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RESUMEN

La barrera hematoencéfalica (BHE) describe la funcién de la unidad
neurovascular (UNV) en el sistema nervioso central (SNC). En la UNV, las
células endoteliales se encuentran ensambladas especialmente por uniones
estrechas. Este tipo de uniones son las responsables de formar una barrera que
restringe selectivamente la difusiéon de sustancias del torrente sanguineo hacia
SNC. Las uniones estrechas estan conformadas principalmente por claudina-5,
ocludina y zénula ocludens-1 (ZO-1). Por otro lado, los receptores canabinoides
1 yv 2 (CB;y y CBg, respectivamente) juegan un papel importante en el
mantenimiento de la integridad de la BHE. Asimismo, la disfuncién de la UNV
y, por consiguiente, de la BHE es comun en los pacientes con epilepsia
farmacorresistente. El objetivo del presente estudio fue caracterizar la
expresion de los receptores CB: y CBg, asi como la activaciéon de las proteinas
Guis inducida por dichos receptores en la UNV aislada del cerebro de pacientes
con epilepsia del 1lébulo temporal mesial resistente a farmacos (ELTMF).
Adicionalmente, se investigd su asociaciéon con la integridad de la BHE. La
UNV se aislé del hipocampo y la corteza temporal de 12 pacientes con ELTMF y
12 autopsias. Se realizaron experimentos de inmunofluorescencia (IF) para
determinar la expresién de los receptores CB: y CB2 en la UNV de pacientes
con ELTMF y autopsias asi como su colocalizacion con las proteinas claudina-5,
ocludina y ZO-1. Los niveles de expresion de las proteinas claudina-5, ocludina,
Z0-1 y los receptores CB; y CBz se determinaron mediante experimentos de
Western blot. Se utilizaron ensayos de unién con [35S]-GTPyS para evaluar la
activacion de la proteina Gai, inducida por agonistas selectivos. El doble
marcaje con IF mostré que los receptores CB; y CBsz colocalizan con proteinas
de las uniones estrechas, GFAP, CD34 y PDGFR-B. Estos resultados indican
que los receptores CB; y CB2 se expresan en los componentes de la UNV. La
UNV del hipocampo y de la corteza temporal mostré un aumento en la
expresion de claudina-5 (34% y 103%, respectivamente; p<0.05). La expresion
de ocludina presenté una disminucion en la UNV tanto del hipocampo como la
corteza temporal (49% y 72%, respectivamente; p<0.001). También la expresion
de ZO-1 presenté una disminucién en la UNV del hipocampo y de la corteza
temporal (63% y 58%, respectivamente; p<0.05). La UNV del hipocampo de
pacientes con ELTMF presenté6 una menor expresion de los receptores CB; y
CB2 (66 y 43%, respectivamente; p<0,001). Sin embargo, la activaciéon de la
proteina Goio, mostré alta eficacia (CBi, 251%, p <0,0008; CBg2, 255%, p
<0,0001). La UNV de la corteza temporal presenté sobreexpresiéon de los
receptores CB; y CB2 (35 y 41%, respectivamente; p <0,01). La activacién de la
proteina Goi, presentdé mayor eficacia para los receptores CB; (103%, p <0,006),
pero menor potencia (p <0,004) para los receptores CBz. El presente estudio
revel6 cambios opuestos en la expresiéon de los receptores CB; y CB:z en
hipocampo y corteza temporal. Sin embargo, ambos receptores mostraron una
alta eficacia para la activacion de proteinas Gaio. Los receptores CB; y CBg
podrian representar un blanco terapéutico para mantener la integridad de la
BHE en pacientes con ELTMF.



ABSTRACT

The blood-brain barrier (BBB) describes the function of the neurovascular unit
(NVU) in the central nervous system (CNS). In the NVU, endothelial cells are
especially tight junctions. These types of junctions are responsible for forming a
barrier that selectively restricts the diffusion of substances from the
bloodstream to the CNS. Tight junctions are mainly made up of claudin-5,
occludin, and zonule ocludens-1 (ZO-1). On the other hand, cannabinoid
receptors 1 and 2 (CB: and CBg, respectively) play an important role in
maintaining the integrity of the BBB. Also, dysfunction of the NVU and
therefore the BBB is common in patients with drug-resistant epilepsy. The
objective of the present study was to characterize the expression of the CB; and
CB2 receptors, as well as the activation of the Gaio proteins induced by these
receptors in the NVU isolated from the brain of patients with drug-resistant
mesial temporal lobe epilepsy (DR-TLE). Additionally, its association with the
integrity of the BBB was investigated. NVU was isolated from the hippocampus
and temporal cortex of 12 patients with DR-TLE and 12 autopsies.
Immunofluorescence (IF) experiments were performed to determine the
expression of CB; and CBsz receptors in the NVU of patients with ELTMF and
autopsies, as well as their colocalization with claudin-5, occludin and ZO-1
proteins. The expression levels of the claudin-5, occludin, ZO-1 proteins and the
CB1 and CBg receptors were determined by Western blot experiments. The [35S]
-GTPyS binding assays were used to assess Guij proteins activation induced by
selective agonists. Double IF labeling showed that CB; and CB: receptors
colocalize with tight junction proteins, GFAP, CD34 and PDGFR-B. These
results indicate that the CB:; and CB: receptors are expressed in the
components of the UNV. The UNV of the hippocampus and temporal cortex
showed an increase of claudin-5 expression (34% and 103%, respectively; p
<0.05). The expression of occludin showed a decrease in the NVU of both the
hippocampus and the temporal cortex (49% and 72%, respectively; p <0.001).
Also, the expression of ZO-1 presented a decrease in the NVU of the
hippocampus and the temporal cortex (63% and 58%, respectively; p <0.05). The
NVU of the hippocampus of patients with ELTMF presented a lower expression
of the CB; and CB3 receptors (66 and 43%, respectively; p <0.001). However, the
activation of the Gai, protein showed high efficacy (CB1, 251%, p <0.0008; CBa,
255%, p <0.0001). The NVU of the temporal cortex showed overexpression of
the CB1 and CBg receptors (35 and 41%, respectively; p <0.01). The activation of
the Gaio protein was more effective for CB: receptors (103%, p <0.006), but
lower potency (p <0.004) for CBs receptors. The present study revealed opposite
changes in the expression of CB; and CBg receptors in the hippocampus and
temporal cortex. However, both receptors showed high efficacy for the
activation of Gayo, proteins. The CB; and CBg2 receptors could represent a
therapeutic target to maintain the integrity of the BBB in patients with DR-
TLE.
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1. INTRODUCCION

1.1 Barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefalica (BHE) es una estructura que desempena un papel
importante en la homeostasis del sistema nervioso central (SNC). Regula
estrictamente la entrada de moléculas en el parénquima cerebral y previene el
acceso de neurotoxinas y patégenos al mismo tiempo que promueve la salida de
varias moléculas (Hawkins y Davis, 2005; Stanimirovic y Frieman, 2012). La
BHE esta conformada por células endoteliales, que forman la pared de los
microvasos cerebrales. Las células endoteliales se encuentran rodeadas por
pericitos, la lamina basal, los pies de los astrocitos y neuronas. En conjunto a
esta estructura se le ha denominado unidad neurovascular (UNV) (Abbott et
al., 2010). La interacciéon del endotelio con los componentes celulares y

acelulares de la UNV es crucial para el mantenimiento de las propiedades de la

BHE (Hawkins y Davis, 2005; Figura 1).

Las células endoteliales que forman los microvasos son el elemento celular
central de la BHE. Las células endoteliales de SNC tienen caracteristicas
Unicas en comparacion con las células endoteliales de otros tejidos, por ejemplo:
carecen de fenestraciones, y presentan mayor numero de mitocondrias para
cumplir con la demanda energética de la BHE. Ademas, expresan niveles bajos
de moléculas de adhesion para células del sistema inmune (ICAM-1 y VCAM-1)
y tlenen tasas extremadamente bajas de transcitosis, lo que limita el
movimiento paracelular y transcelular de moléculas (Abbott et al., 2006).
Asimismo, muestran una alta densidad de uniones célula-célula (Rubbin y

Staddon 1999; Woulgurg y Lippoldt 2002).
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Figura 1. Estructura de la UNV. La UNV esta compuesta por células
endoteliales, pericitos, astrocitos y neuronas. Los pericitos y los pies terminales
de los astrocitos rodean las células endoteliales microvasculares cerebrales. Las

células endoteliales adyacentes estan conectadas principalmente por uniones
estrechas. Modificada de Yu et al., 2020.

Los complejos de unién entre las células endoteliales de la BHE comprenden
las uniones adherentes y las uniones estrechas. Las uniones adherentes estan
conformadas por la proteina cadherina que abarca la hendidura intercelular y
se encuentra unida a las proteinas a, B y y cateninas que se encuentran en el
citoplasma. Las uniones adherentes son las encargadas de dar soporte
estructural a la BHE (Abbott et al., 2010). Por otro lado, las uniones estrechas
entre las células endoteliales forman una barrera que restringe selectivamente
la difusién de sustancias nocivas del torrente sanguineo hacia SNC (Hawkins y
Davis, 2005; Marchi et al., 2011). Las uniones estrechas estan conformadas por
las proteinas transmembranales claudina (principalmente claudina-5) y

ocludina. Tanto la claudina como la ocludina se encuentran unidas a las
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proteinas citoplasmaticas de la Zonula occludens, especialmente la tipo 1 (ZO-

1; figura 2).
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Figura 2. Tipos de uniones endoteliales en la microvasculatura cerebral.
Modificada de Abbott et al 2010.

La proteina claudina presenta mas de 24 isoformas identificadas, y su peso
varia entre 20 - 24 kDa (Krause et al., 2008). Los isotipos de la proteina
claudina muestran expresion especifica del tejido y su presencia en las células
se caracteriza por ser constitutiva y/o inducible. La proteina claudina-5 es
constitutiva de la BHE (Nitta et al., 2003; Ohtsuki et al., 2008; Daneman et al.,
2010) y es la encargada del sellado paracelular en la BHE.

La proteina ocludina es una fosfoproteina de 65 kDa, formada por cuatro
segmentos transmembranales. Se ha sugerido que muestran interacciones
homotipicas para disminuir la permeabilidad de la BHE (Saitou et al., 2000;
Wong y Gumbiner, 1997). Las proteinas de la zonula occludens son las
principales proteinas citoplasmaticas accesorias que participan en la formacion
de las uniones estrechas de la BHE. Su peso molecular varia entre 130 y 220
kDa y pertenecen a la familia de proteinas conocidas como proteina guanilato-

cinasa asociada a la membrana (MAGUK) (Itoh, et al. 1999).



Existen varios mecanismos de regulacion de las proteinas constitutivas de las
uniones estrechas como: su expresion y localizaciéon, la integridad y dindmica
de asociaciéon con el citoesqueleto de actina y/o modificaciones post-
transduccionales que afecten la interaccién proteina-proteina (van-Vliet et al.,
2014). Todos estos mecanismos son responsables de la integridad de las
uniones estrechas y su funciéon. Existen estudios que indican que las
alteraciones en la expresion de proteinas de las uniones estrechas afectan
directamente la permeabilidad de la BHE (Hawkins y Davis, 2005; Ueno,
2007).

Ademas, se ha reportado que procesos como excitotoxicidad, inflamacién, y
estrés oxidativo entre otros, promueven la liberacion de factores que
disminuyen la expresion de las proteinas de las uniones estrechas, situaciéon

que facilita la disfuncién de la BHE (Kook et al., 2012).

1.2 BHE y enfermedades neurodegenerativas
La disfuncion de la BHE es una caracteristica comin de varias enfermedades

neurodegenerativas las cuales a su vez se asocian a procesos de excitotoxicidad,
inflamacion y/o estrés oxidativo. En estas patologias es dificil determinar si la
disfuncion de la BHE es uno de los eventos iniciales que conducen al desarrollo
de la enfermedad o si es una consecuencia. Dentro de las enfermedades
neurodegenerativas que presentan disfuncién de la BHE se encuentran: la
esclerosis multiple, la enfermedad de Alzheimer (Takeda et al., 2014; Palmer
2011), la enfermedad de Parkinson (Hirsch et al., 2012) y la epilepsia (Gonzalez
et al., 2014; Aronica y Crino, 2011).

1.3 Epilepsia
La epilepsia es un trastorno neuroldgico caracterizado por una predisposicion

permanente a presentar crisis epilépticas espontaneas y recurrentes, y por las
consecuencias neurobioldgicas, cognitivas, psicolégicas y sociales de esta

afeccion (Fisher, 2015).



Dentro de los distintos tipos de epilepsia, la epilepsia focal de mayor
prevalencia es la del 16bulo temporal (ELT), la cual afecta aproximadamente al
40% de los pacientes (de Lanerolle y Lee, 2005; Engel, 1996; Rzezak et al.,
2014). En la ELT la actividad epiléptica se origina en estructuras que forman
parte del sistema limbico del lobulo temporal medial, entre las que se
encuentran el hipocampo, la amigdala, la corteza entorrinal, y la neocorteza
temporal lateral. Dependiendo de las estructuras cerebrales implicadas en la
generacion de las convulsiones, la ILAE subclasifica a la ELT en dos tipos: la
epilepsia del 16bulo temporal mesial (ELTM) y la epilepsia del 16bulo temporal
lateral (Engel, 2001).

Aproximadamente el 80% de los pacientes con ELTM presentan crisis
epilépticas que tienen su origen en estructuras del lébulo temporal como el
hipocampo (Tatum 2012). La ELTM se manifiesta clinicamente por la presencia
de crisis parciales complejas, las cuales como se menciondé anteriormente, se
generan en la formacién hipocampal (foco epiléptico) y se propagan a otras
estructuras a través de la neocorteza temporal (Chagnac-Amitai y Connors,
1989; Chervin et al., 1988; Sloviter, 1994; DeFelipe et al 2002; Engel et al.,
2012).

La mayoria de los pacientes con ELTM presentan resistencia al tratamiento
farmacologico (Herranz y Argumosa, 2000). La farmacorresistencia se define
como un fallo en el control de las crisis a pesar del uso de dos o mas farmacos
apropiados y bien tolerados, tomados en monoterapia o politerapia (Kwan et

al., 2010).

1.3.1 Epilepsia y BHE
La disfuncién de la BHE ha sido implicada en la fisiopatologia de la epilepsia,

porque tal condicién podria contribuir con la progresiéon de la enfermedad y/o la
resistencia a los medicamentos utilizados para su control (van Vliet et al.,

2014).



Las crisis epilépticas se asocian con la liberaciéon excesiva de glutamato,
causando dafno en las células que conforman la UNV y aumentando la
permeabilidad de la BHE. El aumento de la permeabilidad de la BHE facilita la
extravasacion de proteinas plasmaticas (Vazana et al., 2016; Librizzi et al,
2012), lo que favorece el paso de leucocitos hacia el parénquima cerebral y la
activacion de procesos inflamatorios (Gorter et al.,, 2019). Estos eventos
generan gliosis, neuroinflamacién y excitotoxicidad crénicas asi como
reorganizaciéon estructural neuronal y vascular aberrante lo que facilita la
generacion de mas crisis epilépticas (Seiffert et al.,, 2004; Marchi al., 2007;

Gorter et al., 2015; Janigro, 2012; Marchi et al., 2012; DeFelipe 2002).

Por otro lado, en distintos estudios se reporta decremento de la expresiéon de las
proteinas de las uniones estrechas que se establecen entre las células
endoteliales de los vasos sanguineos cerebrales, y se cree que esto contribuye a
los cambios en la permeabilidad de la BHE. Estas observaciones se han
realizado tanto en el tejido cerebral de pacientes con epilepsia como en modelos
animales de este padecimiento (Lamas et al., 2002; Rigau et al., 2007; Ahishali
et al., 2010; Michalak et al., 2013; Guirses et al., 2013).

Castaneda-Cabral et al. (2020a) describieron que los vasos sanguineos
cerebrales obtenidos de pacientes con ELTMF o epilepsia secundaria a lesion
cerebral muestra un decremento en la expresién de ocludina y ZO-1 asociada
con una alta expresion de proteinas VEGF-A, VEGFR-2 y claudina-5. Ademas,
los niveles de expresion proteica de las citocinas proinflamatorias IL-1p y TNF-
a y su receptor TNF-R1, asi como la 6xido nitrico sintasa inducible iINOS), un
marcador de estrés oxidativo, se encuentran incrementados en la
microvasculatura de pacientes con ELTMF (Castaneda-Cabral et al., 2020b).
Estos cambios sugieren alteraciones importantes en la integridad de la BHE

que pueden contribuir a la patogenia de la epilepsia.



Recientemente se ha encontrado que existen moléculas que participan en la
regulacion de la permeabilidad de la BHE cuya alteracion facilita la disfuncién
cerebral. Entre estas, se ha propuesto que la actividad de los receptores
canabinoides, CB; y CBz tienen una participaciéon significativa en el

mantenimiento de la permeabilidad de la BHE (Gonzalez-Mariscal et al., 2018).

1.4 Sistema endocanabinoide
Los canabinoides son compuestos organicos de tipo terpenofenol presentes en la

planta Cannabis sativa. Dentro de ese grupo de moléculas destaca el
A9-tetrahidrocannabinol (THC) como principal sustancia psicoactiva. A partir
del descubrimiento de esta sustancia en 1964 por Gaoni y Mechoulam, se
identifico el sistema endocannabinoide, el cual esta conformado por sus
receptores, ligandos enddgenos y las proteinas para su sintesis y degradacion

(Bisogno et al., 2005).

El sistema endocannabinoide esta formado por moléculas de senalizacion
Lipidica (Piomelli, 2003), las cuales participan en la modulaciéon de la
comunicacion sinaptica retrograda (Alger, 2002; Hashimotodani et al., 2007).
Ademas, el sistema endocannabinoide esta involucrado en varios procesos
fisiolégicos y patodlogicos incluyendo nocicepcidén, apetito, metabolismo de
lipidos, motilidad gastrointestinal, regulacién cardiovascular, actividad motora,
estado animico y memoria (Izzo y Sharkey, 2010; Rodriguez et al., 2005). Este
sistema también se involucra en procesos de angiogénesis (Solinas et al., 2012),
inflamacion (Rom y Persidsky, 2013), cancer (Caffarel et al., 2012; De la Ossa
et al., 2013), regulacién de la BHE (Vendel y Lange 2014; Gonzalez- Mariscal et
al., 2018) y epilepsia (Hofmann y Frazier, 2013).

1.4.1 Endocanabinoides
Los principales endocanabinoides descritos hasta el momento son la N-

araquidonoiletanolamina (Anandamida, AEA) y el 2- araquidonoilglicerol (2-
AG). La sintesis de los endocanabinoides se da a través de la hidrdlisis de
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precursores lipidicos membranales (D1 Marzo et al., 1999). Después de su
sintesis, la AEA es hidrolizada y degradada rapidamente por la enzima amida
hidrolasa de acidos grasos (FAAH) (Di Marzo et al., 1998), mientras la enzima
monoacilglicerol lipasa (MAGL) degrada el 2-AG (Cravatt et al., 1996). Los
endocannabinoides son liberados bajo demanda en respuesta a diversos

estimulos tanto fisiologicos como patolégicos (Piomelli, 2003).
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Figura 3. Mecanismos de sintesis y degradaciéon de AEA y 2-AG. La AEA se
forma principalmente a partir de N-araquidonil-fosfatidiletanolamina por N-
araquidonil-fosfatidiletanolamina-fosfolipasa D y se degrada a estanolamina y
acido araquidonico por la amida hidrolaza de acidos grasos. El 2-AG se forma
principalmente a partir de diacilglicerol (o y B) y es degradado por la
monoacilglicerolipasa en glicerol y acido araquidénico. Modificada de Brent,
2016.



1.4.2 Receptores a endocanabinoides
En 1990 se identificé el primer receptor endocannabinoide en tejido cerebral y

se denomind receptor canabinoide tipo 1 (CBi:) (Matsuda et al., 1990). Mas
tarde, a nivel periférico, se identifico otro receptor para canabinoides, al cual se
denominé receptor canabinoide tipo 2 (CB2) (Munro et al., 1993). Los receptores
CB1 y CBg se encuentran acoplados a proteinas Gai,o (Abood et al., 1996). Ambos
receptores estan compuestos por siete dominios transmembranales a-hélice y
un dominio C-terminal de 73 aminoacidos (CB1) o 59 aminoacidos (CBg). La

longitud total de los productos proteinicos mas comunes es 472 aminoacidos

para CB;1 y 360 para CB2 (Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993).

La activacion de los receptores CB1 y CB2 produce la inhibicion de la adenilato
ciclasa (Childers et al., 1993; Howlett et al., 2002), la activaciéon de las cinasas
activadas por mitégenos (MAPK) (Bouaboula et al., 1995; Palazuelos et al.,
2006), y activacion de las proteinas Rho (Howlet y Aboot, 2017).

Por otro lado, se ha reportado que los endocanabinoides interactian con otros
GPCRs y canales i6nicos. Entre ellos se encuentran los canales del receptor
vanilloide tipo 1 (TRPV1; Szallasi et al., 2000), receptores activados por
proliferadores peroxisémicos (PPAR; Pertwee et al., 2010) y los receptores

huérfanos GPR55 y GPR18 (Ryberg et al., 2007).

1.5 BHE y receptores CB; y CB2
Los receptores CB1 y CB2 se expresan en diferentes componentes de la UNV y

podrian modular la permeabilidad de la BHE (Golech et al., 2004; Zong et al.,
2017; Molina-Holgado et al., 2002). Medinte el uso de co-cultivos de células
endoteliales y astrocitos de cerebro humano, se describe que la activacion del
receptor CB; evita la disminuciéon de la expresion de las proteinas ZO-1,
claudina-5 y JAM-1, y la consiguiente disfuncién de la BHE (Lu et al. 2008).
Por otra parte, la activaciéon de los receptores CBa en células endoteliales

disminuye la permeabilidad de la BHE, asi como la expresion de proteinas de



las uniones estrechas y reduce los efectos neuroinflamatorios (Ramirez et al.,
2012). Al respecto, se ha demostrado que los vasos sanguineos de pacientes con
esclerosis multiple sobreexpresan al receptor CB2 en placas inactivas crénicas
(Zhang et al., 2011), un hallazgo que respalda su funcién protectora. Este grupo
de evidencia respalda el papel protector de CB1 y CB2 en la integridad de BHE.
Sin embargo, también existe evidencia que indica que la activacion del receptor

CB1 disminuye la expresion de ZO-1 (Barutta et al., 2010).

Por otro lado, se ha demostrado que los receptores CB; y CBz tienen un efecto
dual sobre la expresién de las proteinas de las uniones estrechas, pudiendo
actuar en pro- o en contra de la integridad de estas. Este efecto dual depende
del tiempo de activaciéon (Maione et al., 2007; Di Marzo, 2008), asi como de la

disponibilidad de sus ligandos (Acquas et al., 2001).

Si bien es cierto que, la epilepsia altera a la BHE, al presente se desconoce si
esta condicién se asocia a cambios en el perfil de expresion y capacidad de
activacion de los receptores CB1 y CB2 en la UNV de pacientes con ELTM.
También se desconoce si estos cambios se asocian a alteraciones en la expresion

de proteinas que integran las uniones estrechas.

El presente estudio se disend para caracterizar los niveles de expresion de
proteinas y la activacion inducida por las proteinas Goi, por receptores CB: y
CB2, asi como correlacionarlos con el patréon de expresion de las proteinas
claudina-5, ocludina y ZO-1 en la UNV aislada de hipocampo y corteza
temporal de pacientes con ELTMF.

Inicialmente, los experimentos se enfocaron a estandarizar la técnica de la
obtencion de vasos sanguineos de tejido cerebral humano congelado. Después,
en los vasos sanguineos aislados se analiz6 la expresion de las proteinas que
conforman las uniones estrecha, asi como los receptores canabinoides y
finalmente se evalud la activaciéon de las proteinas Gaio acopladas a estos

receptores.
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2. JUSTIFICACION
La UNV es una estructura importante para conservar la homeostasis del

parénquima cerebral. Se ha sugerido que la ruptura de las uniones estrechas
entre las células endoteliales de los vasos sanguineos cerebrales puede
contribuir a las alteraciones observadas en la permeabilidad de la BHE, lo que
contribuye con el desarrollo o mantenimiento de enfermedades
neurodegenerativas, como es el caso de la ELTMF. Por otro lado, se ha
demostrado que los receptores canabinoides CB; y CBg tienen un efecto dual
sobre la expresion de las proteinas de las uniones estrechas, pudiendo actuar a
favor o en contra de la permeabilidad de la BHE. Sin embargo, en la UNV de
pacientes con ELTMF se desconoce el perfil de expresiéon y capacidad de
activacion de los receptores canabinoides y si estas caracteristicas se asocian

con la expresion de proteinas que integran las uniones estrechas.

3. HIPOTESIS
La expresion y la capacidad de activacion de las proteinas Gaio a través de los

receptores CB; y CB2 estaran aumentadas en la UNV de hipocampo y corteza
temporal de pacientes con ELTMF, lo que se asociara a una disminucion de la

expresion de claudina-5, ocludina y ZO-1.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar la expresion de los receptores CB1 y CBg, asi como la capacidad de

activaciéon de las proteinas Gai, acloplada a estos receptores en la UNV de
correlacionarlos con el dano de la BHE de hipocampo y corteza temporal de

pacientes con ELTMEF.

4.2 Objetivos especificos
1. Aislar vasos sanguineos de tejido congelado de hipocampo y corteza

temporal de autopsias e individuos con ELTMF.
2. Analizar la expresion proteica de claudina-5, ocludina y ZO-1 en la UNV.

3. Evaluar la expresion de CB; y CBg, asi como su co-expresion con las

proteinas de las uniones estrechas.

4. Analizar la activacion de las proteinas Gaio acoplada a los receptores

CB1 y CB2 en la UNV de autopsias e individuos con ELTMF.
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5. METODOLOGIA GENERAL

5.1 Seleccion de pacientes y recoleccion del tejido

El tejido cerebral se obtuvo de 12 pacientes diagnosticados con ELTMEF. Los

sujetos que participaron en este estudio son pacientes adultos del Programa de

Cirugia de Epilepsia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez” (INNN), de la Ciudad de México (protocolo
CEI/058/16).

5.1.1 Criterios de inclusion
Pacientes candidatos a cirugia de epilepsia con diagnostico de ELTMF,

evaluados por el PROGRAMA DE CIRUGIA DE EPILEPSIA DEL
INNN.

Género masculino o femenino, con edad de 18 a 60 anos.

Que supieran leer y escribir, con capacidad para cooperaciéon adecuada y
coeficiente intelectual mayor de 90.

Con valoracién preoperatoria y neuropsicoldgica completa.

Tener antecedentes de haber sido tratados farmacolégicamente con
politerapia por un espacio ininterrumpido de 2 afios, sin haber mostrado
mejoria.

Que su epilepsia haya sido considerada un impedimento para realizar
sus actividades cotidianas, asociandose a un deterioro en la calidad de

vida.

5.1.2 Criterios de exclusion

Padecimiento de enfermedades sistémicas graves que contraindicaran
una neurocirugia mayor.

Pacientes con diagndéstico de enfermedad neurodegenerativa.

Falta de cooperaciéon con el tratamiento.

Presencia de implantes, protesis metalicas y/o claustrofobia.

Pacientes previamente sometidos a cirugia extratemporal por cualquier

indicacion.
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® Pacientes que no hayan sido valorados adecuadamente.

5.1.3 Obtencién de las muestras de pacientes con ELTMF
Cada paciente se sometié a una evaluacion prequirurgica, que incluyé video

electroencefalograma (EEG), imagenes por resonancia magnética (IRM) y
tomografia computarizada por emision de fotén dnico (SPECT, por sus siglas en
inglés). Después, los pacientes se sometieron a una lobectomia anterior
ipsilateral al foco epiléptico al menos 48 h después de la ultima crisis
epiléptica. Durante el procedimiento quirurgico, se realizaron biopsias de la
corteza temporal y del hipocampo. Inmediatamente después de la reseccion, se
congelaron en hielo seco y se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento. En

la tabla 1 se muestran las variables clinicas de los pacientes con ELTMEF.

5.1.4 Obtencién de las muestras de autopsias
Los resultados obtenidos de los pacientes con ELTMF se compararon con los de

autopsias de 10 sujetos que fallecieron por causas no asociadas a trastornos
neuroldgicos y sin antecedentes de los mismos. De las autopsia se obtuvieron
muestras de hipocampo y corteza temporal las cuales se congelaron en hielo
seco inmediatamente después de su reseccién y se almacenaron a -70°C hasta
el dia de su uso. La tabla 2 resume los datos clinicos de las autopsias

empleadas.

Tabla 1. Variables clinicas de los pacientes con ELTMF.

Edad de . s
. e . Duracién . ;

Edad inicio de de la Frecuencia Farmacos

Paciente ~ Género la . . de crisis antiepilépticos

(anios) . . epilepsia . .

epilepsia (aiios) (por mes) antes de la cirugia
(anos)
461 18 F 9 9 4
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CBZ, TPM, CNZ,
LVT

PHT, VPA, CBZ, OXC,

428 45 M 8 37 3 LTG, TPM., OZP

PHT,CBZ,TPM,
429 34 M 1 33 10 CZP CLB.LCM

PHE,OXC, LTG,
434 32 F 3 29 4 TPMLLVT
454 26 F 2 26 5 CBZ,0XC
457 35 F 20 15 4 PHT,VPA,0XC
470 30 F 6 24 4 CBZ,TPM,CNZ,LVT
474 44 F 20 24 12 CBZ, CZP
516 17 F 16 1 16 PHT, LVT
517 25 M 24 1 20 VPA, LVT
534 29 F 6 23 8 CBZ, LVT

VPA, CBZ, OXC,
545 27 M 5 22 5 PM

Promedio 30.2+2.5 10.0+£2.3 20.8+3.3 79+1.6

CBZ, carbamazepina; CLB, clobazam; CNZ, clonazepam; CZP, clorazepato; F, femenino (n=8);
LCM, lacosamida; LTG, lamotrigina; LVT, levetiracetam; M, masculino (n=4); OXC,
oxcarbazepina; PHT, fenitoina; TPM, topiramato; VPA, acido valproico. Los datos resumidos de
edad, edad de inicio de la epilepsia, duracién de la epilepsia y nimero de crisis por mes se
expresa como la media + error estandar de la media (SEM).

Tabla 2. Variables clinicas de las autopsias.

Autopsias Edad Género Causa de muerte IPM
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(afios) (horas)

Al 29 M Contusién visceral 13
A2 29 M Policontusién 18
A6 49 F Asfixia 18
A7 45 M Asfixia 18

Complicaciones de

A8 3 M Diabetes Mellitus 15

A9 33 F Traumatismo toracico 12

All 12 F Asfixia 14

Al2 40 F Herida proyectil arma de 20
fuego

Al4 45 F Desconocido 10

Al6 57 M Infarto miocardio 18

A17 95 F Herida pun’zocortante en 18
torax

Al18 55 M Trauma téraco-lumbar 15

Promedio 41.0+ 4.8 14.8 £ 3.7

F: femenino (n=8), M: masculino (n=4), IPM: intervalo postmortem. Los datos resumidos de
edad e IPM se expresan como la media + error estandar de la media (SEM).

5.2. Estandarizacion del aislamiento y caracterizacion de la UNV
Las técnicas de aislamiento de la UNV reportadas en la literatura se enfocan

en el aislamiento a partir de tejido fresco de roedores (Verszelka et al., 2007;
Yun-Kyoung Lee et al.,, 2019). Considerando que las muestras del tejido de

autopsias y de pacientes con ELTMF se almacenaron a -70°C se realizaron
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modificaciones especificas al protocolo para aislar la UNV a partir de estos

tejidos congelados.

5.2.1 Aislamiento de la UNV
La UNV se aisl6 realizando algunas modificaciones al protocolo descrito por

Verszelka et al. (2007). Por ejemplo la soluciéon amortiguadora de sacarosa fue
sustituida por la soluciéon amortiguadora Ringer Hepes (RH, [NaCl 150 mM,
CaClz 2.2 mM, MgCl2 0.2 mM, KCIl 5.2 mM, Glucosa 2.8 mM, Hepes 5 mM,
NaHCOs 6 mM, pH 7.4]). Ademas, utilizamos mallas para filtrar las muestras
(100 y 40 pm) y realizamos lavados con RH-BSA 1%. A continuacién se describe

el protocolo utilizado.

Las muestras de tejido de corteza temporal e hipocampo se homogenizaron
manualmente con piston de politetrafluoroetileno (PTFE) con solucion
amortiguadora RH en una proporcion de 4 ml/1 g de tejido, se utilizé hielo para
mantener el tejido frio. Los homogenizados se centrifugaron a 1000 g, durante
15 min, a 4°C. La pastilla obtenida se resuspendié en RH-dextran al 17.5%, se
centrifugdé a 1500 g, durante 15 min, a 4°C. La pastilla resultante se
resuspendié en 2 ml de RH con-BSA 1%, mientras que el sobrenadante, se
centrifugd dos veces mas para la obtencién de una segunda y una tercer
pastilla, respectivamente (bajo las mismas condiciones). Las tres pastillas se
filtraron con una malla de 100 pm. El sobrenadante obtenido se filtrd
nuevamente con una malla de 40 pm. El filtrado se centrifugé a 1000 g,
durante 10 min, a 4°C. Finalmente, la pastilla resultante de este tultimo
procedimiento se recolecté en un tubo Eppendorf y se almacené a -70°C hasta

su posterior uso.

5.2.2 Caracterizacion de las células endoteliales, pericitos y astrocitos.
Una muestra de cada pastilla se resuspendié 50 ul de solucién amortiguadora

RH y se analizé utilizando un microscopio invertido (Leica DMil) para
confirmar las caracteristicas morfolégicas de los microvasos cerebrales de

autopsias y pacientes con ELTMEF.
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A continuacion, se tomaron 20 pl de las muestras, se montaron en portaobjetos
previamente recubiertos con poli-L-lisina y se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 24 h. El tejido se fij6 con acetona fria durante 90 minutos a
4 °C y se permeabilizé con PBS-0.25% Triton X-100 durante 15 minutos a 4 °C.
Posteriormente se realizdé el bloqueo utilizando BSA-PBS al 3% durante 50
minutos a 4 °C. Los portaobjetos se incubaron durante la noche a 4 °C con el
anticuerpo primario anti-CD34, anti-PDGFR-B o anti-GFAP (ver tabla de
anticuerpos que se muestra al final de esta seccion, Tabla 3). Después, se
incubaron con anticuerpo secundario marcado con fluorescencia (Tabla 3)
durante 2 h a 4 °C. A continuacién, los portaobjetos se lavaron con PBS y se
incubaron con Hoechst 33342 (1: 5000, Cat. H3570, Lot. 1724829, Thermo
Fisher Scientific, EE. UU.), durante 5 minutos a temperatura ambiente para la
tinci6on de nucleos. Finalmente, los portaobjetos se montaron con medio de
montaje Vectashield para fluorescencia (Cat. CB-1000, Vector Laboratories
Inc., EE. UU.). Las imagenes se adquirieron en un microscopio confocal
invertido Nikon Ti Eclipse equipado con un sistema de imagenes Al, los cuales
fueron controlado por el programa NIS Elements v.4.50. Las imagenes fueron
tomadas utilizando el objetivo de 20X (seco, NA 0,8) o 60X (inmersion en aceite,
NA 1,4). Los fluoroforos se excitaron en modo secuencial utilizando las lineas
laser incorporadas en el siguientes longitudes de onda: 403 nm (Hoechst) y 563
(Alexa Fluor 546). La fluorescencia correspondiente se leyd en los siguientes
rangos usando juegos de filtros proporcionados por el fabricante: 425-475 nm
(Hoechst 33342) y 570—620 nm (Alexa Fluor 546). La imagenes se adquirieron y

analizaron utilizando NIS Elements v.4.50. e Imaged v.1.501, respectivamente.

Se consider6é que se habia aislado la UNV cuando el marcaje para astrocitos,
pericitos y células endoteliales en nuestras muestras fue positivo, cada pastilla
se dividié en tres fracciones para los siguientes experimentos: analisis por
western blot, analisis por inmunofluorescencia y ensayo de union. Las pastillas

se almacenaron en la soluciéon amortiguadora RH a -70 ° C hasta su uso.
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados para los experimento de Western blot e

inmunofluorescencia.
Anticuerpo Isotipo Dilucién Marce‘l Namero de
comercial catalogo
Monoclonal
CD34 1:200 IF Santa Cruz sc-7324
de ratén IgG Biotechnology
GFAP Policlonal de 1:200 IF Dako 20334
conejo IgG
PDGFR-B Policlonal de 1:200 IF Santa Cruz 5¢-19995
conejo IgG Biotechnology
CB: Monoclonal 1:1000 WB 1:200 Santa Cruz
) sc-293419
de ratén IgG IF Biotechnology
CB: Monoclonal de 1:1000 WB 1:200 Santa Cruz c-993188
raton IgG IF Biotechnology
. Policlonal de 1:500 WB 1:200 Santa Cruz
Claudina-5 conejo IgG IF Biotechnology s¢-28670
Ocludina Pohclgnal de 1:500 WB 1:200 Biorbyt orb412121
conejo IgG IF
Zénula Policlonal de 1:500 WB 1:200 Santa Cruz <c-10804
occludens-1 conejo IgG IF Biotechnology
. Monoclonal de Santa Cruz
B-actina raton IgG 1:10000 Biotechnology sc-47778
Anti-ratén
m-TgGx BP-HRP 1:10000 WB Santa Cruz sc-516102
IeG Biotechnology
HRP anti-conejo Cabra anti- 1:10000 WB Vector PI-1000
conejo IgG Laboratories
Alexa Fluor 546~ Cabra anti- 1:200 IF Molecular A11035
conejo IgG Probes
Jackson
Alexa Fluor 488 Anti-raton IgG 1:200 IF Immuno 115545003
Research Labs

WB: western blot, IF: inmunofluorescencia.

5.3 Evaluacion de la expresion de las proteinas de las uniones
estrechas y de los receptores CB1 y CB2 en la UNV de hipocampo y
corteza temporal de autopsias y pacientes con ELTMF

5.3.1 Extraccion de proteinas para Western blot

Las muestras de UNV de autopsias y pacientes con ELTMF se homogenizaron

en RIPA (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% Triton X-100, pH

19



7.5). El amortiguador de lisis celular RIPA permite eficientemente la
solubilizacion de proteinas, evitando su degradacion al contener inhibidores de
proteasas (Complete Roche Diagnostics GmbH, Alemania). A continuacién, las
muestras se centrifugaron por 10 min a 14000 rpm a 4°C y finalmente se

recolectd el sobrenadante, el cual se congel6 en alicuotas a -70°C.

5.3.2 Cuantificacion de proteinas
La cuantificacion de proteinas se realizé para determinar la concentracién de

proteinas totales tanto en las muestras de autopsias como de pacientes con

ELTMF.

La cuantificacion de proteinas se realizé siguiendo el método de Bradford
(1976). Para ello se colocé cada una de las muestras (por duplicado) en una
placa de 96 pozos. En seguida, se adicioné el reactivo de Bradford (BioRad). La
preparacion se incub6 a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 10
minutos. Finalmente, las mediciones de absorbancia se realizaron a una
longitud de onda de 595 nm del detector de absorbancia en microplaca
(1Mark™) de la marca Biorad y sus valores se interpolaron en una curva

estandar de albimina de suero bovino.

5.3.3 Evaluacion de la expresion de las proteinas claudina-5, ocludina ZO-1y
los receptores CB:1 y CBs2 por Western Blot
Alicuotas de 50 pg de proteina fueron analizadas por medio de SDS-PAGE al

10% y transferidas en membranas de fluoruro de polivinildeno (PVDF, BioRad).
Las membranas se bloquearon por 2 h a temperatura ambiente con leche baja
en grasa al 5% en TBS-Tween al 0.1%. Después, las membranas se incubaron
toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario policlonal de conejo anti
claudina-5, ocludina y ZO-1 o con los anticuerpos primarios anti-CB: o CBa.
Todos los anticuerpos se utilizaron a una diluciéon de 1:200 (Tabla 3). Las
membranas se lavaron con TBS-T al 0.1% y se incubaron por 1 hora con el
anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratéon correspondiente a una dilucion

de 1:10000. Como control de carga, se determind la presencia de la proteina

20



constitutiva B-actina (Tabla 3). Finalmente, las membranas se expusieron a un
sustrato quimioluminiscente (Clarity™ Western ECL Blotting Substrates,
BioRad) que permitié revelar la expresion de las proteinas de interés en un
imagen fotografica mediante el equipo ChemiDoc™XRS+ImagingSystem (Bio-
Rad) para el posterior analisis densitométrico de las bandas mediante el

programa Imaged v.1.501.

5.3.4 Inmunofluorescencia para el analisis de las proteinas claudina-5,
ocludina, ZO-1 y los receptores CB1 y CB2
Las muestras de UNV fueron procesadas como se describié previamente

(seccion 5.2.2) utilizando los anticuerpos primarios policlonales de conejo para
las proteinas claudina-5, ocludina y ZO-1 y los anticuerpos secundarios
correspondientes. Para los receptores CB1 y CB2 se utilizaron los anticuerpos

primarios de raton y los respectivos anticuerpos secundarios (Tabla 3).

5.3.5 Analisis de resultados

Para el analisis de la presencia de células endoteliales, astrocitos y pericitos se
realiz6 un andalisis cualitativo de los resultados obtenidos por
inmunofluorescencia. Respecto a la evaluacién de la expresién de las proteinas
claudina-5, ocludina, ZO-1 y los receptores CB:1 y CB: por Western blot e
inmunofluorescencia se utilizé6 la prueba t de Student. Se calcularon los
coeficientes de correlacion de Pearson para determinar la posible influencia de
las condiciones clinicas en los resultados experimentales. Los valores se
expresaron como la media + el error estandar. Para el analisis estadistico se
utilizo el programa GraphPad (v.6.01 EE. UU.). En todos los casos se considero
una diferencia estadisticamente significativa cuando p<0.05. Se analizaron tres

campos en tres laminillas independientes
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5.4 Evaluacion cualitativa de la co-localizacion de los receptores CB: y CB2 con
las proteinas de las uniones estrechas en la UNV de hipocampo y corteza
temporal de autopsias y pacientes con ELTMF
Las muestras de UNV fueron procesados como se describié previamente en la

seccion 5.2.2 para la expresiéon de cada uno de los componentes de la UNV
(CD34, GFAP o PDGFR-B). Los portaobjetos se incubaron durante la noche a 4
°C con cada anticuerpo primario claudina-5, ocludina o ZO-1 (Tabla 3) en
conjunto con los anticuerpos CB1 o CB2. Posteriormente se realiz6 la incubacion
con los anticuerpos secundarios correspondientes (Alexa Fluor 546 anti-conejo,
A11035, Molecular Probes y Alexa Fluor 488 anti-ratén, 115545003, Jackson

Immuno Research Labs; Tabla 3).

5.5 Capacidad de activacion de la proteina Gai, de los receptores CB1y CB2 en
la UNV de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes con ELTMF

5.5.1 Extraccion de membranas para ensayos de union con [35S]-GTPyS
Para obtencién de membranas, las muestras de UNV previamente obtenidas

(ver seccidon 5.2.1) se resuspendieron en la solucion amortiguadora A (Tris-
EDTA 2 mM, sacarosa 320 mM, albimina de suero bovino (BSA) 5mg/ml,
MgClz 5 mM, pH 7.4; en relacién peso/volumen = 1g/4ml del amortiguador) y se
colocaron en un homogenizador. Después de realizarse la homogenizacion, las
muestras se centrifugaron a 1000 g, durante 10 min, a 4°C. El primer
sobrenadante (SN1) obtenido se colocé en un tubo nuevo a 4°C. La pastilla se
resuspendié en el mismo volumen de solucién amortiguadora A y se centrifugd
nuevamente a 1000 g durante 10 min a 4°C. El segundo sobrenadante (SN2) se
adicion6é al SN1. Se repiti6 el mismo procedimiento para obtener un tercer
sobrenadante (SN3) y se descartd la pastilla. El sobrenadante total
(SN1+SN2+SN3) se centrifugdé a 39000 g durante 30 min a 4°C. La pastilla
resultante, se resuspendié en la solucién amortiguadora B (Tris-HCl 50 mM,
Tris-EDTA 2 mM, MgCl2 3 mM, pH 7.4). Esta altima pastilla, que contenia las

membranas de las células de la UNV, se congel6 en alicuotas a -70°C.
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5.5.2 Cuantificacién de proteinas
La cuantificacion de proteinas se realizéo como se describié previamente en la

seccion 5.3.2.

5.5.3 Ensayos de unién de [35S]-GTPyS en membranas
Para llevar a cabo los ensayos de unién con [35S]-GTPyS, se tomaron 8 pg de

proteina de las membranas y fueron incubadas (60 min, 30°C) en 0.8 ml de
solucién de ensayo C (Tris-HClI 50 mM, Tris-EDTA 2 mM, MgCl2, BSA 5
mg/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 50 uM, pH 7.4), [35S]-GTPyS (100
uM), y concentraciones crecientes de los agonistas selectivos para el receptor
CB1 (Metanandamida) o el agonista selectivo para CBz2 (CB 65), 10-9-10-4,
respectivamente, en presencia de GDP (100 pM). La unién total fue
determinada en ausencia del agonista mientras la unién no especifica fue
obtenida en presencia del GTPyS no marcado (100 uM). La unién especifica se
calculd al restar la union inespecifica de la union total. La reaccién se inicié al
anadir [35S]-GTPyS y se detuvo al filtrar las muestras a través de filtros de
fibra de vidrio Whatman GF/B. Los filtros se lavaron tres veces con solucion
amortiguadora D (Tris-HC1 50 mM, 1 mg/ml BSA, pH 7.4, 4°C). Los filtros se
sumergieron en el liquido de centelleo Sigma-FluorTM y se agregé 500 ul de
Tritén al 0.1% en solucién amortiguadora D, posteriormente, se colocaron en
un vial para cuantificar la radioactividad presente por centellometria con un
detector Beckman. Los valores finales expresados en % de activacién fueron
analizados por regresion no lineal utilizando el programa GraphPad Prisma,
Inc., para determinar los valores de concentraciéon efectiva media (EC50, la
cual nos indica la concentracién que produce el 50% del efecto del agonista) y
de estimulacién maxima (Emax, que nos indica el efecto maximo de un

agonista).
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5.5.4 Analisis de resultados

Para la evaluacién de la capacidad de activacién de las proteinas Gai, de los
receptores CB; y CBz por los ensayos de unién se utiliz6 la prueba t de Student.
Se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson para determinar la
posible influencia de las condiciones clinicas en los resultados experimentales.
Los valores se expresaron como la media + el error estandar. Para el analisis
estadistico se utiliz6 GraphPad Software Inc. (v.6.01 EE. UU.). En todos los

casos se consider una diferencia estadisticamente significativa cuando p<0.05.

6. RESULTADOS

6.1 Experimento 1. Estandarizacion del aislamiento y caracterizacion de la
UNV
Los resultados de inmunofluorescencia para el marcaje de la proteina CD34

(verde) como indicador de células endoteliales fue positivo a lo largo de la
membrana de los microvasos cerebrales, tanto en las autopsias como en los
pacientes con ELTMF (Figura 1, By F). En relacién al analisis para la proteina

acida fibrilar glial (GFAP) para evaluar la presencia de astrocitos, los
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resultados mostraron la expresion de esta proteina (rojo) en segmentos de la
membrana de las células endoteliales en ambos grupos de estudio. Finalmente,
analizamos la expresion del factor de crecimiento derivado de plaquetas tipo P
beta (PDGFR-B) para confirmar la presencia de pericitos. El marcaje del
PDGFR-B (rojo) de manera similar que para GFAP se encontr6 en segmentos de
la membrana de las células endoteliales tanto en autopsias como en pacientes

con ELTMF (Figura 1).

Los resultados obtenidos del presente experimento indican la presencia de los
componentes de la UNV (células endoteliales, astrocitos y pericitos) en
nuestras muestras. No se realiz6 la cuantificacion de la expresiéon por
inmunofluorescencia ya que la intencién sbélo fue realizar un analisis

cualitativo, sin embargo, no se encontr6 ninguna diferencia importante.

CD34/Hoechst GFAP/Hoechst PDGFR-B/Hoechst
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Figura 4. Fotografias representativas de la UNV aislada de tejido congelado
de hipocampo de autopsias (A, B, C y D) y de pacientes con ELTMF (E, F, G y
H). Las imagenes de los microvasos aislados se obtuvieron con el objetivo de
40X (A y E). La expresion de la proteina CD34 se observa en verde en las
células endoteliales de los microvasos cerebrales de autopsias (B) y pacientes
con ELTMF (F). La expresion de GFAP, de astrocitos se marca en rojo (puntas
de flecha) en muestras de autopsias (C) y pacientes con ELTMF (D). La
expresion de PDGFR-B se observa en rojo (puntas de flecha) en muestras de

°c-\

Autopsias

ELTMF

25



autopsias (D) y pacientes con ELTMF (F). Los nucleos se tineron con Hoechst
(azul) en autopsias y pacientes (B, C, D,F, G y H). Barra de calibracién 20 pm.
Se muestran imagenes de un experimento representativo de tres realizados.

6.1.1 Discusiéon
Las técnicas de aislamiento de la UNV reportadas en la literatura se enfocan

en el aislamiento a partir de tejido fresco de roedores (Wu et al.,, 2003,
Verszelka et al., 2007). Por lo anterior, realizamos modificaciones especificas al
protocolo de Verselka et al., (2007) que nos permitieron aislar la UNV a partir

de tejido congelado humano.

Se han reportado evidencias que indican que los protocolos de aislamiento de la
microvasculatura cerebral de roedores que incluyen digestiones enzimaticas
producen muestras consistentes en términos del tamafno de los microvasos y la
composicion celular (Wu et al., 2003; Munikoti et al., 2012). Sin embargo, el uso
de enzimas exdgenas y la incubacion a 37°C comprometen la integridad del
ARN y producen cambios en la activacién de fosfoproteinas (Yun-Kyoung Lee et
al., 2019). Asimismo, se ha reportado que, al excluir el paso de digestion, las
muestras contenian residuos celulares (Wu et al.,, 2003). Sin embargo,
encontramos que al retirar las meninges mediante rodamiento del tejido en
papel filtro (Veszelka et al., 2007), y la realizacién de una homogenizacion del
tejido adecuada y lavados con RH-BSA al 1% se disminuye considerablemente

la presencia de residuos celulares (datos no mostrados).

Nuestros resultados muestran que las modificaciones al protocolo descrito por
Verszelka et al. (2007) permiten el aislamiento de la UNV de hipocampo
congelado de autopsias y pacientes con ELTMF, sin la necesidad de digestiones
enzimaticas. La evaluacién de la morfologia de las muestras de la UNV
aisladas utilizando un microscopio invertido mostré una composicién semejante
a células endoteliales, resultado que se confirmé con el marcador CD34 (Zhang
et al., 2001). Adicionalmente, la preparaciéon presentd pies de astrocitos que se
marcaron con el marcador de GFAP y pericitos con el marcador de PDGFR-p.
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Con base en los resultados de este experimento, el siguiente se enfoc) a evaluar
la expresion de las proteinas que conforman las uniones estrechas en los vasos

sanguineos de autopsias y pacientes con ELTMF en tejido congelado.

6.2 Experimento 2. Evaluaciéon de la expresion de las proteinas de las uniones
estrechas en la UNV de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes

con ELTMF
Una vez que comprobamos que aislamos la UNV a partir de tejido cerebral

congelado de autopsias y pacientes con ELTMF se decidié investigar el patron
de expresion de las proteinas que conforman a las uniones estrechas de la BHE.
Para ello el tejido aislado se procesé con las técnicas de Western blot e

inmunofluorescencia.

6.2.1 UNV de hipocampo

6.2.1.1 Expresion de las proteinas de las uniones estrechas por Western blot
En el grupo de autopsias claudina-5 mostré una expresion relativa a la Beta-

actina de 0.76 = 0.12. En el grupo de los pacientes con ELTMF la expresion de

claudina-5 aument6 34% (p<0.05) con respecto al grupo de autopsias (Figura 2).

La expresion de ocludina en el grupo de autopsias fue de 1.02 + 0.09. Con
respecto a los pacientes con ELTMF la expresiéon de ocludina disminuy6 49%

(p<0.001) con respecto a las autopsias (Figura 2).

6.2.1.2. Expresion de las proteinas de las uniones estrechas por
inmunofluorescencia
La expresion relativa de las proteinas de las uniones estrechas por

inmunofluorescencia para claudina-5, ocludina y ZO-1 fueron de 8.92 + 1.23,
17.65 £ 1.58 y 15.65 + 2.35 respectivamente, en el grupo de autopsias. En este
grupo las tinciénes de claudina-5, ocludina y ZO-1 presentaron un patréon de

expresion lineal y continuo (Figura 3).

En el grupo de los pacientes con ELTMEF las proteinas de las uniones estrechas

mostraron un incremento en la expresion de claudina-5 del 144% (p<0.01), un
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decremento del 47% (p<0.05) en la expresion de ocludina asi como también un
decremento del 63% (p<0.05) en la expresion de ZO-1. A diferencia del grupo de
autopsias, en los pacientes con ELTMF las proteinas de las uniones estrechas

perdieron la linealidad y continuidad en su expresion (Figura 3).
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Figura 5. Expresion de las proteinas claudina-5 y ocludina en la UNV obtenida
de hipocampo extraida del grupo de autopsias y del grupo ELTMF'. Los datos se
normalizaron contra B-actina y se expresan como promedio + el error estandar.
*p<0.05, ***p<0.001. Prueba ¢ de student. (n=12).

6.2.1.3 Correlaciones con variables clinicas
En la UNV de hipocampo de las autopsias y los pacientes con ELTMF los

niveles de expresién de claudina-5 y ocludina obtenidos por western blot no

mostraron ninguna correlacion con las variables clinicas (Tabla 4).
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Figura 6. Expresion de las proteinas claudina-5, ocludina y ZO-1 en MV de la
UNV de hipocampo por inmnofluorescencia. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia de claudina-5 (rojo), ocludina (rojo) y ZO-1 (rojo) en MV
de la UNV de hipocampo de autopsias y pacientes con ELTMF. Las flechas
senalan el aumento en la expresion de Claudina-5 en pacientes con ELTMF y
las puntas de flechas sefnalan la diminucién de ocludina y ZO-1 en pacientes.
La tincién para claudina-5, ocludina y ZO-1 se cuantificé como intensidad de
fluorescencia por pm?2 y se compard con el grupo de autopsias. Los datos se
expresan como promedio + el error estandar. *p<0.05; **p<0.01. Prueba ¢ de
Student (n=3).
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Tabla 4. Correlacion de expresion de proteinas de las uniones estrechas y
variables clinicas en hipocampo

Hipocampo
claudina-5 ocludina
Pacientes Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p
ELTMF
Edad (afios) 0.2018 0.5294 -0.3579 0.2534
Edad de inicio de -0.3690 0.2379 0.0539 0.8678
epilepsia (afios)
Duracién de la 0.2837 0.3715 -0.1784 0.5791
epilepsia (afios)
Frecuencia de crisis 0.001 0.9962 0.1493 0.6433
(por mes)
No. de FAE antes de 0.395 0.204 -0.302 0.341
la cirugia
Autopsias
Edad (afios) -0.386 0.216 0.154 0.632
IPM (h) -0.501 0.097 0.252 0.429

FAE: farmacos antiepilépticos; IPM: intervalo postmortem.

6.2.2 UNV de corteza temporal

6.2.2.1 Expresion de las proteinas de las uniones estrechas por Western blot
En el grupo de autopsias la expresién de claudina-5 fue de 1.01 +0.13. Respecto

al grupo de los pacientes con ELTMF la expresion de claudina-5 mostré un

incremento de 103%, (p<0.05) en comparacién con las autopsias (Figura 4). La
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expresion de ocludina en corteza temporal fue de 1.82 + 0.19 para las autopsias.
En los pacientes con ELTMF la expresion de ocludina presenté una
disminuciéon de la expresiéon con respecto al grupo de las autopsias (72%,

p<0.001, Figura 4)
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Figura 7. Expresiéon de las proteinas claudina-5 y ocludina en la UNV de
corteza temporal. Los datos se normalizaron contra B-actina y se expresan como
promedio + el error estandar. ***p<0.001. Prueba ¢ de student. (n=12)

6.2.2.2. Expresion de las
proteinas de las wuniones
estrechas por Inmunofluorescencia

La expresion relativa de las proteinas de las uniones estrechas detectada por
inmunofluorescencia para claudina-5, ocludina y ZO-1 fueron de 9.35 + 1.60,

21.40 £ 1.64 y 12.37 + 4.98 respectivamente, en el grupo de autopsias. En este

31



grupo la tincién de claudina-5, ocludina y ZO-1 presentaron un patrén de

expresion lineal y continuo (Figura 5).

En los pacientes con ELTMF las proteinas de las uniones estrechas mostraron
un incremento en la expresion de claudina-5 del 126% (p<0.01), un decremento
del 39% (p<0.05) en la expresion de ocludina, asi como un decremento del 58%
(p<0.05) en la expresion de ZO-1. A diferencia del grupo de autopsias, en los
pacientes con ELTMEF las proteinas de las uniones estrechas perdieron la

linealidad y continuidad en su expresion (Figura 5).

Claudina-5/Hoechst Ocludina-5/Hoechst Z0-1/Hoechst

--

32

Autopsias

ELTMF



I AuTOPSIAS
I ELTMF

30 4 30 4 30-

*%*

N
o
L
N
o
L
N
o
1

-
o
1
-
o
L

Expresion ZO-1
o

Expresion Claudina$
(fluorescencia/um?)
(fluorescencia/um?)

*
(fluorescencia/um?)

Expresion Ocludina

0- 0- 0-
Figura 8. Expresion de las proteinas claudina-5, ocludina y ZO-1 en MV de la
UNV de hipocampo por inmnofluorescencia. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia de claudina-5 (rojo), ocludina (rojo) y ZO-1 (rojo) en MV
de la UNV de corteza temporal de autopsias y pacientes con ELTMF. Las
flechas senalan el aumento en la expresién de claudina-5 en pacientes con
ELTMF y las puntas de flechas sefialan la diminucién de ocludina y ZO-1 en
pacientes. La tincion para claudina-5, ocludina y ZO-1 se cuantificé como
intensidad de fluorescencia por pm?2y se comparé con el grupo de autopsias. Los
datos se expresan como promedio + el error estandar. *p<0.05; **p<0.01.
Prueba ¢t de Student (n=3).

6.2.2.3 Correlaciones con variables clinicas
En la UNV de la corteza temporal de los pacientes con ELTMF los niveles de
expresion de claudina-5 obtenidos por western blot mostraron una correlacion
positiva con la edad (r=0.5895, p<0.05; Tabla 4 y Figura 9) y con la duracién de
la epilepsia (r=0.6534, p<0.05; Tabla 5 y Figura 9). Lo que nos indica que a
mayor edad y mayor duraciéon de la epilepsia incrementa la expresiéon de

claudina-5.

En la UNV de corteza temporal de las autopsias los niveles de expresion de
Claudina-5 y ocludina obtenidos por western blot no mostraron ninguna

correlacion con las variables clinicas (Tabla 5)
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Figura 9. Representacion de la correlacion entre expresion de claudina-5 en la
UNV de corteza temporal y las variables clinicas de los pacientes con ELTMF.

Tabla 5. Correlacion de expresion de proteinas de las uniones estrechas y

variables clinicas en corteza temporal

Corteza temporal

claudina-5 ocludina
Pacientes Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p
ELTMF
Edad (afios) 0.589 0.043* -0.287 0.366
fidad de inicio de -0.501 0.097 -0.077 0.811

epilepsia (afios)
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Duracion de la

. . - 0.653 0.021* 0.084 0.794
epilepsia (afios)
Frecuencia de crisis
-0.419 0.174 -0.187 0.561
(por mes)
No. de FAR antes de 0.531 0.076 -0.202 0.529
la cirugia
Autopsias
Edad (afios) 0.252 0.428 0.232 0.468
IPM 0.118 0.714 -0.653 0.213

FAE farmacos antiepilépticos; IPM: intervalo postmortem; Correlacién de Pearson; *p<0.05.

6.2.2.4 Discusiéon
Para que la UNV lleve a cabo su funcién de barrera correctamente, es necesario

que las proteinas de las uniones estrechas tengan integridad en su
composicion, la cual se caracteriza por una expresion lineal y homogénea a
través de los espacios intercelulares de las células endoteliales (Ng et al., 2003;
Wosik et al., 2007; Wolburg et al., 2009). En los vasos sanguineos cerebrales,
las uniones estrechas son un tipo de barrera célula-célula formada por un
complejo de proteinas que incluyen la hendidura intercelular principalmente:
ocludina, claudinas a nivel membranal (Bauer et al. 1999; Morita et al. 1999;
Martin-Padura et al. 1998) y ZO-1 a nivel citoplasmico (Itoh M, et al. 1999;
Wolburg y Lippoldt, 2002). Utilizamos UNV de hipocampo y corteza temporal

obtenidos de autopsias, como condicién control y encontramos que la expresion

35



de claudina-5, ocludina y ZO-1 presentaron una expresion lineal y homogénea
en los MV de ambas estructuras, lo cual es un indicador de la integridad de la
BHE de las autopsias. En varios trastornos neurolégicos, incluida la epilepsia,
se ha demostrado que la permeabilidad de la BHE esta alterada (Abbott et al.,
2010). La disfunciéon de la BHE puede tener consecuencias importantes para la
excitabilidad neuronal, por lo que puede ser un desencadenante en la
generacion de convulsiones y / o el desarrollo de epilepsia (Friedman et al.,

2009). De ahi nuestro interés en confirmar dichas alteraciones en las muestras

de la BHE de los pacientes con ELTMEF.

Los resultados obtenidos mostraron que la BHE de los pacientes con ELTMF,
presenta una disminucioén en la expresion de ocludina y ZO-1. Sin embargo, la
proteina claudina-5 mostr6 un aumento en su expresiéon y correlacion

significativa con la edad y la duraciéon de la epilepsia.

Uno de nuestros objetivos fue caracterizar la expresiéon de las proteinas
claudina-5, ocludina y ZO-1 en la BHE de hipocampo y corteza temporal de los
pacientes con ELTMF. Los resultados mostraron un aumento en la expresion
de claudina-5 tanto en la BHE de hipocampo como en la corteza temporal de los
pacientes con ELTMF. Sin embargo, en la BHE de los pacientes con ELTMF, se
interrumpe la linealidad y la continuidad en la expresion. Ademas,
encontramos una correlacién positiva de la expresion de claudina-5 con la edad
y la duracion de la epilepsia; esto indica que cuanto mayor es el tiempo de los
pacientes con la enfermedad, mayor es la expresion de claudina-5. Estos
resultados nos indican un mecanismo compensatorio para contrarrestar la
disminucion de la expresion de ocludina y de ZO-1. Nuestros resultados con
respecto a la expresion de claudina-5 concuerdan con los reportados por Chun
Yan et al. (2018), encontraron que en el modelo KA en ratén provocdé un
aumento en la expresion de las proteinas claudina-5 y ZO-1 72 h después del

tratamiento.
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Por otro lado, encontramos una disminucién en la expresion e
inmunorreactividad de ocludina y ZO-1 en la BHE de hipocampo y corteza
temporal. Ademas, la linearidad y la continuidad de expresion también se
interrumpen en la BHE de los pacientes con ELTMF. Varios estudios han
demostrado que los cambios en la expresion de las proteinas de las uniones
estrechas, la variacién en su distribuciéon y / o el funcionamiento anormal de
sus estructuras podrian destruir la integridad de las uniones estrechas y
provocar cambios en la permeabilidad de la BHE (Ng et al., 2003). Esta
disminucion en la expresion de ocludina y ZO-1 ha sido asociada con el dafio de

la BHE en trastornos neurolégicos como la epilepsia (Michalak et al., 2012).

Andras y col. (2007) informaron que la exposicion de las células endoteliales de
la microvasculatura cerebral (BMEC) al glutamato produce una redistribucién
celular de ocludina, seguida de una disminucién en el nivel total de esta
proteina y una disminuciéon de la funcién de barrera en las BMEC. Ademas, los
estudios en células endoteliales microvasculares de ratas con displasia cortical
sometidas a convulsiones inducidas por hipertermia, encontraron una
disminucién en la expresion e inmunorreactividad de ocludina y apertura de
uniones estrechas (Ahishali et al. 2010). Asimismo, en el hipocampo de
pacientes con ELT y en el modelo en rata de litio-pilocarpina, se ha informado
disminucién y alteracion en el patréon de expresion de la proteina ZO-1 (Rigau
et al. 2007). Estos cambios en la expresion y alteracién de las proteinas de las
uniones estrechas indican una disfuncién de la BHE. La disrupcion de la BHE
conduce a la extravasacién de proteinas plasmaticas y células del sistema
inmunolégico al parénquima cerebral, cambios en las funciones astrogliales
(Ivens et al., 2009), y alteraciones en el equilibrio i6nico (Kofuji y Newman,
2004) que a su vez pueden conducir a una mayor excitabilidad neuronal,
umbral convulsivo reducido, sinaptogénesis excitadora, plasticidad alterada y

epileptogénesis (Cacheaux et al., 2009; Daneman, 2012).
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Por otra parte, los receptores CB:1 y CB:z tienen un papel importante en la
integridad de la BHE. Lu et al., (2008) describieron que la activacién de CB:
evita la disminucion de la expresion de las proteinas ZO-1, claudina-5 y JAM-1,
y la consiguiente disfuncion de la BHE. Ademas, la activaciéon de los receptores
CB2 en células endoteliales disminuye la permeabilidad de la BHE, asi como la
expresion de proteinas de las uniones estrechas y reduce los efectos
neuroinflamatorios (Ramirez et al., 2012). Es posible pensar que la epilepsia se
asocia a disminucién de la expresion de proteinas y/o las vias transduccionales
de estos receptores en la BHE de los pacientes con ELTMF. Por esta razon, se
disefiaron experimentos para evaluar los niveles de expresion de los receptores
CB1 y CB2 en la BHE de hipocampo (area epileptogenica) y corteza temporal
(area involucrada en la propagacion de la actividad convulsiva) de pacientes

con ELTMF.

6.3 Experimento 3. Evaluacion de la expresion de los receptores CB1 y CBz en
la UNV de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes con ELTMF
Una vez que analizamos el patron de expresion de las proteinas que conforman

a las uniones estrechas de la BHE se decidi6 investigar el patréon de expresion
de los receptores CB: y CBz2 en la UNV de hipocampo y corteza temporal de
autopsias y pacientes con ELTMF. Para ello el tejido aislado se proces6 con las

técnicas de western blot e inmunofluorescencia.

6.3.1 UNV de hipocampo

6.3.1.1 Expresion de los receptores CB1y CB2 por Western blot
En el grupo de autopsias los receptores CB: y CBz2 mostraron una expresion

relativa a la B-actina de 0.62 £ 0.09 y 1.25 + 0.08 respectivamente. En el grupo
de los pacientes con ELTMF la expresiéon de CB: y CB2 disminuyé 66% y 43%

respectivamente (p<0.001) con respecto al grupo de autopsias (Figura 6).

6.3.1.2. Expresion de los receptores CB1 y CB:z por inmunofluorescencia
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La expresion relativa a la p-actina de los receptores CB:1 y CBs por
inmunofluorescencia fueron de 31.8 + 1.8 y 23.3 + 2.4 respectivamente, en el

grupo de autopsias (Figura 6).

En los pacientes con ELTMF los receptores CB1 mostraron una disminucién en
su expresion del 60% (p<0.01) también los receptores CB2 un presentaron un

decremento en su expresion del 57% (p<0.05, Figura 6).

6.3.1.3 Correlaciones con variables clinicas
En la UNV de hipocampo de los pacientes con ELTMF los niveles de expresion

del receptor CB2 obtenidos por western blot mostraron una correlaciéon negativa
con el nimero de farmacos antiepilépticos administrados antes de la cirugia
(r=-0.645, p<0.05; Tabla 5). Lo que nos indica que a mayor nimero de farmacos

administrados menor sera la expresion del receptor CBa.

En la UNV de hipocampo de las autopsias los niveles de expresion de los
receptores CB; y CB: obtenidos por western blot no mostraron ninguna

correlacion con las variables clinicas (Tabla 6).
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Figura 10. Representacion de la correlacién entre el nimero de farmacos
antiepilépticos (FAE) y la expresion del receptor CBz en la UNV de hipocampo
de los pacientes con ELTMEF.

Tabla 6. Correlacion de expresion de los receptores CB1 y CBz2 con las variables

clinicas en hipocampo

Hipocampo
CB: CB:
Pacientes
ELTMF Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p
Edad (afios) -0.145 0.652 -0.033 0.917
Eidad deiniciode ) 45, 0.889 0.275 0.387

epilepsia (anos)
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Duracion de la

. . - -0.123 0.703 -0.273 0.390
epilepsia (afnos)
Frecuencia de
.. 0.287 0.287 -0.106 0.743
crisis (por mes)
No. de FAE antes 0.103 0.745 -0.643 0.024*
de la cirugia
Autopsias
Edad (afios) 0.3513 0.2628 -0.3286 0.2971
IPM (h) 0.1009 0.7551 -0.1436 0.6560

FAE farmacos antiepilépticos; IPM: intervalo postmortem; Correlacion de

Pearson; *p<0.05.

6.3.2 UNV de corteza temporal

6.3.2.1 Expresion de los receptores CB1 y CB: por Western blot

En el grupo de autopsias los receptores CB; y CB2 mostraron una expresion

relativa a la B-actina de 0.93 = 0.07 y 0.84 + 0.04 respectivamente. En el grupo

de los pacientes con ELTMF la expresion de CB; aument6 35% (p<0.01) y CB2

mostré un aumento de 41% (p<0.01) ambos con respecto al grupo de autopsias

(Figura 6).
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Figura 11. Expresion de los receptores CB: y CB2 en la UNV de hipocampo y
corteza temporal. Los datos se normalizaron contra B-actina y se expresan como
promedio + el error estandar. **p<0.01, ***p<0.001. Prueba ¢ de student.

6.3.2.2. Expresion de los receptores CB1 y CB: por
Inmunofluorescencia
La expresion relativa a la B-actina de los receptores CB: y CBs por

inmunofluorescencia fueron de 31.8 + 1.8 y 23.3 = 2.4 respectivamente, en el

grupo de autopsias (Figura 7).

En los pacientes con ELTMF los receptores CB: mostraron un aumento en su
expresion del 27% (p<0.05), también los receptores CBz un presentaron un

incremento en su expresion del 50% (p<0.05, Figura 7).
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Figura 12. Expresiéon de los receptores CB1 y CB2 en MV de la UNV de
hipocampo y corteza temporal por inmnofluorescencia. Imagenes
representativas de inmunofluorescencia de CB; y CB: (verde), en MV de la
UNYV de hipocampo de autopsias y pacientes con ELTMF. Las puntas de flechas
senalan la diminuciéon de CB; y CB2 en hipocampo de pacientes y las flechas
senalan el aumento en la expresion de CB: y CB2 en la corteza temporal de
pacientes con ELTMF. La tincién para CB; y CB: se cuantific6 como intensidad
de fluorescencia por pm?2y se compard con el grupo de autopsias. Los datos se
expresan como promedio + el error estandar. *p<0.05; **p<0.01. Prueba ¢ de
student.

6.3.2.3 Correlaciones con variables clinicas
En la UNV de la corteza temporal de los pacientes con ELTMF los niveles de

expresion del receptor CB:i obtenidos por western blot mostraron una
correlacion positiva con el nimero de farmacos antiepilépticos administrados
antes de la cirugia (r=-0.644, p<0.05; Tabla 7). Lo que nos indica que a mayor

numero de farmacos administrados mayor sera la expresion del receptor CB;.

En la UNV de corteza temporal de las autopsias los niveles de expresion de los
receptores CB; y CB: obtenidos por western blot no mostraron ninguna

correlacion con las variables clinicas (Tabla 7).
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Figural3. Representacion de la correlacion entre el nimero de farmacos
antiepilépticos (FAE) y la expresion del receptor CB: en la UNV de corteza
temporal de los pacientes con ELTMF.

Tabla 7. Correlacion de expresion de los receptores CB1 y CBz2 con las variables

clinicas en corteza temporal

Corteza temporal

CB1 CB2

Pacientes Valor d Valor d Valor d Valor d
ELTMF alordaer alor de p alorder alor ae p

Edad (afios) 0.280 0.378 0.451 0.190
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Edad de inicio de

. . - -0.309 0.329 0.127 0.727
epilepsia (afios)
Duracién de la 0.224 0.484 -0.422 0.224
epilepsia (afios)
Frecuencia de crisis -0.051 0.874 0.608 0.062
(por mes)
No. de FAE antes de 0.644 0.024* -0.265 0.459
la cirugia
Autopsias
Edad (afios) 0.5424 0.0848 -0.4276 0.1655
IPM (h) 0.1201 0.7250 -0.1295 0.6883

FAE: farmacos antiepilépticos; Correlacion de Pearson; *p<0.05.

6.3.2.4 Discusion

Los receptores CB; y CBz tienen un papel protector en la integridad de la UNV
y, por lo tanto, en la funciéon de la BHE (Lu et al., 2008; Zhang et al., 2011;
Ramirez et al., 2012). La activacion de los receptores CB; y CB2 por el 2-
araquidonoilglicerol contribuye con el mantenimiento de la integridad
funcional de la BHE después de un insulto cerebral (Piro et al., 2018). Por otro
lado, microvasos de pacientes con ELTMF sobreexpresan VEGF-A y su receptor
VEGFR-2 (Castaneda-Cabral et al., 2020a). Estos cambios pueden facilitar la
angiogénesis (Marchi y Lerner-Natoli, 2013), la neuroinflamacion y el aumento

de la permeabilidad de la BHE (Gorter et al., 2015; Baruah et al., 2020). La
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activacion de los receptores cannabinoides se considera una estrategia para
atenuar la senalizacion de VEGF y la inflamaciéon crénica y por lo tanto,
disminuir la neoangiogénesis (Schley et al., 2009; Staiano et al., 2016;

Sathyapalan et al., 2017).

Nuestros resultados indican que los receptores CB:1 y CB2 presentan un
decremento en su expresion en el hipocampo. Existe evidencia que indica que
la disminucién de CB: en hipocampo correlaciona con la disminucién de la
expresion ARNm y la proteina del receptor CB1 en el hipocampo de pacientes
con ELTF (Ludany et al., 2008). Del mismo modo, Falenski et al. (2009),
encontraron disminucién en los niveles de expresiéon del receptor CB; en el
hipocampo de rata después de una semana de la induccién del status

epilepticus utilizando el modelo de pilocarpina.

Por otra parte, en la corteza temporal, observamos que ambos receptores
presentaron un incremento en su expresiéon en muestras de pacientes con
ELTMEF. Estos resultados sugieren que los receptores CB; y CB2 tienen un
papel diferente en estas estructuras y estos cambios pueden estar asociados
con el papel que juegan ambas estructuras en la ELTM. Al respecto, se sabe
que la formacién hipocampal representa el foco epiléptico mientras que la
neocorteza temporal es una estructura que en el inicio del trastorno trata de
evitar su propagacion a otras estructuras (Chagnac-Amitai y Connors, 1989;

Chervin et al., 1988; Sloviter, 1994; DeFelipe et al 2002; Engel et al., 2012).

Los datos obtenidos también se correlacionan con variables clinicas de los
pacientes. Al respecto, encontramos que un mayor numero de farmacos
anticonvulsivos recibidos antes de la cirugia se correlaciona con una menor
expresion proteica de los receptores CBz2 en el hipocampo, mientras que en
corteza temporal encontramos que a mayor niumero de farmacos administrados

antes de la cirugia es mayor la expresion del receptor CBi. Futuros estudios
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deben de llevarse a cabo para determinar el efecto de los farmacos

anticonvulsivantes en la expresién de los receptores CB; y CBa.

Llama la atenciéon que el receptor CB2 se expresa en niveles muy bajos en
neuronas, leucocitos y endotelio cerebral en condiciones fisiolégicas (Golech et
al. 2004; Schley y col. 2009). Sin embargo, la expresion de este receptor puede
regularse positivamente durante la inflamacion del cerebro en enfermedades
como la esclerosis multiple y la enfermedad de Alzheimer (Benito et al. 2008;
Pacher y Mechoulam 2011). Con base en este grupo de evidencias es posible
sugerir que el aumento de la expresion de CB2 en corteza cerebral puede estar
involucrado en un proceso de neuroinflamaciéon y dano de la UNV de la

neocorteza temporal de los pacientes con ELTMF.

El siguiente experimento se disend para evaluar de manera cualitativa la
colocalizacion de los receptores CB:1 y CB2 con las proteinas que conforman las

uniones estrechas de la UNV.

6.4. Experimento 4. Evaluacion cualitativa de la co-localizacion de los
receptores CB1 y CB: con las proteinas de las uniones estrechas en la

UNYV de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes con
ELTMF
Después de analizar el patréon de expresion de las proteinas que conforman las

uniones estrechas de los receptores CB:1 y CBg, decidimos evaluar si estas
proteinas se expresan en la misma region de la UNV de autopsias y pacientes
con ELTMF mediante un andlisis cualitativo de co-localizaciéon. Para ello el
tejido aislado se proces6 con la técnica de inmunofluorescencia como se

describi6 en la seccion 5.2.2. Se utilizaron los anticuerpos primarios
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monoclonales de ratéon para CBi o CBg, los anticuerpos primarios de conejo
para claudina-5, ocludina y Z0O-1. Posteriormente las muestras fueron tratadas

con los anticuerpos secundarios correspondientes (Tabla 3).

6.4.1 UNV de hipocampo
En el hipocampo los resultados de la tincion por inmunofluorescencia de los

receptores a canabinoides mostraron que tanto CB; como CBz presentaron co-
localizacion con las proteinas que conforman las uniones estrechas en la UNV

de autopsias y pacientes con ELTMF (Figuras 8 y 9).
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Figura 14. Expresion de CBi, claudina-5, ocludina y Z0-1 en MV de
hipocampo de autopsias y pacientes con ELTMF. Nucleos teniidos por Hoechst
(azul) en autopsias y pacientes con ELTMF. La barra de calibracién
corresponde a 20 um. Se muestran imagenes representativas obtenidas de tres
laminillas de tres extracciones independientes, donde se analizaron tres
campos.
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Figura 15. Expresion de CBg, claudina-5, ocludina y Z0-1 en MV de
hipocampo de autopsias y pacientes con ELTMF. Nucleos teniidos por Hoechst
(azul) en autopsias y pacientes con ELTMF. La barra de calibracion
corresponde a 20 um. Se muestran imagenes representativas obtenidas de tres
laminillas de tres extracciones independientes, donde se analizaron tres
campos.

6.4.2 UNV de corteza temporal
De manera similar que en hipocampo, en la UNV de corteza temporal también

se observd que los receptores CB;1 y CB2 presentaron co-localizacién con las
proteinas que conforman las uniones estrechas en la UNV de autopsias y

pacientes con ELTMF (Figura 10 y 11).
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Figura 16. Expresion de CBi, claudina-5, ocludina y Z0-1 en MV de corteza
temporal de autopsias y pacientes con ELTMF. Nucleos tenidos por Hoechst
(azul) en autopsias y pacientes con ELTMF. La barra de -calibracion
corresponde a 20 um. Se muestran 1magenes representativas obtenidas de tres
laminillas de tres extracciones independientes, donde se analizaron tres
campos.
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Figura 17. Expresion de CBg, claudina-5, ocludina y Z0-1 en MV de corteza
temporal de autopsias y pacientes con ELTMF. Ntucleos tenidos por Hoechst
(azul) en autopsias y pacientes con ELTMF. La barra de -calibracién
corresponde a 20 um. Se muestran imagenes representativas obtenidas de tres
laminillas de tres extracciones independientes, donde se analizaron tres
campos.

6.4.3 Discusion
El objetivo de este experimento fue evaluar si los receptores CB; y CB:z se

expresan en la misma regién que las proteinas que conforman las uniones
estrechas en la UNV de autopsias y pacientes con ELTMF mediante un analisis

cualitativo de co-localizacion.

Nuestros resultados indican que existe co-localizacion de los receptores CB1 y
CB2 con las proteinas que conforman las uniones estrechas en algunas regiones

de la UNV de autopsias y pacientes con ELTMF.

Como se mencioné anteriormente, los receptores CB; y CBg2 tienen un papel
protector en la integridad de la UNV y la BHE (Lu et al., 2008; Zhang et al.,
2011; Ramirez et al., 2012). Se ha sugerido que los receptores canabinoides

regulan la BHE a nivel molecular. Los agonistas no especificos para los
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receptores canabinoides como los agonistas especificos del receptor CB:
contrarrestaron la inflamacién inducida por la disminucién en la expresion de
las proteinas ZO-1, la molécula de adhesién-1 (JAM-1) y claudina-5 en células
endoteliales de la microvasculatura cerebral (Lu et al.2008; Ramirez et al.
2012). Ademas, Lu et al., en 2008 describié como el agonista no selectivo para
receptores canabinoides CP55940 promovié la asociacion del receptor CB1 con
la proteina ZO-1 a través del extremo NHz de esta ultima. Esto sugiere que el
receptor CBi1, a través de su interacciéon con la proteina ZO-1 bloquea su

degradacion.

Por otro lado, después de la induccién de un trauma craneoencefalico en un
modelo en ratén se cuantificé la concentraciéon de fluoresceina de sodio en
parénquima cerebral como parametro de integridad de la BHE y se demostré
que agonistas CB2 disminuyen el dano de la BHE al disminuir la cantidad de

fluorosceina que penetré en el cerebro de los animales después del dano

(Amenta et al. 2012).

Los resultados obtenidos con los experimentos previos indican que existen
alteraciones en la expresién proteica de los receptores CB: y CBz que se
localizan en la UNV de pacientes con ELTMF. Sin embargo, dichos resultados
no indican cambios en la funcionalidad de los receptores. A continuacién se
disefiaron experimentos para evaluar la capacidad de activacién las proteinas
Gai acoplada a los receptores CB1 y CB2 en la UNV de autopsias y pacientes
con ELTMF y determinar si los cambios en la expresion de dichos receptores se

correlacionan con cambios en su funcionalidad.
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6.5. Experimento 5. Capacidad de activacion de la proteina Gais, de los
receptores CB; y CB2 en la UNV de hipocampo y corteza temporal de autopsias
y pacientes con ELTMF
Después de analizar el patron de expresion de las proteinas de las uniones

estrechas y de los receptores CB1y CBz asi como su co-localizaciéon en la UNV
de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes con ELTMEF,
decidimos evaluar la capacidad de activacion de las proteinas Gai, acopladas a
los receptores CB:1 y CBa. Para ello el tejido aislado se proces6 mediante

ensayos de unién con [35S]-GTPyS y agonistas selectivos para cada receptor.

6.5.1 UNV de hipocampo

6.5.1.1 Ensayos de union de [35S]-GTPyS para los receptores CB1y CBs:
en membranas
La unién de [35S]-GTPyS subsecuente a la estimulacion del receptor CB1 en la

UNV de hipocampo de autopsias (n=12) presenté una Emax de 146 + 11
fmol/mg de proteina y una pEC50 de 6.65 + 0.34; mientras que los pacientes
con ELTMF (n=12) presentaron una Emax de 513 + 93 fmol/mg de proteina
(p<0.05 vs autopsias) y una pEC50 de 6.52 + 0.7 (Figura 18, Tabla 8).

Respecto a la uniéon de [35S]-GTPyS subsecuente a la estimulacion del receptor
CB2 en la UNV de autopsias (n=12) presenté una Emax de 108.0 + 10 fmol/mg
de proteina y una pEC50 de 8.1 + 0.37; mientras que los pacientes presentaron
una Emax de 384 + 49 fmol/mg de proteina y una pEC50 de 6.7 + 0.49, siendo
ambos parametros estadisticamente diferentes de los correspondientes para el
grupo de autopsias (p<0.05) (Figura 18, Tabla 8). Estos resultados indican que
los receptores CB2 presentan una potencia menor en los pacietntes con ELTMF.
Sin embargo, la eficacia de los receptores CB; y los receptores CBz2 medida como

la activacion de la proteina Goin fue mayor en muestras de pacientes con

ELTMF.
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Figura 18. Representacion de la unién de [35S]-GTPyS estimulada por la
activacion del receptor CB;1 (izquierda) y CB:2 (derecha) en membranas la UNV
de hipocampo de autopsias y pacientes con ELTMF. Las membranas fueron
incubadas con concentraciones crecientes de Metanandamida y CB65 (10-10 -
104 respectivamente). Cada punto representa la media + e.e. de 12 sujetos,
cuyas determinaciones se hicieron por triplicado. Noétese que los receptores CBs
presentan una potencia menor. Sin embargo, la activacion de los receptores
CB1 y los receptores CBz dieron como resultado una mayor eficacia en la
activaciéon de la proteina Gai, en los pacientes con ELTMEF.
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Tabla 8. Valores de Emax y pEC50 para la unién de [35S]-GTPyS inducida por
la activacion de los receptores CB; y CB2 en la UNV de hipocampo de autopsias
y pacientes con ELTMF.

Hipocampo
CB: CB:
Receptor y grupo de Emax
estudio fmol/mg proteina p< PECs0 p<

CB: autopsias 146 +£11 -6.65 + 0.3
0'0308 0.8687

CB: ELTMF 513+ 93 -6.52 + 0.7

CB:2 autopsias 108 +£10 -8.1+0.4
0.0001 0.035

% %
CB: ELTMF 384 +49 -6.7+0.5

Emax: estimulaciéon maxima; pEC50: -log concentracién efectiva media; *p<0.05.

6.5.1.2 Correlaciones con variables clinicas
Para evaluar si las variables clinicas de los sujetos se asociaban con los valores

se determino el valor de EC50 y de Emax para cada muestra.

La unidn a los receptores CB1 en la UNV de hipocampo presenté las siguientes
correlaciones significativas con las variables clinicas: a) una correlacion
negativa entre a el valor de pEC50 (potencia) y la edad de los pacientes con
ELTMF (r= -0.887, p<0.001, Tabla 8) indicando que a mayor edad la potencia
del receptor aumenta y b) una correlacion positiva entre el tiempo de duraciéon
de la epilepsia y la potencia de este receptor. Estos resultados nos indican que
la potencia del acoplamiento funcional de los receptores CB: podria aumentar

como una respuesta a las convulsiones (r=0.651, p<0.05, Tabla 8).

56



Tabla 9. Correlacion de los valores de Emax y pEC50 de los receptores CB1 y
CB2 con las variables clinicas en hipocampo

Hipocampo
CB: CB:
Emax pEC50 Emax pEC50
Pacientes Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor
ELTMF der de p der de p der dep der de p
0.001
Edad (afios) -0.026 0.935 -0.887 0.136 0.672 -0.210 0.512

Tk

Edad de inicio de
] _ -0.406 0.191 -0.070 0.829 -0.499  0.098 0.040 0.901
epilepsia (afios)

Duracion de la 0.022
) . 0.191 0.551 0.651 0.379 0.225 -0.075 0.815
epilepsia (afios) *

Frecuencia de crisis
-0.079  0.807 -0.445 0.445 -0.130 0.687 0.278 0.381
(por mes)

No. de FAE antes de
. 0.531 0.075 -0.349 0.266 0.318 0.312 0.092 0.774
la cirugia

Autopsias
Edad (afios) -0.178 0.581 0.357 0.255 -0.085 0.804 0.235  0.460
IPM (h) -0.274 0.388 0.472 0.121 0.426 0.191 0.066  0.838

FAE: farmacos antiepilépticos; Emax: estimulacion maxima; pEC50: -log concentraciéon efectiva
media; IPM: intervalo postmortem; Correlaciéon de Pearson; *p<0.05, ***p<0.01.
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Correlacion entre la edad y los valores de Correlacion entre la duracion de la epilepsia y
pEC50 del receptor CB, de la UNV de hipocampo lo valores de pEC50 del receptor CB; en

de pacientes con ELTMF la UNVde hipocampo de pacientes con ELTMF
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Figura 19. Representacion de la correlacion entre los valores de pEC50 del
receptor CB1y las variables clinicas de los pacientes con ELTMF.

6.5.2 UNV de corteza temporal

6.5.2.1 Ensayos de union de [35S]-GTPyS para los receptores CB:1y CB:
en membranas
En cuanto a la unién del [35S]-GTPyS subsecuente a la estimulaciéon del

receptor CB; en la UNV de corteza temporal, el grupo de autopsias (n=12)
presenté una Emax de 333 + 45 fmol/mg de proteina y una pEC50 de 6.23 +
0.46. Por su parte, los pacientes presentaron una Emax de 676 + 105 fmol/mg
de proteina (p<0.05) y una pEC50 de 6.18 + 0.5 (p=0.9459) (Figura 20, Tabla
10). Por otro lado, la unién de [35S]-GTPyS subsecuente a la estimulaciéon del
receptor CB2 en la UNV de corteza temporal de autopsias presenté una Emax
de 291 + 29 fmol/mg de proteina y una pEC50 de 7.86 + 0.39. En el caso de los
pacientes, se obtuvo una Emax de 339.7 + 30 fmol/mg de proteina (p<0.05) y
una pEC50 de 5.7 £ 0.26 (p<0.05, Figura 20, Tabla 10). Estos resultados
indican que los receptores CB: presentaron una eficacia mayor para la
activacién de la proteina Gai, en los pacientes. En cuanto a los receptores CB2
la eficacia de la activacion de la proteina Gai, fue similar al grupo de autopsias,

pero con menor potencia.
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Figura 20. Representaciéon de la Unién de [35S]-GTPyS estimulada por la
activacion del receptor CB; y CB2 en membranas la UNV de corteza temporal
de autopsias y pacientes con ELTMF. Las membranas fueron incubadas con
concentraciones crecientes de Metanandamida y CB65 (10-10- 104
respectivamente). Cada punto representa la media + e.e. de 12 sujetos, cuyas
determinaciones se hicieron por triplicado.

59



Tabla 10. Valores de Emax y pEC50 para la unién de [35S] -GTPyS inducida por
la activaciéo de los receptores CB1 y CB2 en la UNV de corteza temporal de
autopsias y pacientes con ELTMF.

Corteza temporal

CB: CB:
Receptor y grupo de Emax
estudio fmol/mg proteina p< PECs0 p<
CB: autopsias 333 £ 45 -6.23 = 0.46
0'206 0.9459
CB: pacientes ELTMF 676+ 11 -6.18+ 0.4
CB:2 autopsias 291 £29 -7.86 +0.4
0.2639 0.0002
% %
CB:2 pacientes ELTMF 340 +30 -5.7+£0.3

Emax: estimulaciéon maxima; pEC50: -log concentracién efectiva media; *p<0.05.

6.5.2.2 Correlaciones con variables clinicas
Los receptores CBz2 en la UNV de corteza temporal presentaron una correlacion

positiva entre el valor de Emax y el valor de pEC50 (potencia) con la frecuencia
de crisis de los pacientes con ELTMF (r= -0.781, p<0.01; r=0.0633, p< 0.05,
Tabla 10). Estos resultados nos indican que entre mayor sea la frecuencia de
crisis epilépticas de los pacientes con ELTMF, los receptores CB2 en corteza

temporal presentan una potencia mayor.
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Figura 21. Representacién de la correlacion entre los valores de Emax y

pEC50 del receptor CB2 y la frecuencia de crisis (mes) en la UNV de corteza
temporal de los pacientes con ELTMF
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Tabla 11. Correlacion de los valores de Emax y pEC50 de los receptores CB1y
CBz con las variables clinicas en corteza temporal

Corteza temporal

CB: CB:
Emax pEC50 Emax pEC50
Pacientes Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor
ELTMF der de p der de p der de p der de p
Edad (afios) -0.355 0.257 -0.200 0.533 0.083 0.819 -0.615 0.586

Edad de inicio de
] _ -0.277 0.383 0.204 0.524 -0.377 0.282 0.037  0.919
epilepsia (afios)

Duracion de la
) . -0.136  0.672 -0.399 0.198 0.330 0.351  -0.473 0.167
epilepsia (afios)

Frecuencia de crisis 0.008 0.049
0.166 0.606 0.115 0.722 -0.781 0.633

(por mes) we *

No. de FAE antes de
. -0.188 0.557 0.167 0.604 0.064 0.860 0.231 0.520
la cirugia

Autopsias
Edad (afios) 0.325 0.302 -0.297 0.348 0.134 0.7130 -0.447 0.195
IPM (h) 0.409  0.187 0.370 0.237 -0.488 0.1521 0.598 0.068

FAE: farmacos antiepilépticos; Emax: estimulacién maxima; pEC50: -log concentracién efectiva
media; IPM: intervalo postmortem; Correlacién de Pearson;**p<0.001, *p<0.05.
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6.5.2.3 Discusion

La UNV de hipocampo y corteza temporal de los pacientes con ELTMF
mostraron una mayor eficacia (Emax) para inducir la activacién de la proteina
Gai/o como consecuencia de la exposicion del agonista CB; en comparacion con el
grupo de autopsias. Ademas, los receptores CB1 en hipocampo, presentaron una
mayor potencia (pEC50) en el grupo de los pacientes con un mayor tiempo de
duracion de la epilepsia. Estos hallazgos sugieren que la neurotransmision
mediada por los receptores CB: es mayor en la UNV de los pacientes con

ELTMF.

Respecto a los receptores CBg, los ensayos de unién también mostraron una
mayor eficacia para inducir la activacion de la proteina Gai como consecuencia
de la exposicién del agonista CB2 en hipocampo. Estos resultados indican que
los receptores CBz activan de manera mas eficiente a sus mecanismos
transduccionales en la UNV de hipocampo de los pacientes con ELTMF. En la
UNV de la corteza temporal de pacientes con ELTMF el valor de la potencia fue
menor que el de las autopsias. Sin embargo, los pacientes con la frecuencia mas
alta de crisis epilépticas presentaron una mayor eficacia y potencia. Estos
resultados indican que la potencia del acoplamiento funcional de los receptores
CB2 podria aumentar como respuesta a una alta frecuencia de crisis

epilépticas.

En general, estos resultados sugieren un papel diferencial para los receptores
CB1 y CB2 en la UNV de hipocampo y la UNV de corteza temporal de los
pacientes con ELTMF. La senal de alta eficacia de transduccion mediada por la
activacién de los receptores CB; y CB: en los diferentes componentes de la
UNYV de hipocampo y corteza temporal no evita el deterioro de la BHE asociado
con la epilepsia (van Vliet et al., 2014; Broekaart et al., 2018). La falta de
efectos protectores mediados por los receptores CB: y CB2 en la UNV de

pacientes con ELTMF puede estar relacionada con niveles bajos de
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endocannabinoides en el parénquima cerebral, como 2-araquidonoilglicerol

(Rocha et al., 2020).

Por otro lado, se ha reportado que la activacién de los receptores CB;1 y CBs
podria inducir neurotoxicidad, una condicién que puede depender de la
cronicidad del trastorno (Di Marzo, 2008; Fowler et al., 2010; Vendel y de
Lange, 2014). Los estudios de trastornos neurodegenerativos también indican
que la activacion de los receptores CB1 y CB2 puede aumentar la migracion de
las células del sistema inmune (Miller y Stella, 2008) y asi facilitar estrés
oxidativo (Mukhopadhyay et al., 2010), inflamacién, y la ruptura de la BHE
(Persidsky et al., 2006). También se ha reportado que la activacion de los
receptores CB; y CB2 aumenta el reclutamiento de leucocitos, inflamacién y
neovascularizacion (Guabiraba et al., 2013). Con base en este grupo de
evidencias es posible sugerir que la alta eficacia en la transduccion de senal
mediada por la activaciéon de los receptores CB: y CB: encontrada en el
hipocampo y corteza de pacientes con ELTMF puede ser una condiciéon que
facilite la neurotoxicidad, la inflamacién y la neovascularizacién aberrante. Sin
embargo, se requieren estudios adicionales para determinar si el acoplamiento
de alta eficacia de la sefial de los mecanismos de transduccién mediados por
receptores CB; y CB:z resulta en el deterioro de la UNV en pacientes con

ELTMF.

Se sabe que los receptores CB; y CB: tienen un papel importante en la
integridad de la BHE (Lu et al., 2008). Nuestros resultados indican que la
epilepsia induce cambios en los niveles de expresion de las proteinas de las
uniones estrechas asi como también en los niveles de expresion de los
receptores CB: y CBz2. Ademas, nuestros resultados indican que los pacientes
con ELTMF presentan una alta eficiencia en la transduccién de senales
mediada por la activacién de los receptores CB; y CBg2, una condicién que
pueden facilitar la inflamaciéon y la neovascularizaciéon en el hipocampo y la

neocorteza temporal.
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7. DISCUSION GENERAL
En el presente estudio utilizamos el protocolo utilizado por Castaneda-Cabral

et al., (2020a) el cual permiti6é el aislamiento de la UNV a partir de tejido
cerebral humano congelado de pacientes con ELTMF y de autopsias. La UNV
aislada contenia las células endoteliales microvasculares (positivas paraCD34),
los pies de los astrocitos (positivas para GFAP) y pericitos (positivos para
PDGFR-B). La realizacion de esta técnica permitié la evaluacién por primera
vez, de la expresion proteica y funcionalidad de los receptores CB; y CB2 en la

UNYV de humanos, tanto autopsias como pacientes con ELTMF.

Entre los criterios que utilizamos para tomar las autopsias como control fue la
expresion de la proteina B-actina como control de carga para los experimentos
de western blot. La expresion de la proteina B-actina siempre obtuvo dentro del
rango de deteccion, a pesar del tiempo postmortem. Asimismo, analizamos la
correlacion de los valores obtenidos en los diferentes experimentos con la edad
de cada uno de los sujetos para determinar su posible influencia en los
resultados experimentales. De acuerdo con nuestro analisis, el intervalo post
mortem o la edad de las autopsias no influyeron en los resultados obtenidos de
las autopsias. Sin embargo, no podemos confirmar completamente que los
controles no presentaron trastornos neurodegenerativos. Esta situaciéon

representa una limitacion del presente estudio.

Para que la UNV lleve a cabo su funcién de barrera correctamente, es
necesario que las proteinas de las uniones estrechas tengan integridad en su
composicion, la cual se caracteriza por una expresion lineal y homogénea a
través de los espacios intercelulares de las células endoteliales (Ng et al., 2003;
Wosik et al., 2007; Wolburg et al., 2009). En la BHE, las uniones estrechas son
un tipo unién célula-célula formada por un complejo de proteinas que incluyen
la hendidura intercelular principalmente: ocludina y claudinas a nivel
membranal (Bauer et al. 1999; Morita et al. 1999; Martin-Padura et al. 1998) y
7Z0-1 a nivel citoplasmico (Itoh M, et al. 1999; Wolburg & Lippoldt, 2002). Como
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se menciond anteriormente, utilizamos UNV de hipocampo y corteza temporal
obtenidos de autopsias, como condicién control y encontramos que la expresion
de claudina-5, ocludina y ZO-1 presentaron una expresion lineal y homogénea
en los MV de ambas estructuras, lo cual es un indicador de la integridad de la
BHE de las autopsias. Por lo anterior, los resultados obtenidos de las autopsias

se consideraron una condicién control para el presente estudio.

En varios trastornos neurolégicos, incluida la epilepsia, se ha demostrado que
la permeabilidad de la BHE esta alterada (Abbott et al., 2010). Nuestros
resultados muestran que la BHE de los pacientes con ELTMF, presenta una
disminucién en la expresion de ocludina y ZO-1. Sin embargo, la proteina
claudina-5 mostré un aumento en su expresion y correlacion significativa con la

edad y la duracion de la epilepsia.

En la BHE de los pacientes con ELTMF, se interrumpe la linealidad y la
continuidad en la expresion de las proteinas que conforman las uniones
estrechas. Ademas, encontramos una correlacion positiva de la expresiéon de
claudin-5 con la edad y la duracion de la epilepsia; esto indica que cuanto
mayor es el tiempo de los pacientes con la enfermedad, mayor es la expresion
de claudina-5. Estos resultados nos indican un mecanismo compensatorio para
contrarrestar la disminucién de la expresién de ocludina y de ZO-1. Nuestros
resultados con respecto a la expresion de claudina-5 concuerdan con los
reportados por Chun Yan et al. (2018), quienes encontraron que en el modelo de
acido kainico en ratéon provocé un aumento en la expresion de las proteinas

claudina-5 72 h después del tratamiento.

Por otro lado, encontramos una disminucién en la expresion e
inmunorreactividad de ocludina y ZO-1 en la BHE de hipocampo y corteza
temporal. Ademas, la linealidad y la continuidad de expresiéon también se
interrumpen en la BHE de los pacientes con ELTMF. Varios estudios han

demostrado que los cambios en la expresion de las proteinas de las uniones
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estrechas, la variacién en su distribucién y / o el funcionamiento anormal de
sus estructuras podrian destruir la integridad de las uniones estrechas y
provocar cambios en la permeabilidad de la BHE (Ng et al., 2003). Esta
disminucion en la expresion de ocludina y ZO-1 ha sido asociada con el dafio de

la BHE en trastornos neurolégicos como la epilepsia (Michalak et al., 2012).

Nuestros resultados mostraron cambios significativos en la expresion de las
proteinas de las uniones estrechas en la BHE de los pacientes con ELTMF. El
incremento en la expresién de claudina-5 y la disminucién de ocludina y ZO-1
sugieren alteraciones importantes en la integridad de la BHE que pueden

contribuir a la patogénesis de la epilepsia.

Por otra parte, los receptores CB; y CB:z tienen un papel importante en la
integridad de la BHE. Lu et al., (2008) describieron que la activaciéon de CB;
evita la disminucién de la expresion de las proteinas ZO-1, claudina-5 y JAM-1,
y la consiguiente disfunciéon de la BHE. Ademas, la activacién de los receptores
CB2 en células endoteliales disminuye la permeabilidad de la BHE, asi como la
expresion de proteinas de las uniones estrechas y reduce los efectos
neuroinflamatorios (Ramirez et al., 2012). Es posible pensar que la epilepsia se
asocia a disminucion de la expresién de proteinas y/o las vias transduccionales
de estos receptores en la BHE de los pacientes con ELTMF. Sin embargo, los
resultados obtenidos de los ensayos de uniéon con GTPyS indican que la UNV de
hipocampo y corteza temporal de los pacientes con ELTMF mostraron una
mayor eficacia para inducir la activacion de la proteina Goi, como consecuencia
de la exposicion al agonista CB;: en comparacion con el grupo de las autopsias.
Ademas, los pacientes con una mayor duracién de la epilepsia presentaron
receptores CB1 con una potencia mayor de estimulaciéon en el hipocampo. Estos
hallazgos sugieren que la neurotransmisiéon mediada por los receptores CB1 es
mayor en la UNV de los pacientes con ELTMF. Este efecto fue detectado en el

hipocampo a pesar de una menor expresiéon de los receptores, sugiriendo un
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cambio adaptativo en la sefnalizaciéon de los mecanismos transduccionales

mediada por estos receptores.

Los ensayos de uniéon en tejido hipocampal revelaron que los pacientes con
ELTMF presentaron receptores CB2 con mayor capacidad para activar a la
proteina Gain, en la UNV, independientemente de la baja expresion de
proteinas. Estos resultados indican que los receptores CBz se acoplan de
manera mas eficiente a los mecanismos de transduccion de senales en la UNV
de hipocampo de los pacientes con ELTMF. Por otra parte, el acoplamiento
funcional de los receptores CBz a las proteinas Gai, en el hipocampo y en la
corteza temporal de la UNV de los pacientes con ELTMF fue de menor potencia
que en las autopsias. Sin embargo, el analisis de correlacién con las variables
clinicas indic6 que la UNV de corteza temporal de los pacientes que
presentaron frecuencia de convulsiones mas alta tienen una eficacia mas baja,
pero la potencia es mayor para el receptor CB2. Estos resultados indicaron que
la potencia del acoplamiento funcional de los receptores CB2 podria aumentar
como una respuesta a una alta frecuencia de convulsiones. Sin embargo, es
necesario el analisis de otros componentes de las cascadas de senalizacion de
estos receptores como la actividad de la beta arrestina, la activacion de factores

de transcripcién, entre otros.

En relacién a la corteza temporal, la eficacia de activaciéon de la proteina Gaiso
inducida por la activacion de los receptores CB; y CB2 en la UNV fue similar en
el hipocampo (zona epileptogénica) y en la corteza (zona de propagacién), a
pesar de cambios opuestos en la expresion de proteinas. Lo anterior sugiere que
la  epilepsia causa cambios similares en ambas  estructuras,
independientemente de su participaciéon en la generacion y propagacion de la
actividad epileptiforme. Esta es una posibilidad que requeriria una exploraciéon

mas profunda.
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Es importante mencionar que los pericitos y astrocitos también expresan
receptores CB1 y CBz2 (Beny6 et al., 2016). Por lo anterior, tanto la presencia
como la activacion de los receptores CB;y CB: podria ocurrir en esas células y
no podemos descartar la influencia de estos elementos celulares en los
resultados obtenidos. Futuros estudios son necesarios para identificar el papel
de los receptores CB: y CBz en cada elemento que conforma la UNV en sujetos

con epilepsia.

Algunos estudios apoyan el papel protector de los receptores CB1 y CBs2 en el
mantenimiento de la integridad de BHE (Lu et al., 2008; Zhang et al., 2011;
Ramirez et al., 2012). De hecho, la activacion de los receptores CB1 y CBz por 2-
araquidonoilglicerol, contribuye a mantener la integridad de la BHE después
de una lesion cerebral (Piro et al., 2018). Por otro lado, Castafieda-Cabral et al.,
2020a reportdé que los microvasos cerebrales de pacientes con ELTMF
presentan sobreexpresion de VEGF-A y de su receptor VEGFR-2. Estos
cambios pueden facilitar el proceso de angiogénesis (Marchi y Lerner-Natoli,
2013), neuroinflamacién y aumento de la permeabilidad la BHE (Gorter et al.,
2015; Baruah et al., 2020). La activacién de los receptores cannabinoides se
considera una estrategia para disminuir la sefalizacion de VEGF y reducir la
inflamacion crénica, para finalmente y disminuir la neoangiogénesis (Schley et
al., 2009; Staiano et al., 2016; Sathyapalan et al., 2017). Sin embargo, la alta
eficacia de la transduccion mediada por la activacion de los receptores
cannabinoides (presente estudio) no evita el deterioro de la BHE asociada con
la epilepsia resistente a farmacos (van Vliet et al., 2014; Broekaart et al.,
2018). La falta de efectos protectores mediados por los receptores CB1 y CB2 en
la microvasculatura cerebral de pacientes con ELTMF puede estar relacionada
con los niveles bajos de endocannabinoides en los tejidos, como 2-

araquidonoilglicerol (Rocha et al., 2020).

Los nanotransportadores han sido disenados para atravesar la BHE vy

administrar farmacos en el parénquima cerebral (Naz y Siddique, 2020). Por
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otro lado, la BHE representa un objetivo valioso en el tratamiento de trastornos
neurodegenerativos. El presente estudio muestra que los microvasos cerebrales
presentan un aumento en la transmisién de sefiales mediada por receptores
CB: y CBs, lo cual puede representar una nueva diana terapéutica para

preservar la integridad de la BHE de los pacientes con ELTMF.

Sin embargo, también se ha reportado que la activacion de los receptores CB; y
CB2 podria inducir neurotoxicidad, una condicién que puede depender de la
cronicidad del trastorno (D1 Marzo, 2008; Fowler et al., 2010; Vendel y de
Lange, 2014). Los estudios de trastornos neurodegenerativos también indican
que la activacion de los receptores CB: y CB2 puede aumentar la migraciéon de
células del sistema inmune (Miller y Stella, 2008) y asi facilitar procesos como
estrés oxidativo (Mukhopadhyay et al., 2010), inflamacién, y el dafio de la BHE
(Persidsky et al., 2006). Guabiraba et al., 2013 reportaron que la activacién de
los receptores CB; y CB2 aumenta el reclutamiento de leucocitos con lo cual se
favorece el desarrollo de inflamacién y neovascularizaciéon. Nuestros resultados
revelaron que los pacientes con ELTMFR presentan una alta eficiencia en la
activaciéon de los mecanismos transduccionales mediados por la activacién de
los receptores CB; y CB2, una condicién que pueden facilitar la inflamacién y la
neovascularizacion en el hipocampo y la corteza temporal. Sin embargo, es
necesario realizar otros estudios para determinar si el aumento en la eficacia
de los mecanismos transduccionales mediados por los receptores CB; y CB2

facilita el deterioro de la BHE en los pacientes con ELTMF.

Una de las vias por la cual los receptores cannabinoides podrian estar
disminuyendo la expresiéon de las proteinas que conforman de las uniones
estrechas es a través de la activaciéon de la GTPasa Rho, la cual induce la
activacion de la cinasa ROCK. Esta cinasa es la encargada de la fosforilacién de
la cadena ligera de miosina lo que promueve la contraccion del citoesqueleto de

actina y asi se desensamblan las uniones formadas por las proteinas ZO-1,
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claudina 5 y ocludina (Barutta etal., 2010, Mai et al., 2015, Wu et al., 2017,
figura 14).

Pacientes con ELTMF

Claudina-5

\ /0 _
/®/ ZO-I%— _.%%

Z0-1

'ROCK |
\/ P Contraccion de
I—) citoesqueleto
de actina

Figura 22. Modulacién de la expresién de las proteinas claudina-5, olcudina y
Z0-1 por los receptores CB1 y CBg. La activacién de los receptores CB1 y CBz
induce la activacién de la proteina Rho. Mientras tanto, las subunidades By de
la proteina G activan el factor de intercambio de nucledtidos de guanina Rho
(Rho GEF), el cual activa a la proteina Rho y forma el complejo GTP-Rho.
Después de la activacion de la cinasa Rho, ROCK promueve la fosforilaciéon de
la fosfatasa de la cadena ligera de miosina e inhibe la desfosforilacion de MLC.
La fosforilacion de la cadena ligera de miosina induce la contraccion del
citoesqueleto de actina. La proteina ZO-1 por un lado, se encuentra ancada al
citoesquelo de actina y por el otro a las proteinas claudina-5 y ocludina. La
contraccion del citoesqueleto de actina provoca el desensamble da las proteinas
que conforman las uniones estrechas y esto podria generar dano en la BHE
(Barutta et al., 2010; Mai et al., 2015; Kino et al., 2016).
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8. CONCLUSION
Nuestros resultados mostraron cambios significativos en la expresion de las proteinas de las

uniones estrechas en la BHE de los pacientes con ELTMF. El incremento en la expresion
de claudina-5 y la disminucién de ocludina y ZO-1 sugieren alteraciones importantes en la

integridad de la BHE que pueden contribuir a la patogénesis de la epilepsia.

Los pacientes con ELTMF presentan una alta eficiencia en la activacion de los mecanismos
transduccionales mediados por la activacion de los receptores CB; y CB, la eficacia de
activacion de la proteina Gain en el area epileptdgena (hipocampo) fue similar a la zona de
propagacion (neocorteza temporal) a pesar de cambios opuestos en la expresion de
proteinas. Lo anterior sugiere que la epilepsia causa cambios similares en ambas
estructuras, independientemente de su participacién en la generacion y propagacion de la
actividad epileptiforme. Esta condicion puede facilitar la inflamacion y la
neovascularizacion en el hipocampo y la corteza temporal. Sin embargo, es necesario
realizar otros estudios para determinar si el aumento en la eficacia de los mecanismos
transduccionales mediados por los receptores CB1 y CB:> facilita el deterioro de la BHE en

los pacientes con ELTMF.

Con estos resultados podemos concluir que nuestra hipotesis fue verdadera en cuanto al
aumento en la capacidad de activacion de las proteinas G ais a través de los receptores CB1
y CBg, el aumento en la expresion de los receptores CB1 y CB2 en la corteza temporal y la

disminucion de las proteinas ocludinay ZO-1.

9. PERSPECTIVAS
Los resultados descritos y las limitaciones sefaladas previamente permiten

proponer para este estudio las siguientes perspectivas:

1. Desarrollar un modelo animal de ELTMF que permita identificar el
curso temporal de los efectos de la activacion de los receptores

cannabinoides en la BHE.
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2. Analizar si el aumento en la eficacia de los mecanismos transduccionales
mediados por los receptores CB: y CBg facilita el deterioro de la BHE en

los pacientes con ELTMF y en modelos animales.

3. Identificar el mecanismo transduccional por el cual los receptores CB1 y
CB2 modulan la expresién de las proteinas que conforman las uniones

estrechas.

4. Analizar el efecto de los farmacos antiepilépticos en los cambios descritos
en el sistema cannabinoide en tejido y en la BHE de hipocampo y corteza

temporal de pacientes con ELTMF.

5. Analizar posibles diferencias en los efectos de la activacion de los
receptores cannabinoides dependiendo de la etiologia de la ELTMF vy

variables clinicas de los pacientes.
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