduccionales como la fosforilación de los residuos de Ser y Thr 

(Sakakibara et al. 1997) presentes en el extremo carboxilo terminal. 

 

De manera posterior a la descripción de la ocludina, se identificó la segunda proteína 

integral de la unión estrecha, la claudina (Furuse et al., 1998), que pertenece a una familia 

proteínica cuyos genes codifican proteínas de 20 a 27 kDa. Ninguna de las secuencias reportadas 

para las claudinas, posee similitud con la ocludina. Se trata de proteínas con cuatro dominios 

transmembranales, con extremos amino y carboxilo relativamente cortos, expuestos hacia el 

citoplasma (Fig. 3). Las claudinas forman dos asas extracelulares; la primera contiene cerca de 53 

aminoácidos, y la segunda 24 aminoácidos (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 proteínas 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-específica 

(Morita et al., 1999). La funcionalidad de las claudinas se ha estudiado a partir de experimentos de 

transfección en células que normalmente no forman uniones estrechas. De esta manera, se 

concluyó que las claudinas son proteínas fundamentales para formar estas estructuras, puesto que 

la transfección de fibroblastos L con vectores de expresión que contenían las secuencias que 

codifican para las claudinas -1 y -2, condujo a la formación de hebras en los espacios de contacto 

celular (Furuse, et al., 1998b). Adicionalmente, y una vez que se identificaron otras proteínas 

pertenecientes a la familia de las claudinas (Morita et al., 1999), se realizaron experimentos de 

sobreexpresión de claudinas en células MDCK que llevaron a concluir que el tipo de claudina 

presente determina la hermeticidad o fuerza de la unión (Furuse et al., 2001). 
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Figura. 3 Proteínas transmembranales que forman parte de la unión estrecha. ocludina con 521 

residuos y un peso de 65 kDa, presenta 2 isoformas; claudinas, que poseen alrededor de 211 residuos y 

un peso de entre 22 y 24 kDa, se trata de una familia proteica con 24 miembros y JAM (junctional 

adhesional molecule), existen 4 isoformas con alrededor de 300 residuos y un peso de 40 kDa. Tomado 

de Schneeberger, E. & Lynch, R., 2004.  

 

 

 

Figura. 4 Representación de las proteínas de la familia MAGUK; ZO-1, ZO-2 y ZO-3. Se muestran los 

dominios representativos de estas proteínas (PDZ en azul, SH3 en morado y GUK en naranja) y se 

indican las proteínas que interactúan (flecha roja) con los diferentes sitios de las proteínas Zonula 

occludens. Tomado de Schneeberger, E. & Lynch, R., 2004.  
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De manera adicional, entre las proteínas de la unión estrecha, se encuentran varias 

proteínas que poseen el dominio PDZ, el cual es un dominio estructural que consta de 80–100 

aminoácidos, y participa en interacciones proteína–proteína. También se le conoce como dominio 

GLGF (glicina-leucina-glicina-fenilalanina) (Ponting, et al., 1997). Entre las proteínas membranales 

con dominio PDZ, están las pertenecientes a la familia MAGUK (Fig. 4), grupo que se distingue por 

sus dominios de unión a otras proteínas. En la unión estrecha, las proteínas de esta familia son ZO-

1 (zonula occludens-1), ZO-2 y ZO-3; identificadas de manera previa a las proteínas integrales de la 

unión estrecha (Stevenson, et al., 1986). Cada una de ellas posee tres dominios PDZ en la porción 

amino terminal mientras que en el extremo carboxilo terminal poseen dominios que permiten la 

interacción con F-actina (González-Mariscal, et al., 2000). A través de sus diferentes dominios 

interaccionan con otras proteínas de la unión estrecha (Fig. 4), aunque no es claro si estas 

interacciones pueden ser de importancia para su función biológica (McNeil, et al., 2006).  ZO-1 

contiene tres dominios PDZ, capaces de interactuar con claudinas, con ZO-2 y con JAM (Itoh et al., 

1999; Ebnet et al., 2000). Su dominio SH3 se une a una protein cinasa, y al factor de transcripción 

ZONAB (Balda et al., 1996; Balda and Matter, 2000). El dominio GUK se une a la ocludina (Furuse et 

al., 1994; Fanning et al., 1998); y el extremo C-terminal puede interactuar con actina, AF-6 y 

cingulina (Fanning et al., 1998; Cordenonsi et al., 1999).  

 

Otra proteína presente en la placa de la unión estrecha y que no posee dominios PDZ, es la 

cingulina, constituída por dos subunidades de 140 kDa cada una. Cada subunidad está formada por 

una región globular denominada cabeza, una hélice (tallo) y una pequeña región globular (cola) 

(Fig. 5). Estas dos subunidades forman un homodímero capaz de interactuar con actina, miosina y 

varias proteínas con dominios PDZ, como ZO-1 (Citi, et al., 2009), cuya interacción con cingulina 

podría ser crucial para el ensamblaje de la unión estrecha (D´Atri, et al., 2002). 
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Figura. 5 Representación de la estructura de cingulina. Se muestran sus tres regiones; cabeza, tallo y 

cola. Formada por 1368 residuos. Tomado y adaptado de Cordenonsi, M., et al., 1999.  

 

Al igual que en otros epitelios, el establecimiento del epitelio corneal va acompañado por 

la formación de uniones estrechas. En el mamífero, las proteínas de unión estrecha del epitelio 

corneal se han analizado tanto in situ como in vitro. En la rata se describió la presencia de 

ocludina, ZO-1, ZO-2 y claudina-1 (Yi, et al., 2000). Por otra parte, en la línea transformada de 

células epiteliales de cornea humana THCE, se demostró la expresión de las claudinas -1, -2, -3, -7, 

-9, -14 y -15 y una resistencia transepitelial de 100 cm2, de manera similar a cultivos primarios de 

epitelio corneal de humano donde se reportó una resistencia transepitelial de 120 cm2 (Yi et al., 

2000) y la expresión de las claudinas -1, -2, -3, -4, -7, -9, 10 y -14 (Ban et al., 2003b); in situ, no se 

expresa la claudina-10 (Ban et al., 2003a). 

 

Previamente, hemos descrito la formación de uniones estrechas funcionales en los 

estratos suprabasales de epitelios formados por la línea celular de epitelio corneal de conejo 

RCE1(5T5). Algunos componentes de la unión estrecha en este tipo celular son las claudinas -1, -2, 

-4, la ocludina y la proteína ZO-1 como lo sugieren experimentos de inmunotinción y de expresión 

de los RNA mensajeros correspondientes (Ortiz-Melo, 2009). 
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En este trabajo, utilizamos a la línea celular RCE1(5T5) de queratinocitos corneales de 

conejo (Castro-Muñozledo, 1994, 2008; Tamariz et al., 2007) como modelo experimental. Estas 

células se obtuvieron mediante el cultivo serial de queratinocitos de córnea, que después de 14 

transferencias en cultivo, sufrieron una crisis que llevó al establecimiento de una población 

heteroploide que reproduce in vitro la expresión secuencial del proceso de diferenciación 

(Castro-Muñozledo, 1994; Chen et al., 1997; Tamariz et al., 2007), observada en cultivos primarios 

de queratinocitos corneales (Schermer et al., 1989). Estas características la convierten en un 

excelente modelo para analizar los procesos de estructuración y diferenciación terminal del 

epitelio corneal de mamífero. Demostramos que las células RCE1 forman uniones estrechas 

funcionales, formadas por claudina-1, -2, -4, ocludina, cingulina y ZO-1, y que se establecen 

cuando las células forman un epitelio diferenciado. 
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo general 

Establecer el patrón de expresión de los mensajeros y de las proteínas presentes en 

la unión estrecha durante el desarrollo y formación del epitelio corneal, empleando como 

modelo experimental a la línea celular establecida RCE1(5T5),  para determinar si es factible 

utilizar a esta línea celular como modelo para estudiar la biogénesis, regulación y 

funcionalidad de las uniones estrechas en relación al proceso de diferenciación. 

 

Objetivos particulares 

1) Evaluar el patrón de expresión de los mensajeros de las proteínas de unión estrecha 

durante el desarrollo y formación del epitelio corneal. 

2) Evaluar niveles de las proteínas respectivas, y correlacionarlos con los niveles de los 

RNAm que las codifican. 

3) Inmunolocalizar las proteínas de unión estrecha durante la formación del epitelio. 

4) Evaluar el efecto de factores que puedan modular el ensamblado y/o la hermeticidad de 

la unión estrecha en epitelios formados por las células RCE1(5T5).  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cultivo de células. 

Se utilizaron cultivos de células RCE1(5T5) (Castro-Muñozledo, 1994) sembradas a una 

densidad de 2.7 x 103 células/cm2, en presencia de células alimentadoras (feeders) 3T3 

tratadas letalmente con Mitomicina C, a una densidad de 2.2 x 104 células/cm2 (Rheinwald, 

1980). Todos los cultivos provienen de un banco desarrollado en el laboratorio. El medio de 

cultivo utilizado fue la mezcla DMEM-F12-Ham (3:1) suplementada con 5% (v/v) de suero 

fetal de bovino, 5g•ml-1 de insulina, 0.4 g•ml-1 de hidrocortisona, 2 x 10-9M 

triiodotironina, 1 x 10-10M toxina del cólera y 10 ng•ml-1 de factor de crecimiento epidermal 

(EGF). Todos los cultivos se incubaron a 36° C en atmósfera húmeda de 10% CO2 – 90% aire. 

El medio de cultivo fue cambiado diariamente. Para los tratamientos sin EGF y con Ácido 

Retinoico (RA), las células RCE1(5T5) se cultivaron hasta alcanzar la confluencia en medio 

conteniendo EGF. Un día después de la confluencia (7° de cultivo), las células se cambiaron a 

las tratamientos indicados: 

Control: Las células se mantuvieron en las mismas condiciones que al inicio del 

experimento. 

Sin EGF: Medio DMEM-F12-Ham  (3:1) suplementado con 5% (v/v) de suero fetal de bovino, 

5g•ml-1 de insulina, 0.4 g•ml-1 de hidrocortisona, 2 x 10-9M triiodotironina, 

 1 x 10-10M toxina del cólera.  

RA 0.1, 1 y 10 M: Medio DMEM-F12-Ham (3:1) suplementado con 5% (v/v) de suero fetal 

de bovino, 5g•ml-1 de insulina, 0.4 g•ml-1 de hidrocortisona, 2 x 10-9M triiodotironina, 1 x 

10-10M toxina del cólera y 10 ng•ml-1 de factor de crecimiento epidermal (EGF) + 1 x 10-7M, 1 

x 10-6M o 1 x 10-5M de Ácido Retinoico (all-trans-Retinoic acid, Sigma-Aldrich, USA). 

En todos los casos, el medio de cultivo se cambió diariamente con medio fresco.   
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Anticuerpos 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos; un anticuerpo policlonal de conejo contra un 

péptido sintético correspondiente a la región C-terminal de la claudina-1 de humano/ratón 

(Cat. 71-7800; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), un anticuerpo monoclonal de ratón, hecho 

contra un péptido sintético que corresponde una secuencia de 22 aminoácidos de la región 

C-terminal de la claudina-4 humana (Cat. 32-9400, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), un 

anticuerpo policlonal de conejo contra la región C-terminal de cingulina de pollo (Cat. 36-

4401, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), un anticuerpo monoclonal de ratón anti-Actina 

(amablemente donado por el Dr. José Manuel Hernández del Departamento de Biología 

Celular del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del I.P.N.), un anticuerpo 

monoclonal hecho contra una proteína de fusión con 150 aminoácidos del extremo C-

terminal de la ocludina humana, conjugado con Fluoresceina (Zymed, Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) y un anticuerpo monoclonal de ratón, hecho contra una proteína de fusión que 

contiene los aminoácidos 334-634 de la proteína ZO-1 de humano, conjugado con 

Fluoresceína (Zymed, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

 

Se utilizaron también; un anticuerpo anti IgG de conejo marcado con biotina (Biotin-XX goat 

anti-rabbit IgG, Cat. B2770, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), un anticuerpo anti IgG de ratón 

marcado con biotina, (Biotin-XX goat anti-mouse IgG, Cat. B2763, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) y un anticuerpo anti IgG de conejo marcado con Alexa Fluor 488, , (Cat. A11008, 

Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Además se empleó estreptavidina-FITC 

(Vector Laboratorios, Burlingame, CA, USA), estreptavidina-Texas Red (Vector Laboratorios, 

Burlingame, CA, USA), estreptavidina-HRP (Vector Laboratories, Burlingame),Rodamina-

faloidina (Molecular Probes, Inc.Eugene, OR), Vectashield, medio de montaje para 

fluorescencia con y sin yoduro de propidio (PI) (Vector Laboratorios, Burlingame, CA, USA).  
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Microscopía electrónica de transmisión. 

Se utilizaron cultivos de células RCE1(5T5) de 8 y 10 días, En éstos, se realizó la búsqueda de 

uniones estrechas mediante microscopía electrónica de transmisión. Las células se fijaron 

por 1 hora con glutaraldehído 2.5% (v/v) en cacodilato de sodio 0.1M; se postfijaron en 

tetróxido de osmio 1% (w/v) con o sin Rojo de Rutenio (0.2 mg/ml) y se embebieron en 

Epon 812. Se obtuvieron cortes finos que se contrastaron con acetato de uranilo y se 

analizaron en un microscopio electrónico FEI Morgagni 268D. 

 

Medición de Resistencia Eléctrica Transepitelial. 

Las células RCE1(5T5) se sembraron en insertos de cultivo con una membrana de poliéster 

de 6.5 mm de diámetro (0.33cm2 de superficie) y con 0.4 m de tamaño de poro (Transwell, 

Costar, Corning, USA), y colocados sobre multiplatos de 24 pozos. Para el experimento de 

resistencia transepitelial en presencia de ácido retinoico (Fig. 12), se utilizaron insertos de 

cultivo con una membrana de policarbonato de 6.5 mm de diámetro (0.33cm2 de superficie) 

y con 8.0 m de tamaño de poro (Costar, MA, USA), y colocados sobre multiplatos de 24 

pozos. La resistencia eléctrica transepitelial (TER) se midió, mediante un voltímetro epitelial 

EVOM (World Precision Instruments, FL, USA). Las medidas se registraron por duplicado en 

cada uno de los insertos. Los valores de TER se calcularon tomando en cuenta el área de 

cultivo y sustrayendo la contribución de la membrana con fibroblastos 3T3 confluentes 

empleados como testigo negativo e incapaces de formar uniones estrechas. 

 

Ensayo de flujo paracelular-marcador de biotina  

Se utilizaron células RCE1(5T5) sembradas en cajas de 35 mm con cubreobjetos.  Al llegar al 

día 7 o 14 en cultivo, se lavaron las células tres veces con PBS 1X con MgCl2 1 mM y CaCl2 1 

mM, y se agregó 1mg/ml de EZ-Link Sulfo-NHS-LC-biotin (Pierce, USA) disuelto en PBS 1X 

con MgCl2 1 mM y CaCl2 1 mM. Se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente y 

posteriormente se lavaron tres veces con PBS 1X (con MgCl21 mM y CaCl21 mM) + Glicina 

100 mM. Los cultivos se fijaron con metanol absoluto frío, por 5 min a -20° C, se lavaron con 

PBS 1X. Posteriormente, se procedió al bloqueo por 1 h a temperatura ambiente con BSA 

5% y se incubó con el anticuerpo anti-claudina-1 a una dilución 1:50 por dos horas o con 
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rodamina-faloidina para hacer visible el citoesqueleto de actina y observar los contornos 

celulares. La inmunotinción de claudina-1 se hizo evidente por incubación con el anticuerpo 

secundario dirigido contra IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 488, por 1 h a 

temperatura ambiente, se lavó y después se incubó con Texas Red Streptavidin o con FITC 

Streptavidin, para reconocer los sitios de biotinilación. Todas las muestras se montaron en 

Vectashield, medio de montaje protector de fluorescencia (Vector Laboratorios, Burlingame, 

CA, USA). 

 

Medida del flujo paracelular de inulina en células RCE1 

Las células RCE1(5T5) fueron sembradas en insertos de cultivo con una membrana de 

poliéster de 6.5 mm de diámetro (0.33cm2 de superficie) y con 0.4 m de tamaño de poro 

(Transwell, Costar, Corning, USA), y colocados sobre multiplatos de 24 pozos. Una vez que 

las células estratificaron (10 días en cultivo), se añadió medio conteniendo 500 μg/ml de 

inulina-FITC (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) en el medio apical. El flujo de inulina se midió 24 

horas después de adicionar la inulina al medio, para ello se tomaron alícuotas de 100 l de 

medio de la parte basal y apical. Se utilizó un volumen igual de medio como control. La 

fluorescencia se midió utilizando un lector de microplacas Synergy HT Multi-Mode (BioTek 

Instruments, New Jersey, USA). Las medidas se registraron por duplicado y el flujo 

unidireccional de inulina al compartimento basal se calculó como el porcentaje de inulina 

administrado en el compartimento apical por cm2 de epitelio. Se emplearon fibroblastos 3T3 

confluentes como control.  

 

Inmunolocalización  

Las células se cultivaron sobre cubreobjetos de vidrio de 18 x 18 mm, hasta los 12 días (7 

días post-confluencia) y se fijaron con metanol absoluto frío (-20° C) por 5 min. Se lavaron 

con PBS y se incubaron con albúmina sérica de bovino (BSA) 5% por 1 hora a temperatura 

ambiente para bloquear la unión inespecífica del anticuerpo. Posteriormente, se incubaron 

con el anticuerpo específico 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 correspondiente por 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron 6 
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veces con PBS 1X. Finalmente se montaron en Vectashield, medio de montaje para 

fluorescencia con o sin yoduro de propidio (PI). Las laminillas se examinaron en un 

microscopio confocal, con sistema multifotón de alta velocidad Leica, modelo TCS SP2 (Leica 

Microsystems, GmbH, Wetzlar, GER). 

 

RT-PCR 

Aislamiento de RNA total. 

Se realizaron extracciones de RNA total a diferentes tiempos en cultivo (3 a 12 días en 

cultivo) de células RCE1 cultivadas en cajas de 60 mm de diámetro. Los cultivos se lavaron 

dos veces con PBS 1X y se lisaron directamente con Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 

5 min. Se añadió cloroformo, incubando por 3 min. a temperatura ambiente, se centrifugó a 

12000 x g por 15 min a 4°C. Se precipitaron los ácidos nucleicos con isopropanol 

centrifugando a 12000 xg durante 10 min a 4°C y se lavó la pastilla formada, con etanol al 

75% (v/v), se centrifugó a 7500 x g por 5 min. Finalmente se resuspendió en agua libre de 

DNAsas y RNAsas y se cuantificó el RNA. La integridad de las muestras de RNA se examinó 

verificando la presencia de los mRNAs ribosomales 28S y 18S, después de separar 2 g de 

RNA total en geles de agarosa al 1%(p/v) con 0.5 mg/ml de EtBr e Isotiocianato de Guanidina 

a una concentración final de 1.25 mM. 

 

Síntesis de cDNA. 

La síntesis de DNA complementario (cDNA) de los RNAs mensajeros se realizó a partir de 5 

g de RNA total, y en la presencia de 0.5 g de oligo (dT). Para ello se empleó transcriptasa 

reversa (SuperScript II; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Se incubó a 42° C por 50 min e inactivó la reacción a 70°C por 15 min. Para evitar 

la hibridación entre el RNA total y el DNA complementario se agregó 1 l de RNasa H 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se incubó a 37°C durante 20 min para eliminar el RNA. 
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Cuadro 1. Oligonucléotidos empleados para el RT-PCR semicuantitativo en células RCE1. 

Números de acceso de GenBank (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). * Yi, et al. (2000); °Go, et 
al. (2006); ^García-Villegas, et al. (2007). 

 

 

 

 

  

Nombre 
Secuencia (5'- 3-) No. de Acceso Tamaño del producto 

Claudina-1 ATC GTG ACC GCC CM GCC A OQ993356 404 bp 
AGA GM GCA GCA GCC CAG CCA GT 

'Claudina-2 ACA CAC AGC ACA GGC ATC AC AF072128 319 bp 
TCT CCA ATC TCA MT TIC ATG C 

Claudina-3 CAT CGT GTG CTG CGC CCTTCC C AF087821 445 bp 
AGC CCA GCC CAC GTA CM CCC AGC 

'Claudina-4 TGG ATG MC TGC GTG GTG CAG AF087822 361 bp 
GAG GCG GCC CAG CCG ACG TA 

'Claudina-7 AGT GGC AGA TGA GCT CCT ATG AJ011497 364 bp 
GTI ATA AAA GTC TGT GAC MT CT 

ZO-1 GTC TGC CAT TAC ACG GTC CT NM_009386 172 bp 
TGG AGA TGA GGC TIC TGC TI 

·ZO-1 CGG TCC TCTGAG CCTGTA AG NM_009386 435 bp 
GGA TCT ACA TGC GAC GAC M 

Ocludina GAG GAC TGG GTC AGG GM TA NM_008756 197 bp 
TCA GCA GCA GCC ATG TAC TC 

Cingulina GAC AGT TCT GCA GTC CAC CA NM_001037711 107 bp 
TAG CTG GTC CTI CTG GTC GT 

' PRPO GCA GGT GTI TGA CM TGG CAG C XM_535894 231 bp 
GCC TIG ACC TTI TCA GCA AGT GG 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para el RT-PCR semicuantitativo se utilizaron primers para PRP0, (un gen ribosomal, cuyos 

niveles se mantienen constantes durante el crecimiento y la diferenciación de las células 

(García-Villegas et al., 2009), por lo que se utilizó como control interno. Se usaron también 

los primers para claudina-2, -4 y -7 descritos por Yi, et al. (2000) y para ZO-1 descritos por 

Go, et al. (2006), además de otros primers para claudina-1, claudina-3, ZO-1, ocludina y 

cingulina diseñados en base a las secuencias mencionadas en el cuadro 1. 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realizó con el cDNA sintetizado a partir del 

RNA total, en una mezcla de reacción con volumen de 50 l, utilizando el kit Taq PCR Core 

Kit (QIAGEN, GmbH, GER). Los parámetros de amplificación fueron los siguientes: 

desnaturalización 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y extensión a 72°C por 1 

min durante 30 ciclos. Para evaluar los productos obtenidos, se realizó electroforesis en 

geles de agarosa al 2%(p/v) con 0.5 mg/ml de bromuro de etidio (EtBr), colocando 5 l de la 

reacción de PCR por pozo. 

 

Western Blot 

Extracción de proteínas totales 

Se realizaron extracciones de proteínas totales a diferentes tiempos en cultivo (3 a 12 días 

en cultivo) de células RCE1(5T5). Las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente 

fueron lisadas en buffer RIPA (Tritón X-100 1% (v/v), deoxicolato de sodio 1% (w/v), SDS 

0.1% (w/v), NaCl 158 mM, EDTA 5 mM, Tris 10 mM, pH 7.2.) en presencia de inhibidores de 

proteasas (Complete Mini, Roche, Mannheim, GER). El lisado celular obtenido se sonicó por 

30 seg y se centrifugó en frío para recolectar el sobrenadante, el cual se dividió en alícuotas. 

Las proteínas se cuantificaron por el método de Lowry y col. (1951), utilizando albúmina 

bovina como referencia.  
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SDS-PAGE y Western Blot 

Se realizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5 y 20%, aplicando 20 g de 

proteína por carril. Al terminar la corrida se realizó la electrotransferencia de los geles a 

membranas de nitrocelulosa (Millipore, Massachusetts, U.S.A.), que se sometieron a una 

tinción reversible con Rojo de Ponceau-S 0.5% (w/v) en ácido acético al 1%(v/v), para 

confirmar que la transferencia fuera exitosa. Después de lavarlas con agua se realizó el 

bloqueo con leche descremada al 5% en PBS por 1.5 horas y se incubaron con el anticuerpo 

primario; anti-claudina-1, o anti-claudina-4, dilución 1:200; anti-cingulina, o anti-actina a 

una dilución 1:500, por 2 horas; se lavaron con Tween 0.05%(v/v) en PBS (PBS-Tween) y se 

incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora, se lavaron 

nuevamente con PBS-Tween, se incubaron con estreptavidina-HRP por 30 min, se lavaron 

con PBS-Tween y finalmente se realizó la detección con una solución de 3,3,-

diaminobencidina tetrahidroclorada (0.4 mg/mL) disuelta en PBS, conteniendo 0.08% de 

peróxido de hidrógeno. 

 

Análisis Densitométrico. 

Para los experimentos de Western blot, las membranas de nitrocelulosa fueron 

fotodocumentadas y las bandas se cuantificaron por análisis densitométrico con el software 

Quantity One Versión 4.5.0 (BIO-RAD Hercules, CA, USA). La cantidad relativa fue 

normalizada con respecto a los niveles de actina. De manera similar, en los experimentos de 

PCR, los amplicones fueron cuantificados por análisis densitométrico de los geles teñidos 

con Bromuro de etidio. En todos los casos, la cantidad de producto de PCR fue normalizada 

con respecto a los niveles de PRP0. 
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RESULTADOS 

 

Las células RCE1 forman epitelios con uniones estrechas funcionales 

 

Evidenciamos por microscopía electrónica de transmisión la presencia de uniones estrechas 

en epitelios formados por células RCE1(5T5) (Fig. 6). Para esto utilizamos cultivos de 8 días 

(Fig. 6; A-D) y cultivos de 10 días (Fig. 6; E-H), estos últimos fueron postfijados en tetróxido 

de osmio con Rojo de Rutenio (0.2 mg/ml) para corroborar que las estructuras observadas 

se trataran de uniones estrechas, ya que si éstas no están presentes, este compuesto puede 

atravesar el epitelio por la vía paracelular. Observamos que las células RCE1(5T5) formaron 

epitelios con 3-4 capas de células, con una capa basal de morfología cuboidal y capas 

suprabasales de morfología más alargada y aplanada. En estos epitelios formados por 

células RCE1 de 8 y 10 días en cultivo, encontramos uniones estrechas (Fig. 6, flechas) en las 

capas más suprabasales.  

 

Por otra parte, para determinar si estas uniones estrechas eran funcionales 

medimos la resistencia eléctrica transepitelial en epitelios formados por células RCE1(5T5); 

como testigo positivo utilizamos epitelios formados por células MDCK, caracterizadas por 

sus altos valores de resistencia transepitelial (Barker & Simmons, 1981) Los resultados 

confirmaron que las células RCE1(5T5) poseen uniones estrechas funcionales, aun cuando 

no forman un epitelio tan hermético como el constituido por las células MDCK (Fig. 7), que 

presentan una TER que se considera alta (Cuadro 2). Los epitelios formados por células RCE1 

presentan una TER considerada como moderada, comparada con valores de TER de otros 

epitelios (Cuadro 2). 
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Figura. 6 Micrografía electrónica de transmisión de epitelios formados por células RCE1.  

A-D) Las uniones estrechas (flechas) se encuentran sólo en la capa más apical. A) Núcleos de las 
dos células adyacentes (N) y un desmosoma entre las dos células (d). D)Se pueden distinguir 
gránulos y filamentos de queratina (*). E-H) Las células fueron postfijadas en tetróxido de osmio 
1% con Rojo de Rutenio (0.2 mg/ml). Se observan uniones estrechas (flechas), por donde no 
puede atravesar el rojo de rutenio.  
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Figura. 7 Medida de la Resistencia Transepitelial (TER) en células RCE1 y MDCK.  Se confirmó que los 

epitelios formados por células RCE1 poseen uniones estrechas funcionales.  

 

 

 

Posteriormente, con el propósito de conocer la cinética de estructuración de las uniones 

estrechas durante la diferenciación del epitelio corneal, medimos la resistencia transepitelial a 

partir del quinto día en cultivo y hasta alcanzar los 17 días en cultivo (no se muestra). En estos 

experimentos, las células RCE1(5T5) alcanzaron la confluencia el día 6 en cultivo; la resistencia 

transepitelial se mantuvo en niveles basales en los primeros días del experimento y hasta el día 6 

en cultivo (Fig. 8). Sin embargo, una vez constituido el epitelio, la resistencia transepitelial inició un 

incremento paulatino (día 7 en cultivo), hasta estabilizarse 6 días después (13 días en cultivo).  De 

esta manera, la resistencia transepitelial del epitelio formado por células RCE1(5T5), va de 46 + 

17 cm2 a los 5 días en cultivo hasta alcanzar 198 + 40 cm2 a los 13 días en cultivo (Fig. 8), 

valores que son comparables a los reportados para epitelio corneal en humano (Cuadro 2).  
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Figura. 8. Medida de la resistencia transepitelial durante el cultivo de células RCE1. La resistencia 

transepitelial aumentó conforme pasaban los días en cultivo, a partir de que las células alcanzaron 

confluencia (flecha). 

 

 

 

Cuadro 2. Comparación de Resistencia Transepitelial entre varios epitelios. La clasificación fue 

establecida de manera arbitraria, con base en Inai, et al., 2007.  
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Para examinar con mayor detalle la funcionalidad de las uniones estrechas formadas por 

las células RCE1(5T5), realizamos un ensayo de seguimiento del flujo paracelular de un compuesto 

de bajo peso molecular, utilizado para conjugar biotina a las proteínas de la superficie celular. Para 

esto, se añadió sobre el compartimento apical de epitelios formados por células RCE1(5T5) de 7 y 

14 días en cultivo, el compuesto sulfo-NHS-LC-biotin. Posteriormente, se examinó la localización 

de las proteínas conjugadas a biotina mediante estreptavidina fluoresceinada o marcada con Texas 

Red. El rastro de la biotinilación se siguió por microscopía confocal (Fig. 9). Esto nos permitió 

comprobar que los epitelios formados por células RCE1 poseen uniones estrechas que son 

funcionales, ya que no permiten el paso paracelular del compuesto como se puede observar en la 

Figura 9, en donde se observan cortes ópticos transversales del cultivo, en verde se observa 

claudina-1 y en rojo se observa el paso del compuesto (Figura 9 B, C, D, J, K y L), el cuál sólo se 

observa en la superficie del epitelio y no atravesando la vía paracelular. A los 7 días en cultivo (Fig. 

9, A-D), claudina-1 se encuentra localizada en los bordes de la célula, y también de manera difusa 

en el citoplasma de las células (Fig. 9 A), y no hay paso del compuesto (rojo) por la vía paracelular. 

A los 14 días en cultivo (Fig. 9; E-L) tampoco se observa paso paracelular del marcador y claudina-1 

se encuentra localizada más específicamente en los bordes de las células suprabasales más 

externas (Fig. 9 I). En la figura 9, E-H se muestra la vista superior (Fig. 9E) y cortes ópticos 

transversales (Fig. 9, F-H) de un epitelio formado por células RCE1 a 14 días en cultivo, en verde el 

marcador de biotina, reconocido con estreptavidina-FITC y en rojo el citoesqueleto de actina 

teñido con rodamina-faloidina, para mostrar los límites de las células. 
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Figura. 9 Ensayo de flujo paracelular-marcador de biotina. (A, E, I) Vista superior del cultivo. El cuadro punteado marca la zona donde se realizó el 

acercamiento. Barra = 40m, B-D) Corte transversal del epitelio a los 7 días en cultivo. Claudina-1 (verde) se observa hacia los bordes de la célula y en 

citoplasma. Biotina (rojo) en la superficie celular, sin poder penetrar la vía paracelular. E-H) Corte transversal del epitelio a los 14 días en cultivo. 

Claudina-1 (verde) se observa hacia los bordes de la célula. Biotina (rojo) marcando las proteínas de superficie, la biotina no pudo penetrar la vía 

paracelular. (B-D, F-H) Barra = 16m. D, H) Canales sobrelapados, se observa que la biotina no atraviesa por la vía paracelular. Barra = 20m. 
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Las células RCE1 expresan las proteínas de unión estrecha claudina-1, -2, -4, ocludina, ZO-1 y 

cingulina 

 

Examinamos experimentos de inmunotinción de algunas de las proteínas que constituyen 

a la unión estrecha en epitelios formados por las células RCE1(5T5) después de 9 días en cultivo, 

para determinar si estas proteínas se encontraban en los epitelios y conocer su localización. Así 

observamos que la claudina-1 (cldn-1), la ocludina (ocln) y ZO-1 (zonula occludens-1) y -catenina, 

proteína que forma parte de la unión adherente, se encuentran en las caras laterales de la región 

apical de las células, donde se localizan las uniones estrechas (Fig. 10). Como se observa en la 

figura 10A, -catenina se observó en las uniones célula-célula. De igual manera, ocludina se 

localiza en los bordes de las células suprabasales, donde forma una banda continua que delimita el 

borde celular (Fig. 10 B, C, F y G); y claudina-1 se observa formando una línea continua en los 

bordes de células suprabasales (Fig. 10 E). Por otra parte, ZO-1 se observa tanto en los bordes 

celulares, como en el citoplasma en células RCE1(5T5) (Fig. 10 D). 

 

 También, examinamos si los epitelios formados por las células RCE1(5T5) expresan los 

mensajeros que codifican a diferentes claudinas (cldn-1,-2,-3,-4,-7) previamente reportadas en el 

epitelio corneal de humano y de rata (Yi et al., 2000; Ban et al., 2003b). Para ello, cultivos de 

células RCE1(5T5) se mantuvieron hasta el  día 12 de cultivo y se extrajo el RNA total para 

determinar la presencia de los mensajeros correspondientes, mediante PCR de punto final. Los 

resultados nos muestran que las células expresan a las claudinas -1, -2 y -4 (Fig. 11 A). Asimismo, 

determinamos la expresión de los mensajeros que codifican para otras proteínas críticas en la 

formación de la unión estrecha: ocludina, ZO-1 y cingulina (cgn) (Fig. 11 B y C). En conjunto, los 

resultados nos permiten concluir que los epitelios formados por las células RCE1(5T5) expresan las 

proteínas necesarias para ensamblar la unión estrecha y constituir barreras epiteliales. En 

particular, estos resultados fueron apoyados fuertemente por evidencia obtenida de experimentos 

de inmunotransferencia que demuestran que los epitelios contienen a la claudina-1, -4 y a la 

cingulina (Fig. 11D). 
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Fig. 10 Inmunolocalización de proteínas de unión estrecha en cultivos de células RCE1(5T5).  

A) -catenina, presente en uniones adherentes. B) Ocludina, se localiza en los bordes de la célula y en citoplasma, células RCE1 de 7 días en cultivo. C) 
Cldn-4, D) ZO-1, se localizan en los bordes de las células RCE1 de 14 días en cultivo.  E) Claudina-1, se localiza en los bordes de las células y citoplasma, 
cultivos de células de 14 días. F) Cgn, se encuentra localizada en los bordes de las células RCE1 de 14 días en cultivo. G-J) Corteóptico transversal del 
epitelio, se observan las proteínas de unión estrecha ocln (G),cldn-4 (I), cgn (H) y cldn-1 (J)en los sitios de unión (flechas). Núcleos contrastados en rojo 

(G) o en azul (C,D,F,H,I,J).Barra: (A-D) 20 m, (E-F) 40 m, (G) 8m, (H-J) 25m. 
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Fig. 11 Expresión de proteínas de unión estrecha en células RCE1. A)Análisis de la expresión de 

claudinas mediante RT-PCR de punto final. Se obtuvo el RNA total de cultivos de células RCE1(5T5) 12 

días después de la siembra. Se muestra claudina-1, amplicón de 404 pb; claudina-2, amplicón de 319 

pb; claudina-4, amplicón de 361 pb. Debe notarse que no se detectaron los amplificados 

correspondientes a claudina-3, de 445 pb y a claudina-7, de 364 pb, por lo que se utilizaron como 

control positivo extractos de RNA total de riñón de ratón(m-kidney). En B) ocludina, (amplicón de 197 

pb), cingulina (amplicón de 107 pb), cultivos de células RCE1(5T5) a los 12 días en cultivo, cuando las 

células han formado un epitelio estratificado con 4 a 5 capas de células. En C) se presenta el amplicón 

de ZO-1 ( 435 pb), a los mismos tiempos de cultivo. Tanto en B como en C, se muestra PRP0 que se 

utilizó como marcador interno y corresponde a una molécula cuya expresión no cambia durante el 

crecimiento y la diferenciación del epitelio corneal. (MM) Marcador de peso molecular de 100-1000 bp. 

D) Análisis del extracto total de proteínas de células RCE1(5T5) de 12 días en cultivo, por electroforesis 

en geles de poliacrilamida-SDS al 7.5% y 12.5%. Carril MM corresponde a los marcadores de peso 

molecular de 10-160 kDa; el carril 2 y 3 presentan la tinción con azul de Coomasie; Carril 8: marcadores 

de peso molecular (MM) de 10-220 kDa. Los carriles 4, 6 y 9 presentan la inmunodetección de cldn-1, 

cldn-4 y cingulina por western blot. Los carriles 5, 7 y 10 presentan la ausencia de tinción cuando no se 

incuba con el anticuerpo primario (control negativo).  
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Una vez demostrado que las células RCE1(5T5) expresan componentes de la unión 

estrecha, procedimos a establecer por RT-PCR semicuantitativo la cinética de expresión de los 

mensajeros que codifican para claudina-1, claudina-2, claudina-4, ocludina, ZO-1, y cingulina, 

durante la fase de crecimiento y durante la diferenciación de las células RCE1(5T5). Las figuras 12 y 

13 ilustran los patrones de expresión de los componentes de la unión estrecha; de manera 

adicional, se determinaron los niveles de las proteínas correspondientes en experimentos de 

western blot. Cabe señalar que los anticuerpos anti-claudina-2, anti-ocludina y anti-ZO-1, no 

fueron adecuados para los ensayos de inmunodetección por lo que no se presentan resultados 

sobre el cambio en los niveles de estas proteínas a lo largo del tiempo en cultivo. 

 

Como se puede apreciar en las figuras 12 y 13, los niveles de mRNA que codifican a 

claudina-1 (Fig. 12A), ocludina (Fig. 13A) y ZO-1 (Fig. 13B), así como los niveles de la proteína 

claudina-1 (fig. 12B) se mantuvieron estables desde los primeros días en cultivo hasta que se 

formó el epitelio. En contraste, los niveles del mRNA que codifica a claudina-2 se mantuvieron 

constantes entre el día 3 y 6 en cultivo, para posteriormente aumentar a partir del día 7 en cultivo, 

una vez que el epitelio está confluente, y alcanzar un pico máximo el día 8, y después disminuir 

ligeramente y mantenerse constantes del día 9 al 12 en cultivo. Por otra parte, los niveles de 

mRNA y proteína de cldn-4 (Fig. 12C y D) aumentaron paulatinamente desde el día 3 hasta el día 7; 

a partir de este día, el mRNA de claudina-4 se mantienen constante (Fig. 12C), mientras que los 

niveles de proteína continúan aumentando hasta llegar a niveles máximos el día 10 en cultivo, 

cuando han aumentado cerca de 2 veces con respecto a los valores que se encuentran en los 

cultivos en el período comprendido entre el día 3 y 6 en cultivo (Fig. 12D). 

 

De manera importante, los niveles de mRNA de cingulina (Fig. 13C) aumentaron 

paulatinamente del día 3 a 6 en cultivo, donde casi duplican el valor inicial (día 3) y posteriormente 

se mantienen estables. Sin embargo, la proteína no es detectable entre los días 3 a 5 en cultivo. 

Sin embargo, una vez que las células alcanzaron la confluencia (día 6 en cultivo), cingulina se 

inmunodetectó hasta alcanzar los valores más altos al finalizar el experimento (día 12 de cultivo), 

(Fig. 13D). Cabe señalar que el cambio en los niveles de cingulina correlaciona con el aumento en 

la resistencia transepitelial (Fig. 12F y 13E). 
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Fig. 12 Cinética de expresión de claudina-1, claudina-2 y claudina-4 durante el crecimiento y diferenciación de las células RCE1(5T5).  

Niveles relativos del (A) mensajero que codifica a la claudina-1 y (B) la proteína correspondiente. Nótese que esta molécula no cambia significativamente 
sus niveles. Por otra parte, (C) muestra los niveles relativos del mensajero que codifica a la claudina-4 y (D) los niveles de la proteína correspondiente. Es 
importante señalar que mientras el mensajero se mantuvo estable, la proteína aumento de niveles basales encontrados en los días 3 a 6 en cultivo; 
posteriormente la proteína aumentó hasta 3 veces los niveles encontrados durante la fase de crecimiento exponencial. En E) se presentan los niveles 
relativos del mensajero de la claudina-2. Tanto el aumento en los niveles de claudina-4 y del mensajero de claudina-2 se inició de manera simultánea al 
aumento en la resistencia transepitelial (F), que indica el ensamblaje de la unión estrecha. La flecha indica el momento en que las células alcanzan la 
confluencia.  
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Fig. 13 Cinética de expresión de ocludina, ZO-1 y cingulina durante el crecimiento y diferenciación de las células RCE1(5T5). Se presenta el cambio 
en los niveles de los mensajeros que codifican a la ocludina (A), a ZO-1 (B), y a cingulina (C). Es notable el cambio tan marcado en los niveles de la 
proteína cingulina (D), que durante la fase de crecimiento exponencial no se inmunodetectó a pesar de que el mensajero correspondiente aumentó 2 
veces cuando las células alcanzaron la confluencia. De igual manera que en la figura 13, en (F) se presentan los valores de resistencia transepitelial 
durante el crecimiento de células RCE1(5T5). Al igual que en el caso de la claudina-2, el aumento en cingulina coincide con el inicio en el cambio de la 
resistencia transepitelial. La flecha indica el momento en que las células alcanzan la confluencia.  
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La unión estrecha de epitelios formados por células RCE1 se puede modular 

 

Como parte de los objetivos del trabajo, evaluamos el efecto de algunos factores que 

pudieran modular la hermeticidad de la unión estrecha en epitelios formados por las células 

RCE1(5T5). Para ello , probamos los efectos de dos diferentes condiciones de cultivo que afectan el 

crecimiento y/o la diferenciación del epitelio corneal: la ausencia del factor de crecimiento 

epidermal (EGF) o la adición de ácido retinoico (RA). Para ello, cultivos de células RCE1(5T5) con un 

día de post-confluencia (7 días en cultivo), se mantuvieron en medio conteniendo 10 ng/ml de 

EGF, o bien en medio sin el factor de crecimiento (testigo negativo). La resistencia transepitelial se 

determinó el día que se inició el tratamiento con EGF, y posteriormente se midió todos los días 

hasta alcanzar los 5 o 7 días de tratamiento (día 12 o 14 en cultivo). Asimismo realizamos la 

inmunolocalización de claudina-1 en células tratadas de la misma manera durante dos días (día 7 a 

día 9 en cultivo). Como se puede observar en la figura 14, la estimulación de los cultivos con 

10 ng/ml de EGF promovió un aumento en la resistencia transepitelial de los epitelios formados 

por las células RCE1(5T5) (Fig. 14 C; Con EGF), en comparación con los epitelios no estimulados con 

el factor de crecimiento (Fig. 14 C; Sin EGF). El tratamiento con EGF, además de incrementar la 

resistencia transepitelial llevó a cambios en la localización de claudina-1, que mostró una 

inmunolocalización más uniforme rodeando a las células por completo (Fig. 14 B), en contraste con 

los cultivos no tratados con el factor de crecimiento (Control), donde se apreció una tinción con 

muchas más discontinuidades (Fig. 14 A). Al evaluar los niveles de expresión de los mRNAs que 

codifican a las proteínas de unión estrecha; claudina-1, -2, -4, ocludina, ZO-1 y cingulina por medio 

de RT-PCR semicuantitativo y los niveles de expresión relativos de las proteínas claudina-1, -4 y 

cingulina por Western Blot, observamos que la presencia de EGF en el medio de cultivo no 

promueve cambios significativos en los niveles de expresión de los mensajeros (Fig. 15) y proteínas 

(Fig. 16) en comparación con los niveles de mRNAS y proteínas de epitelios no estimulados con 

EGF. 
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Fig. 14. Efecto del factor de crecimiento epidermal (EGF) sobre la unión estrecha en epitelios formados 

por células RCE1. Cultivos un día post-confluentes de células RCE1(5T5) fueron estimulados con  

10 ng/ml de EGF; 5 días después, se evaluó la integridad de la unión estrecha por inmunotinción con 

anticuerpos contra claudina 1, y por determinación de los niveles de resistencia transepitelial. 

Inmunolocalización de claudina-1, nótese el patrón discontinuo observado tanto en (A) cultivos control 

que no recibieron estimulación con EGF, como en (B) los cultivos tratados con 10 ng/ml EGF. La 

discontinuidad de la tinción de claudina-1 fue mayor en los cultivos no tratados con el factor de 

crecimiento. C) Valores de resistencia transepitelial de epitelios formados por células RCE1 cultivadas en 

ausencia (izquierda) o presencia (derecha) de EGF en el medio de cultivo. 
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Figura 15. Niveles relativos de los mRNAs que codifican para las proteínas de unión estrecha, en células 

RCE1(5T5) cultivadas en ausencia o presencia de 10 ng/ml de EGF. Las células con 24 h de confluencia, 

se estimularon con el factor de crecimiento epidermal durante dos días. Se muestran los promedios de 4 

repeticiones. 
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Figura 16. Niveles relativos de las proteínas de unión estrecha claudina-1, claudina-4 y cingulina, en 

células RCE1 cultivadas en ausencia o en presencia de 10 ng/ml de EGF. Las células con 24 h de 

confluencia, se estimularon con el factor de crecimiento epidermal. Se muestran los promedios de 4 

repeticiones.  
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Por otro lado, estudiamos el efecto del ácido retinoico, molécula que modula la expresión 

del proceso de diferenciación de diferentes epitelios (Kim, et al., 2012), sobre la integridad de la 

barrera epitelial formada por las células RCE1(5T5). Las células se cultivaron en presencia de 

concentraciones de 0.1, 1.0 y 10 M ácido retinoico una vez que llegaron a confluencia. Los 

cultivos controles consistieron en células que crecieron y diferenciaron en medio sin el retinoide. 

En todos los casos, la resistencia transepitelial se registró diariamente para cada una de las 

condiciones utilizadas. En estos experimentos, observamos que la resistencia transepitelial 

disminuye cuando las células se suplementan en medio conteniendo ácido retinoico, en contraste 

con los cultivos suplementados con medio sin el retinoide, donde se observó un aumento en la 

resistencia transepitelial una vez que las células llegaron a confluencia (Fig. 17, E). El efecto del 

retinoide fue proporcional a la concentración utilizada en el tratamiento de los epitelios. Por otra 

parte, la localización de claudina-1 también se ve afectada por la presencia de ácido retinoico, ésta 

presenta un patrón discontinuo en los bordes de la célula, a diferencia de las células no tratadas 

con el retinoide, donde la distribución de la claudina-1 mostró una distribución uniforme típica, 

rodeando casi por completo a todas las células superficiales del epitelio (Fig. 17, A, B, C, y D). Este 

efecto también ocurrió de manera proporcional a la concentración de ácido retinoico (Fig. 17).  

 

Para confirmar estos resultados, realizamos un ensayo del flujo paracelular de inulina 

fluoresceinada en células tratadas con ácido retinoico para determinar si el tratamiento con ácido 

retinoico modifica el flujo paracelular de solutos. Para esto, cultivos de un día de confluencia (7° 

día de cultivo), fueron tratados con 0.1, 1.0 ó 10 M de ácido retinoico. Dos días después, se 

agregó inulina-FITC en el medio apical (Fig. 18). El flujo de inulina se midió 24 horas después. 

Como se puede observar en la Fig. 18, el tratamiento con ácido retinoico llevó a una diminución 

importante de la hermeticidad de la barrera epitelial. Este efecto fue proporcional a la 

concentración de retinoide utilizada, encontrándose el mayor efecto cuando 10 M de RA se 

añadió al medio de cultivo. Por lo tanto, el tratamiento con ácido retinoico no sólo modifica la 

resistencia transepitelial, sino que además aumenta el flujo paracelular de solutos. 
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Fig. 17. Efecto del ácido retinoico (AR) sobre la distribución de claudina-1 y sobre la resistencia 

transepitelial de las láminas epiteliales formadas por las células RCE1(5T5). A-D) Muestra la 

distribución de claudina-1 en epitelios tratados con las concentraciones de ácido retinoico que se 

indican. (A) Control; (B) células tratadas con 0.1 M AR; (C) 1.0 M AR ó (D) 10M AR. Nótese la 

disminución en la cantidad de claudina y el aumento en la fragmentación de la tinción. Este efecto fue 

proporcional a la concentración del retinoide. E) Cultivos un día post-confluentes (7° día de cultivo) 

fueron suplementados con medio conteniendo 0.1 M (), 1 M (), o 10 M (), de ácido retinoico, 

o bien, medio sin el retinoide (control, ); cada día se registró la resistencia transepitelial para cada 

condición.   
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Fig. 18 Determinación de la hermeticidad de la unión hermética por medición del flujo paracelular de 

inulina a través del epitelio. A) La inulina se agregó al medio en contacto con la parte apical del epitelio, 

para medir el flujo unidireccional de ésta hacia el compartimento apical. Después de 24 horas, se 

colectó el medio del compartimiento basal, y se determinó por fluorometría la cantidad de inulina que 

atravesó al epitelio. B) Valores del flujo paracelular de inulina a través de epitelios formados por células 

RCE1(5T5) tratadas con las concentraciones indicadas de ácido retinoico (AR). Se reporta el porcentaje 

de inulina administrada en el compartimento apical, que pasó al compartimento basal en los 

tratamientos con las diferentes concentraciones de ácido retinoico.  
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Para evaluar si el efecto del ácido retinoico es reversible, examinamos la resistencia 

transepitelial de epitelios formados por las células RCE1(5T5). Para ello, las células se cultivaron 

hasta confluencia y hasta el día 12 después de la siembra. Momento en el que las células 

formaban un epitelio estratificado con 4-5 capas celulares. Se determinó la resistencia 

transepitelial inicial, y posteriormente, los cultivos fueron tratados con ácido retinoico 0.1, 1.0 y 10 

M. El tratamiento con el retinoide se prolongó por 2 días; posteriormente los cultivos se lavaron 

exhaustivamente con medio libre de suero para finalmente cambiar las células a medio sin el 

retinoide. La resistencia transepitelial se midió cada 24 horas, en todas las condiciones, hasta la 

finalización del experimento. Como se ilustra en la Figura 19, la resistencia transepitelial en los 

cultivos tratados con ácido retinoico disminuyó hasta alcanzar niveles 40-60% menores a los 

encontrados en los epitelios que no recibieron el tratamiento con el retinoide. Una vez que el 

análogo de la vitamina A se eliminó del medio de cultivo, los valores de resistencia transepitelial 

aumentaron hasta alcanzar los valores registrados para el control no tratado con ácido retinoico 

(Fig. 19).  

Finalmente, evaluamos la expresión de mRNA y proteínas de la unión estrecha en células 

tratadas con ácido retinoico, el tratamiento inició una vez que los cultivos estaban confluentes y se 

prolongó por 4 días, posteriormente se realizó la extracción de RNA y proteínas. En las células 

tratadas con ácido retinoico, observamos una disminución en los niveles relativos de los mRNAs 

que codifican las proteínas de la unión estrecha claudina-2, -4 y cingulina (Fig. 20, C, E, F), mientras 

que los mRNAs que codifican las demás proteínas de unión estrecha evaluadas se mantienen sin 

cambio (Fig. 20, A, B, D), con respecto a lo encontrado en las células donde no se adicionó ácido 

retinoico (control). 

En cuanto a los niveles de proteína, claudina-1, claudina-4 y cingulina, se mantuvieron sin cambio 

significativo en las células tratadas con ácido retinoico (Fig. 21). 
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Fig. 19 Efecto del ácido retinoico (RA) sobre la resistencia transepitelial en epitelios formados por células RCE1. El tratamiento inició a los 12 días en 
cultivo (día 0 de tratamiento) y se mantuvo por 2 días, después se retiró el ácido retinoico suplementando a las células con medio basal y 
manteniéndolas así hasta el final del experimento. Los registros de la resistencia transepitelial se realizaron diariamente.  
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Fig. 20 Niveles relativos de los mRNA que codifican para las claudinas-1, -2, -4, ocludina, ZO-1 y 

cingulina en epitelios confluentes, estratificados, tratados con las concentraciones indicadas de ácido 

retinoico (AR) por 2 días. Se muestran los promedios de 4 repeticiones.  
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Fig. 21 Niveles relativos de proteínas claudina-1, -4 y cingulina en epitelios confluentes, estratificados, 
tratados con las concentraciones indicadas de ácido retinoico (AR) por 2 días. Se muestran los 
promedios de 4 repeticiones. 
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DISCUSIÓN 

 

La unión estrecha ha sido ampliamente estudiada en epitelios simples y se sabe que 

células que forman monocapas, como las MDCK, cuando alcanzan la confluencia establecen 

uniones estrechas rápidamente (Cereijido, et al., 1993). Sin embargo en epitelios estratificados, la 

unión estrecha está restringida a las capas más apicales del tejido, como se reportó en epidermis y 

en epitelio corneal (Brandner, et al., 2002; Ban, et al., 2003a), y dado que estas capas están 

formadas por células diferenciadas, existe la posibilidad de que el ensamble de la unión estrecha 

en estos epitelios dependa del proceso de diferenciación. Por este motivo, en este trabajo 

estudiamos la expresión de proteínas de la unión estrecha, durante el crecimiento y la 

diferenciación de las células de la línea celular de epitelio corneal RCE1(5T5), la cual reproduce la 

expresión secuencial del proceso de diferenciación (Castro-Muñozledo, 1994; Chen et al., 1997; 

Tamariz et al., 2007) observada en los cultivos primarios de queratinocitos corneales (Schermer et 

al., 1989).  

 

Por medio de microscopía electrónica de transmisión, observamos uniones estrechas en 

las capas suprabasales externas de los epitelios formados por células RCE1(5T5). Aunque el 

tamaño de estas uniones estrechas es pequeño comparado con el de estas uniones en células 

MDCK (Gonzalez-Mariscal, et al., 1985), los puntos de unión presentes, fueron similares a las 

uniones estrechas reportadas en cultivos primarios de epitelio corneal de conejo (Higa, et 

al.,2007). Encontramos que estas uniones están constituídas por las claudinas-1, -2, y -4, por 

ocludina, ZO-1 y cingulina, como lo demuestran los experimentos de Inmunolocalización, de RT-

PCR de punto final y Western Blot. Cabe destacar que a diferencia de los que ocurre en epitelio 

corneal de humano y en la rata (Yi et al., 2000), no encontramos a las claudinas-3 y -7, lo cual 

podría explicarse por la no identidad entre estas secuencias y los mensajeros del conejo, dado que 

los primers utilizados fueron reportados previamente para amplificar secuencias de humano y de 

rata. Nuestros resultados también demuestran que las uniones estrechas encontradas en epitelios 

formados por las células RCE1(5T5) son funcionales; hecho que es apoyado por la impermeabilidad 

del epitelio al rojo de rutenio y al trazador de Biotina, y por el desarrollo de la unión hermética 

detectado indirectamente al medir la resistencia transepitelial. Estos resultados nos permiten 

concluir que aunque las células RCE1(5T5) poseen uniones estrechas funcionales, no forman un 
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epitelio tan hermético como el constituido por las células MDCK, que presentan una TER que se 

considera alta (Cuadro 2). Los epitelios formados por células RCE1 presentan una TER considerada 

como moderada, comparada con valores de TER de otros epitelios (Cuadro 2). 

 

Posteriormente evaluamos la expresión de componentes de la unión estrecha, 

encontrando que en los epitelios RCE1(5T5), la unión estrecha está constituída por las claudinas 1, 

2 y 4, siendo indispensables para la formación de la unión estrecha (Furuse, et al., 1998b), y por la 

ocludina (ocln), Zonula occludens-1 (ZO-1) y cingulina (cgn),cuya presencia podría regular o 

propiciar el ensamblaje del complejo de unión estrecha. Se ha sugerido que la ocludina tiene una 

función reguladora más que estructural (Tsukita, et al., 2001). Por otra parte, las proteínas ZO-1 y 

ZO-2, son proteínas que se reclutan al lugar en donde se formará la unión estrecha y una vez ahí, 

participan en la polimerización de las hebras de claudina (Umeda, et al., 2006). En cuanto a 

cingulina, se ha sugerido que su interacción con ZO-1 podría ser crucial para el ensamblaje de la 

unión estrecha (Atri, et al., 2002). Por otra parte, nuestros resultados muestran que los niveles de 

mRNA que codifican a claudina-1, ocludina y ZO-1 se mantienen estables desde los primeros días 

en cultivo hasta que se ha formado completamente el epitelio, lo que nos hace pensar que la 

presencia de estos componentes no promueve por sí misma el ensamble de la unión estrecha, sino 

que puede ser necesaria la presencia de algún otro u otros componentes para ensamblar la unión.  

 

Otra posibilidad para explicar el desfasamiento entre la expresión de éstas proteínas de 

unión estrecha, respecto al desarrollo de la resistencia transepitelial, consiste en la regulación de 

éstas proteínas por modificaciones post-traduccionales. Por ejemplo, el estado de fosforilación de 

algunas proteínas de la unión estrecha, en especial de ocludina y claudina, puede modificar el 

ensamblaje de la unión estrecha (Clarke, et al., 2000).  Asímismo, las claudinas sufren 

modificaciones post-traduccionales como la palmitoilación y fosforilación. Se ha visto que en 

algunas de éstas, como en la claudina-14, la palmitoilación es necesaria para su localización 

eficiente en la unión estrecha. Por otro lado, hay residuos de Ser y Thr en el extremo carboxilo 

terminal de la región citoplásmica de varias claudinas, entre ellas la claudina-3, -4, -5 y -16 que son 

fosforiladas (D’souza et al. 2005; Aono and Hirai. 2008; Ishizaki et al. 2003; Ikari et al. 2006). Esta 

modificación parece regular su localización y las propiedades de barrera de la unión estrecha, 

aunque los mecanismos por los cuáles ocurre esto se desconocen (Furuse, 2010). Por su parte, la 
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ocludina se une a las ZO-1, ZO-2 y ZO-3 a través de su extremo carboxilo terminal, ubicado en la 

región citoplásmica (Furuse et al. 1994; Fanning et al. 1998; Itoh et al. 1999a; Haskins et al. 1998). 

En esta región se encuentran varios residuos de Ser y Thr que son fosforilados, y se sabe que la 

ocludina altamente fosforilada se concentra de manera selectiva en la unión estrecha (Sakakibara 

et al. 1997).  

De manera diferente a los que ocurre con ocludina, ZO-1 y claudina-1, los niveles de 

expresión de claudina-2, -4 y cingulina, se modifican a lo largo del crecimiento y diferenciación de 

las células RCE1.  En el caso de cingulina, los niveles de mRNA aumentan paulatinamente del día 3 

a 6 en cultivo, donde casi duplican el valor inicial (día 3) y posteriormente se mantienen estables. 

Sin embargo, la proteína no es detectable entre los días 3 a 5 en cultivo, sino que es a partir del día 

6 en cultivo cuando comienza a ser detectada por Western Blot. Posteriormente los niveles de la 

proteína continúan aumentando hasta el día 10 en cultivo y después se mantienen estables. Por 

otra parte, los niveles de mRNA y proteína de cldn-4 aumentaron paulatinamente desde el día 3 

hasta el día 7, en el caso del mRNA después de este día se mantienen constantes, mientras que los 

niveles de proteína continúan aumentando hasta llegar a un pico máximo el día 10 en cultivo, 

momento en que han aumentado cerca de 2 veces con respecto a los valores basales que se 

encuentran entre el día 3 y 6 en cultivo. Finalmente, los niveles de mRNA que codifica a claudina-2 

se mantienen constantes entre el día 3 y 6 en cultivo, aumentan a partir del día 7 en cultivo, una 

vez que el epitelio está confluente, y posteriormente alcanzan un pico máximo el día 8, para 

después disminuir y mantenerse en niveles similares a los detectados los primeros días de cultivo.  

 

De manera interesante, los niveles del mensajero de claudina-2 y cingulina, así como de la 

proteína correspondiente, aumentan en el momento en que las células alcanzan el estado de 

confluencia e inician el proceso de diferenciación (García-Villegas, et al., 2009), que es el mismo 

momento en que la resistencia transepitelial inicia su aumento. Este hecho es intrigante dado que 

aún desconocemos los eventos moleculares que regulan esta transición y parecen comunes para 

otros procesos que se inician en la confluencia. 

 

Por otra parte, se ha observado que la presencia de las claudinas -4, -7 y -8 provoca una 

mayor resistencia transepitelial, tanto in vivo como in vitro (Li, et al., 2004; Enck, et al.,2001; 
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Kiuchi-Saishin, et al., 2002), por lo que el aumento en la expresión de claudina-4 en células 

RCE1(5T5) a partir del día 7 en cultivo, podría estar relacionado con el aumento en la resistencia 

transepitelial a partir del mismo día. En contraste, los niveles de la claudina-2 podrían 

correlacionarse con la mayor permeabilidad epitelial. Se ha reportado que la expresión ectópica 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 túbulo renal proximal 

o el de las criptas intestinales. Se cree que la claudina-2 podría constituir poros acuosos de alta 

conductancia en las hebras pareadas de unión 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). Además, se ha reportado en epitelio intestinal de humano, donde se ha 

reportado que la claudina-2 disminuye sus niveles durante la diferenciación de las células (Escaffit, 

et al., 2005). 

 

Toda esta evidencia nos lleva a especular que para que la unión estrecha se ensamble no 

es suficiente que se encuentren las proteínas indispensables como claudina-1, ocludina y ZO-1, al 

parecer son necesarios algunos otros procesos para llevar a cabo dicho ensamble, uno de los 

cuáles podría ser un cambio en la expresión de otras de las proteínas que forman parte de la unión 

estrecha. Se ha demostrado que ZO-1 y ZO-2 son indispensables para la formación de la unión 

estrecha (Umeda et al. 2006), al parecer, la correcta localización de ZO-1 es importante para la 

inducción de la polimerización de las claudinas en las hebras de la unión estrecha, sin embargo, no 

es claro cómo es que ZO-1 es reclutada a la región correcta de la membrana para inducir la 

formación de las hebras de unión estrecha. Se cree que ZO-1 interactúa con moléculas de la unión 

adherente como -catenina o afadina, que pudieran estar implicadas en este reclutamiento (Itoh 

et al. 1997; Yokoyama et al. 2001). Otra propuesta es que cingulina, una proteína que interactúa 

con gran afinidad con ZO-1, pudiera ser la encargada de reclutar a ZO-1 hacia los sitios de 

formación de la unión estrecha, ya que durante el establecimiento de la polaridad de los epitelios, 

la unión adherente se forma de manera anterior al establecimiento de la unión estrecha, y ZO-1 

está asociada a cadherinas en uniones adherentes, pero después se acumula preferentemente en 

sitios que contienen cingulina (Atri, et al., 2002). Lo cual podría estar relacionado con el 

incremento en la resistencia transepitelial al aumentar los niveles de cingulina, a partir del 

momento en que las células RCE1 alcanzan la confluencia. 



48 

 

 

 

 En base a todo esto podemos pensar que existe una regulación compleja detrás 

del proceso de ensamblado de la unión estrecha, que no es clara aún. Este proceso pudiera estar 

ligado a la diferenciación de las células, ya que éstas uniones se encuentran en las capas más 

diferenciadas de epitelios estratificados y la expresión de algunos componentes de la unión 

estrecha, como las claudinas, es regulada por factores de transcripción implicados en el proceso 

de diferenciación, como es el caso de la claudina-1, regulada por p63 en epidermis (Lopardo, et al., 

2008) o la claudina-19 en células de epitelio de riñón es regulada por Sp1. Además del hecho de 

que la cinética de la resistencia transepitelial, así como de cldn-4 y cingulina, son similares a la del 

factor de transcripción Pax-6 (García-Villegas, et al., 2009), que es el marcador de diferenciación 

más temprano en células de epitelio corneal (García-Villegas, et al., 2009). 

 

Adicionalmente, analizamos el efecto del factor de crecimiento epidermal (EGF) y el del 

ácido retinoico (RA). El EGF fue capaz de aumentar la fuerza de la unión estrecha, de manera 

similar a lo reportado en células MDCK, donde provoca el aumento de la resistencia transepitelial, 

así como el aumento de los niveles de claudina-4 y la disminución de cldn-2 (Flores-Benitez, et al., 

2009). Sin embargo en nuestros resultados, los niveles de expresión de los componentes de la 

unión estrecha; cldn-1, -2, -4, ocln, ZO-1 y cgn no presentaron diferencias entre las células crecidas 

en ausencia o presencia del EGF.  No obstante, nosotros observamos que en las células tratadas 

con EGF existe una tinción más continua de cldn-1 en los bordes de las células, a diferencia de las 

células que no fueron tratadas con EGF, de manera similar a lo reportado en células de cáncer 

gástrico TMK-1, en donde la tinción de ZO-1 en células en presencia de EGF fue continua en los 

bordes de las células, mientras que en células sin EGF presentó un patrón punteado (Yoshida, et 

al., 2005). 

 

 En epitelios formados por células RCE1, encontramos que el ácido retinoico en 

concentraciones de 0.1, 1 y 10 M disminuye la función de barrera de este epitelio, al evitar el 

aumento de la resistencia transepitelial, además de modificar la localización de la proteína cldn-1 y 

aumentar el flujo paracelular de inulina. De manera importante, los efectos del retinoide fueron 
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dosis-dependientes, y reversibles. Estos efectos pudieran relacionarse con los niveles de expresión 

de la cingulina, y de las claudinas-2 y -4, sin que participen como moduladores del ensamblado la 

claudina-1, la ocludina y ZO-1 que no sufren modificaciones aparentes durante el crecimiento y la 

diferenciación en cultivo.  

 

Por otra parte, el efecto del ácido retinoico parece depender de la concentración y del tipo 

celular epitelial. De esta manera, este compuesto disminuye la resistencia transepitelial en una 

línea celular de epitelio endocervical humano (Gorodeski, et al., 1997). En contraste, en 

queratinocitos orales, el ácido retinoico provoca la disminución en la expresión de cldn-1 y el 

aumento en la expresión de cldn-4 (Hatakeyama, et al., 2010), o en queratinocitos epidermales, 

donde induce un incremento en la expresión de claudina-2, de manera dosis dependiente 

(Telgenhoff, et al., 2008). 

 

En conjunto, toda la evidencia nos permite concluir que el ácido retinoico puede modular 

a la unión estrecha en el epitelio corneal, de manera dosis dependiente, y que esta modulación 

puede ser reversible. Esta modulación se da en términos de una disminución de la resistencia 

transepitelial y un aumento en el flujo paracelular de solutos. Finalmente, esta modulación podría 

estar mediada a través de cambios en la expresión de proteínas de la unión estrecha como las 

claudinas o la cingulina. 
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CONCLUSIONES 

 

 Las células RCE1 (5T5) forman epitelios con uniones estrechas funcionales, que presentan 

valores de resistencia transepitelial comparables con los de otros epitelios y que se 

consideran como moderados.  

 Las uniones estrechas presentes en los epitelios formados por células RCE1, son 

morfológicamente similares a las uniones estrechas previamente reportadas en cultivos 

primarios de epitelio corneal de conejo. 

 Las células RCE1(5T5) expresan a las proteínas de unión estrecha claudina-1, ocludina, y 

ZO-1, que mantienen sus niveles estables durante el crecimiento y diferenciación en 

cultivo y que se localizan en la región apical de las células suprabasales más externas, lugar 

donde se forma la unión estrecha, cuando el epitelio está formado. También expresan a la  

claudina-2, claudina-4 y cingulina, que aumentan sus niveles relativos tanto de mRNA 

como de proteína a partir del momento en que el cultivo llega a confluencia. 

 La resistencia transepitelial de epitelios formados por células RCE1 aumenta en presencia 

del factor de crecimiento epidermal, el cual puede modificar el ensamblaje de la unión 

estrecha, sin provocar cambios en la expresión de cldn-1, -2, -4, ocln, ZO-1 o cgn. 

 El ácido retinoico modula la función de barrera de la unión estrecha en epitelios formados 

por células RCE1(5T5), al disminuir la resistencia transepitelial y aumentar el flujo 

paracelular de inulina, de manera dosis dependiente. Este efecto es reversible.  

 El ácido retinoico disminuye la expresión de los mensajeros que codifican a las proteínas 

cldn-2 y cingulina. 

 El ensamblaje de la unión estrecha en células RCE1 parece depender del proceso de 

diferenciación y podría estar regulado por factores de transcripción implicados en la 

diferenciación del epitelio corneal. 
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