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RESUMEN 

 
La barrera hematoencéfalica (BHE) describe la función 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 difusión de sustancias del torrente sanguíneo hacia 

SNC. Las uniones estrechas están conformadas principalmente por claudina-5, 

ocludina y zónula ocludens-1 (ZO-1). Por otro lado, los receptores canabinoides 

1 y 2 (CB1 y CB2, respectivamente) juegan un papel importante en el 

mantenimiento de la integridad de la BHE. Asimismo, la disfunción de la UNV 

y, por consiguiente, de la BHE es común en los pacientes con epilepsia 

farmacorresistente. El objetivo del presente estudio fue caracterizar la 

expresión de los receptores CB1 y CB2, así como la activación de las proteínas 

Gαi/o inducida por dichos receptores en la UNV aislada del cerebro de pacientes 

con epilepsia del lóbulo temporal mesial resistente a fármacos (ELTMF). 

Adicionalmente, se investigó su asociación con la integridad de la BHE. La 

UNV se aisló del hipocampo y la corteza temporal de 12 pacientes con ELTMF y 

12 autopsias. Se realizaron experimentos de inmunofluorescencia (IF) para 

determinar la expresión de los receptores CB1 y CB2 en la UNV de pacientes 

con ELTMF y autopsias así como su colocalización con las proteínas claudina-5, 

ocludina y ZO-1. Los niveles de expresión de las proteínas claudina-5, ocludina, 

ZO-1 y los receptores CB1 y CB2 se determinaron mediante experimentos de 

Western blot. Se utilizaron ensayos de unión con [35S]-GTPγS para evaluar la 

activación de la proteína Gαi/o inducida por agonistas selectivos. El doble 

marcaje con IF mostró que los receptores CB1 y CB2 colocalizan con proteínas 

de las uniones estrechas, GFAP, CD34 y PDGFR-β. Estos resultados indican 

que los receptores CB1 y CB2 se expresan en los componentes de la UNV. La 

UNV del hipocampo y de la corteza temporal mostró un aumento en la 

expresión de claudina-5 (34% y 103%, respectivamente; p<0.05). La expresión 

de ocludina presentó una disminución en la UNV tanto del hipocampo como la 

corteza temporal (49% y 72%, respectivamente; p<0.001). También la expresión 

de ZO-1 presentó una disminución 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 presentó una menor expresión de los receptores CB1 y 

CB2 (66 y 43%, respectivamente; p<0,001). Sin embargo, la activación de la 

proteína Gαi/o mostró alta eficacia (CB1, 251%, p <0,0008; CB2, 255%, p 

<0,0001). La UNV de la corteza temporal presentó sobreexpresión de los 

receptores CB1 y CB2 (35 y 41%, respectivamente; p <0,01). La activación de la 

proteína Gαi/o presentó mayor eficacia para los receptores CB1 (103%, p <0,006), 

pero menor potencia (p <0,004) para los receptores CB2. El presente estudio 

reveló cambios opuestos en la expresión de los receptores CB1 y CB2 en 

hipocampo y corteza temporal. Sin embargo, ambos receptores mostraron una 

alta eficacia para la activación de proteínas Gαi/o. Los receptores CB1 y CB2 

podrían representar un blanco terapéutico para mantener la integridad de la 

BHE en pacientes con ELTMF.  
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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 (CB1 and CB2, 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 CB1 and 

CB2 receptors, as well as the activation of the Gαi/o 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 CB1 and CB2 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 CB2 receptors were determined by Western blot experiments. The [35S] 

-GTPγS binding assays were used to assess Gαi/o proteins activation induced by 

selective agonists. Double IF labeling showed that CB1 and CB2 receptors 

colocalize with tight junction proteins, GFAP, CD34 and PDGFR-β. These 

results indicate that the CB1 and CB2 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 CB1 and CB2 receptors (66 and 43%, respectively; p <0.001). However, the 

activation of the Gαi/o protein showed high efficacy (CB1, 251%, p <0.0008; CB2, 

255%, p <0.0001). The NVU of the temporal cortex showed overexpression of 

the CB1 and CB2 receptors (35 and 41%, respectively; p <0.01). The activation of 

the Gαi/o protein was more effective for CB1 receptors (103%, p <0.006), but 

lower potency (p <0.004) for CB2 receptors. The present study revealed opposite 

changes in the expression of CB1 and CB2 receptors in the hippocampus and 

temporal cortex. However, both receptors showed high efficacy for the 

activation of Gαi/o proteins. The CB1 and CB2 receptors could represent a 

therapeutic target to maintain the integrity of the BBB in patients with DR-

TLE. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Barrera hematoencefálica 

 

La barrera hematoencefálica (BHE) es una estructura que desempeña 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 patógenos al mismo tiempo que promueve la salida de 

varias moléculas (Hawkins y Davis, 2005; Stanimirovic y Frieman, 2012). La 

BHE está conformada por células endoteliales, que forman la pared de los 

microvasos cerebrales. Las células endoteliales se encuentran rodeadas por 

pericitos, la lámina 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 interacción 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 características 

únicas en comparación con las células endoteliales de otros tejidos, por ejemplo: 

carecen de fenestraciones, y presentan mayor número de mitocondrias para 

cumplir con la demanda energética de la BHE. Además,  expresan niveles bajos 

de moléculas de adhesión para células del sistema inmune (ICAM-1 y VCAM-1) 

y tienen 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).  

 

 

 



2 
 

 

Figura 1. Estructura de la UNV. La UNV está 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 están conectadas principalmente por uniones 

estrechas. Modificada de Yu et al., 2020. 

 

 

Los complejos de unión entre las células endoteliales de la BHE comprenden 

las uniones adherentes y las uniones estrechas. Las uniones adherentes están 

conformadas por la proteína cadherina que abarca la hendidura intercelular y 

se encuentra unida a las proteínas α, β y γ 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 difusión de sustancias nocivas del torrente sanguíneo hacia SNC (Hawkins y 

Davis, 2005; Marchi et al., 2011). Las uniones estrechas están conformadas por 

las proteínas transmembranales claudina (principalmente claudina-5) y 

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

1; figura 2).  

 

Figura 2. Tipos de uniones endoteliales en la microvasculatura cerebral. 

Modificada de Abbott et al 2010.  

 

 

La proteína claudina presenta más de 24 isoformas identificadas, y su peso 

varía entre 20 - 24 kDa (Krause et al., 2008). Los isotipos de la proteína 

claudina muestran expresión específica del tejido y su presencia en las células 

se caracteriza por ser constitutiva y/o inducible.  La proteína 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 proteína ocludina es una fosfoproteína de 65 kDa, formada por cuatro 

segmentos transmembranales. Se ha sugerido que muestran interacciones 

homotípicas para disminuir la permeabilidad de la BHE (Saitou et al., 2000; 

Wong y Gumbiner, 1997). Las proteínas de la zonula occludens son las 

principales proteínas citoplasmáticas accesorias que participan en la formación 

de las uniones estrechas de la BHE. Su peso molecular varía entre 130 y 220 

kDa y pertenecen a la familia de proteínas conocidas como proteína guanilato-

cinasa asociada a la membrana (MAGUK) (Itoh, et al. 1999).  
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Existen varios mecanismos de regulación de las proteínas constitutivas de las 

uniones estrechas como: su expresión y localización, la integridad y dinámica 

de asociación con el citoesqueleto de actina y/o modificaciones post-

transduccionales que afecten la interacción proteína-proteína (van-Vliet et al., 

2014). Todos estos mecanismos son responsables de la integridad de las 

uniones estrechas y su función. Existen estudios que indican que las 

alteraciones en la expresión de proteínas de las uniones estrechas afectan 

directamente la permeabilidad de la BHE (Hawkins y Davis, 2005; Ueno, 

2007). 

Además, se ha reportado que procesos como excitotoxicidad, inflamación, y 

estrés oxidativo entre otros, promueven la liberación de factores que 

disminuyen la expresión de las proteínas de las uniones estrechas, situación 

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

1.2 BHE y enfermedades neurodegenerativas 

La disfunción de la BHE es una característica común de varias enfermedades 

neurodegenerativas las cuales a su vez se asocian a procesos de excitotoxicidad, 

inflamación y/o estrés oxidativo. En estas patologías es difícil determinar si la 

disfunción 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 disfunción de la BHE se encuentran: la 

esclerosis múltiple, la enfermedad de Alzheimer (Takeda et al., 2014; Palmer 

2011), la enfermedad de Parkinson (Hirsch et al., 2012) y la epilepsia (González 

et al., 2014; Aronica y Crino, 2011). 

1.3 Epilepsia 

La epilepsia es un trastorno neurológico caracterizado por una predisposición 

permanente a presentar crisis epilépticas espontáneas y recurrentes, y por las 

consecuencias neurobiológicas, cognitivas, psicológicas y sociales de esta 

afección (Fisher, 2015).  
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Dentro de los distintos tipos de epilepsia, la epilepsia focal de mayor 

prevalencia es la del lóbulo 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 límbico del lóbulo temporal medial, entre las que se 

encuentran el hipocampo, la amígdala, la corteza entorrinal, y la neocorteza 

temporal lateral. Dependiendo de las estructuras cerebrales implicadas en la 

generación de las convulsiones, la ILAE subclasifica a la ELT en dos tipos: la 

epilepsia del lóbulo temporal mesial (ELTM) y la epilepsia del lóbulo temporal 

lateral (Engel, 2001). 

Aproximadamente el 80% de los pacientes con ELTM presentan crisis 

epilépticas que tienen su origen en estructuras del lóbulo temporal como el 

hipocampo (Tatum 2012). La ELTM se manifiesta clínicamente por la presencia 

de crisis parciales complejas, las cuales como se mencionó anteriormente, se 

generan en la formación 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 mayoría de los pacientes con ELTM presentan resistencia al tratamiento 

farmacológico (Herranz y Argumosa, 2000). La farmacorresistencia se define 

como un fallo en el control de las crisis a pesar del uso de dos o más fármacos 

apropiados y bien tolerados, tomados en monoterapia o politerapia (Kwan et 

al., 2010). 

1.3.1 Epilepsia y BHE 

La disfunción de la BHE ha sido implicada en la fisiopatología de la epilepsia, 

porque tal condición podría contribuir con la progresión de la enfermedad y/o la 

resistencia a los medicamentos utilizados para su control (van Vliet et al., 

2014). 
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Las crisis epilépticas se asocian con la liberación excesiva de glutamato, 

causando daño en las células que conforman la UNV y aumentando la 

permeabilidad de la BHE. El aumento de la permeabilidad de la BHE facilita la 

extravasación de proteínas plasmáticas (Vazana et al., 2016; Librizzi et al, 

2012), lo que favorece el paso de leucocitos hacia el parénquima cerebral y la 

activación de procesos inflamatorios (Gorter et al., 2019). Estos eventos 

generan gliosis, neuroinflamación y excitotoxicidad crónicas así como 

reorganización estructural neuronal y vascular aberrante lo que facilita la 

generación de más 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 expresión de las 

proteínas de las uniones estrechas que se establecen entre las células 

endoteliales de los vasos sanguíneos 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; Gürses et al., 2013). 

Castañeda-Cabral et al. (2020a) describieron que los vasos sanguíneos 

cerebrales obtenidos de pacientes con ELTMF o epilepsia secundaria a lesión 

cerebral muestra un decremento en la expresión de ocludina y  ZO-1 asociada 

con una alta expresión de proteínas VEGF-A, VEGFR-2 y claudina-5. Además, 

los niveles de expresión proteica de las citocinas proinflamatorias IL-1β y TNF-

α y su receptor TNF-R1, así como la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), un 

marcador de estrés oxidativo, se encuentran incrementados en la 

microvasculatura de pacientes con ELTMF (Castañeda-Cabral et al., 2020b). 

Estos cambios sugieren alteraciones importantes en la integridad de la BHE 

que pueden contribuir a la patogenia de la epilepsia. 
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Recientemente se ha encontrado que existen moléculas que participan en la 

regulación de la permeabilidad de la BHE cuya alteración facilita la disfunción 

cerebral. Entre estas, se ha propuesto que la actividad de los receptores 

canabinoides, CB1 y CB2 tienen una participación significativa en el 

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

1.4 Sistema endocanabinoide 

Los canabinoides son compuestos orgánicos de tipo terpenofenol presentes en la 

planta Cannabis sativa. Dentro de ese grupo de moléculas destaca el               

∆9-tetrahidrocannabinol (THC) como principal sustancia psicoactiva. A partir 

del descubrimiento de esta sustancia en 1964 por Gaoni y Mechoulam, se 

identificó el sistema endocannabinoide, el cual está conformado por sus 

receptores, ligandos endógenos y las proteínas para su síntesis y degradación 

(Bisogno et al., 2005). 

El sistema endocannabinoide está formado por moléculas de señalización 

lipídica (Piomelli, 2003), las cuales participan en la modulación de la 

comunicación sináptica retrógrada (Alger, 2002; Hashimotodani et al., 2007). 

Además, el sistema endocannabinoide está involucrado en varios procesos 

fisiológicos y patólogicos incluyendo nocicepción, apetito, metabolismo de 

lípidos, motilidad gastrointestinal, regulación cardiovascular, actividad motora, 

estado anímico y memoria (Izzo y Sharkey, 2010; Rodriguez et al., 2005). Este 

sistema también se involucra en procesos de angiogénesis (Solinas et al., 2012), 

inflamación (Rom y Persidsky, 2013), cáncer (Caffarel et al., 2012; De la Ossa 

et al., 2013), regulación 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 síntesis de los endocanabinoides se da a través de la hidrólisis de 
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precursores lipídicos membranales (Di Marzo et al., 1999). Después de su 

síntesis, la AEA es hidrolizada y degradada rápidamente por la enzima amida 

hidrolasa de ácidos 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 

estímulos tanto fisiológicos como patológicos (Piomelli, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Mecanismos de síntesis y degradación 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 

ácido araquidónico por la amida hidrolaza de ácidos grasos. El 2-AG se forma 

principalmente a partir de diacilglicerol (α y β) y es degradado por la 

monoacilglicerolipasa en glicerol y ácido araquidónico. Modificada de Brent, 

2016. 
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1.4.2 Receptores  a endocanabinoides  

En 1990 se identificó el primer receptor endocannabinoide en tejido cerebral y 

se denominó receptor canabinoide tipo 1 (CB1) (Matsuda et al., 1990). Más 

tarde, a nivel periférico, se identificó otro receptor para canabinoides, al cual se 

denominó receptor canabinoide tipo 2 (CB2) (Munro et al., 1993). Los receptores 

CB1 y CB2 se encuentran acoplados a proteínas Gαi/o (Abood et al., 1996). Ambos 

receptores están compuestos por siete dominios transmembranales α-hélice y 

un dominio C-terminal de 73 aminoácidos (CB1) o 59 aminoácidos (CB2). La 

longitud total de los productos proteínicos más comunes es 472 aminoácidos 

para CB1 y 360 para CB2 (Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993). 

La activación de los receptores CB1 y CB2 produce la inhibición de la adenilato 

ciclasa (Childers et al., 1993; Howlett et al., 2002),  la activación de las cinasas 

activadas por mitógenos (MAPK) (Bouaboula et al., 1995; Palazuelos et al., 

2006), y activación de las proteínas Rho (Howlet y Aboot, 2017). 

Por otro lado, se ha reportado que los endocanabinoides interactúan con otros 

GPCRs y canales iónicos. Entre ellos se encuentran los canales del receptor 

vanilloide tipo 1 (TRPV1; Szallasi et al., 2000), receptores activados por 

proliferadores peroxisómicos (PPAR; Pertwee et al., 2010) y los receptores 

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

1.5 BHE y receptores CB1 y CB2 

Los receptores CB1 y CB2 se expresan en diferentes componentes de la UNV y 

podrían 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 activación del 

receptor CB1 evita la disminución de la expresión de las proteínas ZO-1, 

claudina-5 y JAM-1, y la consiguiente disfunción de la BHE  (Lu et al. 2008). 

Por otra parte, la activación de los receptores CB2 en células endoteliales 

disminuye la permeabilidad de la BHE, así como la expresión de proteínas de 
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las uniones estrechas y reduce los efectos neuroinflamatorios (Ramirez et al., 

2012). Al respecto, se ha demostrado que los vasos sanguíneos de pacientes con 

esclerosis múltiple sobreexpresan al receptor CB2 en placas inactivas crónicas 

(Zhang et al., 2011), un hallazgo que respalda su función 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 activación del receptor 

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

Por otro lado, se ha demostrado que los receptores CB1 y CB2 tienen un efecto 

dual sobre la expresión de las proteínas de las uniones estrechas, pudiendo 

actuar en pro- o en contra de la integridad de estas. Este efecto dual depende 

del tiempo de activación (Maione et al., 2007; Di Marzo, 2008), así 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 condición se asocia a cambios en el perfil de expresión y capacidad de 

activación 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 expresión 

de proteínas que integran las uniones estrechas. 

El presente estudio se diseñó para caracterizar los niveles de expresión de 

proteínas y la activación inducida por las proteínas Gαi/o por receptores CB1 y 

CB2, así como correlacionarlos con el patrón de expresión de las proteínas 

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 

obtención de vasos sanguíneos de tejido cerebral humano congelado. Después, 

en los vasos sanguíneos aislados se analizó la expresión de las proteínas que 

conforman las uniones estrecha, así como los receptores canabinoides y 

finalmente se evaluó la activación de las proteínas Gαi/o acopladas a estos 

receptores. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

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 sanguíneos 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 CB1 y CB2 tienen un efecto dual 

sobre la expresión de las proteínas 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 expresión y capacidad de 

activación de los receptores canabinoides y si estas características se asocian 

con la expresión de proteínas que integran las uniones estrechas. 

 

3. HIPÓTESIS 

La expresión y la capacidad de activación de las proteínas Gαi/o a través de los 

receptores CB1 y CB2 estarán aumentadas en la UNV de hipocampo y corteza 

temporal de pacientes con ELTMF, lo que se asociará a una disminución de la 

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

4.1 Objetivo general 

Determinar la expresión de los receptores CB1 y CB2, así como la capacidad de 

activación de las proteínas Gαi/o acloplada a estos receptores en la UNV de  

correlacionarlos con el daño de la BHE de hipocampo y corteza temporal de 

pacientes con ELTMF. 

4.2 Objetivos específicos 

1. Aislar vasos sanguíneos de tejido congelado de hipocampo y corteza 

temporal de autopsias e individuos con ELTMF.  

2. Analizar la expresión proteica de claudina-5, ocludina y ZO-1 en la UNV. 

3. Evaluar la expresión de CB1 y CB2, así como su co-expresión con las 

proteínas de las uniones estrechas. 

4. Analizar la activación de las proteínas Gαi/o acoplada a los receptores 

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

5.1 Selección de pacientes y recolección del tejido 

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

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

Cirugía de Epilepsia del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 

“Manuel Velasco Suárez” (INNN), de la Ciudad de México (protocolo 

CEI/058/16).  

5.1.1 Criterios de inclusión  

 Pacientes candidatos a cirugía de epilepsia con diagnóstico de ELTMF, 

evaluados por el PROGRAMA DE CIRUGÍA DE EPILEPSIA DEL 

INNN. 

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

 Que supieran leer y escribir, con capacidad para cooperación adecuada y 

coeficiente intelectual mayor de 90. 

 Con valoración preoperatoria y neuropsicológica completa. 

 Tener antecedentes de haber sido tratados farmacológicamente con 

politerapia por un espacio ininterrumpido de 2 años, sin haber mostrado 

mejoría. 

 Que su epilepsia haya sido considerada un impedimento para realizar 

sus actividades cotidianas, asociándose a un deterioro en la calidad de 

vida. 

 

5.1.2 Criterios de exclusión 

 Padecimiento de enfermedades sistémicas graves que contraindicaran 

una neurocirugía mayor. 

 Pacientes con diagnóstico de enfermedad neurodegenerativa. 

 Falta de cooperación con el tratamiento. 

 Presencia de implantes, prótesis metálicas y/o claustrofobia. 

 Pacientes previamente sometidos a cirugía extratemporal por cualquier 

indicación. 
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 Pacientes que no hayan sido valorados adecuadamente. 

 

5.1.3 Obtención de las muestras de pacientes con ELTMF 

Cada paciente se sometió a una evaluación prequirúrgica, que incluyó video 

electroencefalograma (EEG), imágenes por resonancia magnética (IRM) y 

tomografía computarizada por emisión de fotón único (SPECT, por sus siglas en 

inglés). Después, los pacientes se sometieron a una lobectomía anterior 

ipsilateral al foco epiléptico al menos 48 h después de la última crisis 

epiléptica. Durante el procedimiento quirúrgico, se realizaron biopsias de la 

corteza temporal y del hipocampo. Inmediatamente después de la resección, se 

congelaron en hielo seco y se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento. En 

la tabla 1 se muestran las variables clínicas de los pacientes con ELTMF. 

5.1.4 Obtención 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 

neurológicos 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 resección y se almacenaron a -70°C hasta 

el día de su uso. La tabla 2 resume los datos clínicos de las autopsias 

empleadas. 

 

 

 

Tabla 1. Variables clínicas de los pacientes con ELTMF.  

Paciente 
Edad 

(años) 
Género 

Edad de 

inicio de 

la 

epilepsia 

(años) 

Duración 

de la 

epilepsia 

(años) 

Frecuencia 

de crisis 

(por mes) 

Fármacos 

antiepilépticos 

antes de la cirugía 

461 18 F 9 9 4  
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CBZ, TPM, CNZ, 

LVT 

 

428 45 M 8 37 3 

  

PHT, VPA, CBZ, OXC, 

LTG, TPM, CZP 

 

429 34 M 1 33 10 

 

PHT,CBZ,TPM, 

CZP,CLB,LCM 

 

434 32 F 3 29 4 

 

PHE,OXC, LTG, 

TPM,LVT 

 

454 26 F 2 26 5 

 

CBZ,OXC 

 

457 35 F 20 15 4 

 

PHT,VPA,OXC 

 

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 

 

545 27 M 5 22 5 

 

VPA, CBZ, OXC, 

TPM 

 

Promedio   30.2 ± 2.5  10.0 ± 2.3 20.8 ± 3.3 7.9 ± 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, fenitoína; TPM, topiramato; VPA, ácido valproico. Los datos resumidos de 

edad, edad de inicio de la epilepsia, duración de la epilepsia y número de crisis por mes se 

expresa como la media ± error estándar de la media (SEM). 

 

Tabla 2. Variables clínicas de las autopsias. 

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

A1 29 M Contusión visceral 

 

13 

 

A2 29 M Policontusión 

 

18 

 

A6 49 F Asfixia 

 

18 

 

A7 45 M Asfixia 

 

18 

 

A8 73 M 
Complicaciones de 

Diabetes Mellitus 

 

15 

 

A9 33 F Traumatismo torácico 

 

12 

 

A11 12 F Asfixia 

 

14 

 

A12 40 F 
Herida proyectil arma de 

fuego 
20 

A14 45 F Desconocido 

 

10 

 

A16 57 M Infarto miocardio 

 

18 

 

A17 25 F 
Herida punzocortante en 

tórax 

 

18 

 

A18 55 M Trauma tóraco-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 estándar de la media (SEM). 

 

 

5.2. Estandarización del aislamiento y caracterización 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 específicas al protocolo para aislar la UNV a partir de estos 

tejidos congelados. 

5.2.1 Aislamiento de la UNV  

La UNV se aisló realizando algunas modificaciones al protocolo descrito por 

Verszelka et al. (2007). Por ejemplo la solución amortiguadora de sacarosa fue 

sustituida por la solución amortiguadora Ringer Hepes (RH, [NaCl 150 mM, 

CaCl2 2.2 mM, MgCl2 0.2 mM, KCl 5.2 mM, Glucosa 2.8 mM, Hepes 5 mM, 

NaHCO3 6 mM, pH 7.4]). Además, utilizamos mallas para filtrar las muestras 

(100 y 40 μm) y realizamos lavados con RH-BSA 1%. A continuación se describe 

el protocolo utilizado. 

Las muestras de tejido de corteza temporal e hipocampo se homogenizaron  

manualmente con pistón de politetrafluoroetileno (PTFE) con solución 

amortiguadora RH en una proporción de 4 ml/1 g de tejido, se utilizó hielo para 

mantener el tejido frío. Los homogenizados se centrifugaron a 1000 g, durante 

15 min, a 4°C. La pastilla obtenida se resuspendió en RH-dextrán al 17.5%, se 

centrifugó a 1500 g, durante 15 min, a 4°C. La pastilla resultante se 

resuspendió en 2 ml de RH con-BSA 1%, mientras que el sobrenadante, se 

centrifugó dos veces más para la obtención de una segunda y una tercer 

pastilla, respectivamente (bajo las mismas condiciones). Las tres pastillas se 

filtraron con una malla de 100 μm. El sobrenadante obtenido se filtró 

nuevamente con una malla de 40 μm.  El filtrado se centrifugó a 1000 g, 

durante 10 min, a 4°C. Finalmente, la pastilla resultante de este último 

procedimiento se recolectó en un tubo Eppendorf y se almacenó a -70°C hasta 

su posterior uso. 

5.2.2 Caracterización de las células endoteliales, pericitos y astrocitos. 

Una muestra de cada pastilla se resuspendió 50 μl de solución amortiguadora 

RH y se analizó utilizando un microscopio invertido (Leica DMi1) para 

confirmar las características morfológicas de los microvasos cerebrales de 

autopsias y pacientes con ELTMF. 
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A continuación, se tomaron 20 μl 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 fijó con acetona fría durante 90 minutos a 

4 °C y se permeabilizó con PBS-0.25% Tritón X-100 durante 15 minutos a 4 °C. 

Posteriormente se realizó 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-β o anti-GFAP (ver tabla de 

anticuerpos que se muestra al final de esta sección, Tabla 3). Después, se 

incubaron con anticuerpo secundario marcado con fluorescencia (Tabla 3) 

durante 2 h a 4 °C. A continuación, 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 

tinción de núcleos. Finalmente, los portaobjetos se montaron con medio de 

montaje Vectashield para fluorescencia (Cat. CB-1000, Vector Laboratories 

Inc., EE. UU.). Las imágenes se adquirieron en un microscopio confocal 

invertido Nikon Ti Eclipse equipado con un sistema de imágenes A1, los cuales 

fueron controlado por el programa NIS Elements v.4.50. Las imágenes fueron 

tomadas utilizando el objetivo de 20X (seco, NA 0,8) o 60X (inmersión en aceite, 

NA 1,4). Los fluoroforos se excitaron en modo secuencial utilizando las líneas 

láser incorporadas en el siguientes longitudes de onda: 403 nm (Hoechst) y 563 

(Alexa Fluor 546). La fluorescencia correspondiente se leyó 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 imágenes se adquirieron y 

analizaron utilizando NIS Elements v.4.50. e ImageJ v.1.50i, respectivamente. 

Se consideró que se había aislado la UNV cuando el marcaje para astrocitos, 

pericitos y células endoteliales en nuestras muestras fue positivo, cada pastilla 

se dividió en tres fracciones para los siguientes experimentos: análisis por 

western blot, análisis por inmunofluorescencia y ensayo de unión. Las pastillas 

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

inmunofluorescencia. 

WB: western blot, IF: inmunofluorescencia. 

5.3 Evaluación de la expresión de las proteínas 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 Extracción de proteínas para Western blot 

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

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

Anticuerpo Isotipo Dilución 
Marca 

comercial 

Número de 

catalogo 

CD34 
Monoclonal 

de ratón IgG 
1:200 IF 

Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-7324 

GFAP 
Policlonal de 

conejo IgG 
1:200 IF Dako 20334 

PDGFR-β 
Policlonal de 

conejo IgG 
1:200 IF 

Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-19995 

CB1 

 

Monoclonal 

de ratón IgG 

1:1000 WB 1:200 

IF 

Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-293419 

CB2 

 

Monoclonal de 

ratón IgG 

1:1000 WB 1:200 

IF 

Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-293188 

Claudina-5 
Policlonal de 

conejo IgG 

1:500 WB 1:200 

IF 

Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-28670 

Ocludina 
Policlonal de 

conejo IgG 

1:500 WB 1:200 

IF 
Biorbyt orb412121 

Zónula 

occludens-1 

Policlonal de 

conejo IgG 

1:500 WB 1:200 

IF 

Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-10804 

β-actina 
Monoclonal de 

ratón IgG 
1:10000 

Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-47778 

m-IgGκ BP-HRP 
Anti-ratón 

 IgG 
1:10000 WB 

Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-516102 

HRP anti-conejo 
Cabra anti-

conejo IgG 
1:10000 WB 

Vector 

Laboratories 
PI-1000 

Alexa Fluor 546 
Cabra anti-

conejo IgG 
1:200 IF 

Molecular 

Probes 
A11035 

Alexa Fluor 488 Anti-ratón IgG 1:200 IF 

Jackson 

Immuno 

Research Labs 

115545003 
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7.5). El amortiguador de lisis celular RIPA permite eficientemente la 

solubilización de proteínas, evitando su degradación al contener inhibidores de 

proteasas (Complete Roche Diagnostics GmbH, Alemania). A continuación, las 

muestras se centrifugaron por 10 min a 14000 rpm a 4°C y finalmente se 

recolectó el sobrenadante, el cual se congeló en alícuotas a -70°C. 

5.3.2 Cuantificación de proteínas  

La cuantificación de proteínas se realizó para determinar la concentración de 

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

ELTMF. 

La cuantificación de proteínas se realizó siguiendo el método  de Bradford 

(1976). Para ello se colocó cada una de las muestras (por duplicado) en una 

placa de 96 pozos. En seguida, se adicionó el reactivo de Bradford (BioRad). La 

preparación se incubó 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 

(iMark™) de la marca Biorad y sus valores se interpolaron en una curva 

estándar de albúmina de suero bovino. 

5.3.3 Evaluación de la expresión de las proteínas claudina-5, ocludina  ZO-1 y 

los receptores CB1 y CB2 por Western Blot 

Alícuotas de 50 μg de proteína 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-CB1 o CB2.  

Todos los anticuerpos se utilizaron a una dilución 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-ratón correspondiente a una dilución 

de 1:10000. Como control de carga, se determinó la presencia de la proteína 
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constitutiva β-actina (Tabla 3). Finalmente, las membranas se expusieron a un 

sustrato quimioluminiscente (Clarity™ Western ECL Blotting Substrates, 

BioRad) que permitió revelar la expresión de las proteínas de interés en un 

imagen fotográfica mediante el equipo ChemiDocTMXRS+ImagingSystem (Bio-

Rad) para el posterior análisis densitométrico de las bandas mediante el 

programa ImageJ v.1.50i.  

 

5.3.4 Inmunofluorescencia para el análisis de las proteínas claudina-5, 

ocludina, ZO-1 y los receptores CB1 y CB2  

Las muestras de UNV fueron procesadas como se describió previamente 

(sección 5.2.2) utilizando los anticuerpos primarios policlonales de conejo para 

las proteínas claudina-5, ocludina y ZO-1 y los anticuerpos secundarios 

correspondientes. Para los receptores CB1 y CB2 se utilizaron los anticuerpos 

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

5.3.5 Análisis de resultados 

 

Para el análisis de la presencia de células endoteliales, astrocitos y pericitos  se 

realizó un análisis cualitativo de los resultados obtenidos por 

inmunofluorescencia. Respecto a la evaluación de la expresión de las proteínas 

claudina-5, ocludina, ZO-1 y los receptores CB1 y CB2 por Western blot e 

inmunofluorescencia se utilizó la prueba t de Student. Se calcularon los 

coeficientes de correlación de Pearson para determinar la posible influencia de 

las condiciones clínicas en los resultados experimentales. Los valores se 

expresaron como la media ± el error estándar. Para el análisis estadístico se 

utilizó el programa GraphPad (v.6.01 EE. UU.). En todos los casos se consideró 

una diferencia estadísticamente significativa cuando p<0.05. Se analizaron tres 

campos en tres laminillas independientes 
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5.4 Evaluación cualitativa de la co-localización de los receptores CB1 y CB2 con 

las proteínas 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 describió previamente en la 

sección 5.2.2 para la expresión de cada uno de los componentes de la UNV 

(CD34, GFAP o PDGFR-β). 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 realizó la incubación 

con los anticuerpos secundarios correspondientes (Alexa Fluor 546 anti-conejo, 

A11035, Molecular Probes y Alexa Fluor 488 anti-ratón, 115545003, Jackson 

Immuno Research Labs; Tabla 3). 

5.5 Capacidad de activación de la proteína Gαi/o de los receptores CB1 y CB2 en 

la UNV de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes con ELTMF 

5.5.1 Extracción de membranas para ensayos de unión con [35S]-GTPγS 

Para obtención de membranas, las muestras de UNV previamente obtenidas 

(ver sección 5.2.1) se resuspendieron en la solución amortiguadora A (Tris-

EDTA 2 mM, sacarosa 320 mM, albúmina de suero bovino (BSA) 5mg/ml, 

MgCl2 5 mM, pH 7.4; en relación peso/volumen = 1g/4ml del amortiguador) y se 

colocaron en un homogenizador. Después de realizarse la homogenización, las 

muestras se centrifugaron a 1000 g,  durante 10 min, a 4°C. El primer 

sobrenadante (SN1) obtenido se colocó en un tubo nuevo a 4°C. La pastilla se 

resuspendió en el mismo volumen de solución amortiguadora A y se centrifugó 

nuevamente a 1000 g durante 10 min a 4°C. El segundo sobrenadante (SN2) se 

adicionó al SN1. Se repitió el mismo procedimiento para obtener un tercer 

sobrenadante (SN3) y se descartó la pastilla. El sobrenadante total 

(SN1+SN2+SN3) se centrifugó a 39000 g durante 30 min a 4°C. La pastilla 

resultante, se resuspendió en la solución amortiguadora B (Tris-HCl 50 mM, 

Tris-EDTA 2 mM, MgCl2  3 mM, pH 7.4). Esta última pastilla, que contenía las 

membranas de las células de la UNV, se  congeló en alícuotas a -70°C. 
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5.5.2 Cuantificación de proteínas 

La cuantificación de proteínas se realizó como se describió previamente en la 

sección 5.3.2.  

5.5.3 Ensayos de unión de [35S]-GTPγS en membranas  

Para llevar a cabo los ensayos de unión con [35S]-GTPγS,  se tomaron 8 μg de 

proteína de las membranas y fueron incubadas (60 min, 30°C) en 0.8 ml de 

solución de ensayo C (Tris-HCl 50 mM, Tris-EDTA 2 mM, MgCl2, BSA 5 

mg/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 50 μM, pH 7.4), [35S]-GTPγS (100 

μM), y concentraciones crecientes de los agonistas selectivos para el receptor 

CB1 (Metanandamida) o el agonista selectivo para CB2 (CB 65), 10-9-10-4, 

respectivamente, en presencia de GDP (100 μM). La unión total fue 

determinada en ausencia del agonista mientras la unión no específica fue 

obtenida en presencia del GTPγS no marcado (100 μM). La unión específica se 

calculó al restar la unión inespecífica de la unión total. La reacción se inició al 

añadir [35S]-GTPγS 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 solución 

amortiguadora D (Tris-HCl 50 mM, 1 mg/ml BSA, pH 7.4, 4°C). Los filtros se 

sumergieron en el líquido de centelleo Sigma-FluorTM y se agregó 500 μl de 

Tritón al 0.1% en solución amortiguadora D, posteriormente,  se colocaron en 

un vial para cuantificar la radioactividad presente por centellometría con un 

detector Beckman. Los valores finales expresados en % de activación fueron 

analizados por regresión no lineal utilizando el programa GraphPad Prisma, 

Inc., para determinar los valores de concentración efectiva media (EC50, la 

cual nos indica la concentración que produce el 50% del efecto del agonista) y 

de estimulación máxima (Emax, que nos indica el efecto máximo de un 

agonista). 
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5.5.4 Análisis de resultados 

Para la evaluación de la capacidad de activación de las proteínas Gαi/o de los 

receptores CB1 y CB2 por los ensayos de unión se utilizó la prueba t de Student. 

Se calcularon los coeficientes de correlación de Pearson para determinar la 

posible influencia de las condiciones clínicas en los resultados experimentales. 

Los valores se expresaron como la media ± el error estándar. Para el análisis 

estadístico se utilizó GraphPad Software Inc. (v.6.01 EE. UU.). En todos los 

casos se consideró una diferencia estadísticamente significativa cuando p<0.05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. RESULTADOS 

6.1 Experimento 1. Estandarización del aislamiento y caracterización de la 

UNV 

Los resultados de inmunofluorescencia para el marcaje de la proteína 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, B y F). En relación al análisis para la proteína 

ácida fibrilar glial (GFAP) para evaluar la presencia de astrocitos, los 
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resultados mostraron la expresión de esta proteína (rojo) en segmentos de la 

membrana de las células endoteliales en ambos grupos de estudio. Finalmente, 

analizamos la expresión del factor de crecimiento derivado de plaquetas tipo β 

beta (PDGFR-β) para confirmar la presencia de pericitos. El marcaje del 

PDGFR-β (rojo) de manera similar que para GFAP se encontró 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 realizó la cuantificación de la expresión por 

inmunofluorescencia ya que la intención sólo fue realizar un análisis 

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

 

Figura 4. Fotografías 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 imágenes de los microvasos aislados se obtuvieron con el objetivo de 

40X (A y E). La expresión de la proteína CD34 se observa en verde en las 

células endoteliales de los microvasos cerebrales de autopsias (B) y pacientes 

con ELTMF (F). La expresión de GFAP, de astrocitos se marca en rojo (puntas 

de flecha) en muestras de  autopsias (C) y pacientes con ELTMF (D). La 

expresión de PDGFR-β se observa en rojo (puntas de flecha) en muestras de 
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autopsias (D) y pacientes con ELTMF (F). Los núcleos se tiñeron con Hoechst 

(azul) en autopsias y pacientes (B, C, D,F, G y H). Barra de calibración 20 μm. 

Se muestran imágenes de un experimento representativo de tres realizados. 

 

6.1.1 Discusión 

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 específicas 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 enzimáticas 

producen muestras consistentes en términos del tamaño de los microvasos y la 

composición celular (Wu et al., 2003; Munikoti et al., 2012). Sin embargo, el uso 

de enzimas exógenas y la incubación a 37°C comprometen la integridad del 

ARN y producen cambios en la activación de fosfoproteínas (Yun-Kyoung Lee et 

al., 2019). Asimismo, se ha reportado que, al excluir el paso de digestión, las 

muestras contenían 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 realización de una homogenización 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 

enzimáticas. La evaluación de la morfología de las muestras de la UNV 

aisladas utilizando un microscopio invertido mostró una composición semejante 

a células endoteliales, resultado que se confirmó con el marcador CD34 (Zhang 

et al., 2001). Adicionalmente, la preparación presentó pies de astrocitos que se 

marcaron con el marcador de GFAP y pericitos con el marcador de PDGFR-β. 
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Con base en los resultados de este experimento, el siguiente se enfocó a evaluar 

la expresión de las proteínas que conforman las uniones estrechas en los vasos 

sanguíneos de autopsias y pacientes con ELTMF en tejido congelado. 

6.2 Experimento 2. Evaluación de la expresión de las proteínas 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 decidió investigar el patrón 

de expresión de las proteínas que conforman a las uniones estrechas de la BHE. 

Para ello el tejido aislado se procesó con las técnicas de Western blot e 

inmunofluorescencia.  

 

6.2.1 UNV de hipocampo 

6.2.1.1 Expresión de las proteínas de las uniones estrechas por Western blot   

En el grupo de autopsias claudina-5 mostró una expresión relativa a la Beta-

actina de 0.76 ± 0.12. En el grupo de los pacientes con ELTMF la expresión de 

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

La expresión de ocludina en el grupo de autopsias fue de 1.02 ± 0.09. Con 

respecto a los pacientes con ELTMF la expresión de ocludina disminuyó 49% 

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

6.2.1.2. Expresión de las proteínas de las uniones estrechas por 

inmunofluorescencia 

La expresión relativa de las proteínas 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 tinciónes de claudina-5, ocludina y ZO-1 presentaron un patrón de 

expresión lineal y continuo (Figura 3). 

En el grupo de los pacientes con ELTMF las proteínas de las uniones estrechas 

mostraron un incremento en la expresión de claudina-5  del 144% (p<0.01), un 



28 
 

decremento del 47% (p<0.05)  en la expresión de  ocludina así como también un 

decremento del 63% (p<0.05) en la expresión de ZO-1. A diferencia del grupo de 

autopsias, en los pacientes con ELTMF las proteínas de las uniones estrechas 

perdieron la linealidad y continuidad en su expresión (Figura 3). 

 

 

Figura 5. Expresión de las proteínas claudina-5 y ocludina en la UNV obtenida  

de hipocampo extraida del grupo de autopsias y del grupo ELTMF. Los datos se 

normalizaron contra β-actina y se expresan como promedio ± el error estándar.  

*p<0.05, ***p<0.001. Prueba t de student. (n=12). 

 

6.2.1.3 Correlaciones con variables clínicas 

En la UNV de hipocampo de las autopsias y los pacientes con ELTMF los 

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

mostraron ninguna correlación con las variables clínicas (Tabla 4). 
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Figura 6. Expresión de las proteínas claudina-5, ocludina y ZO-1 en MV de la 

UNV de hipocampo por inmnofluorescencia. Imágenes 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 

señalan el aumento en la expresión de Claudina-5 en pacientes con ELTMF y 

las puntas de flechas señalan la diminución de ocludina y ZO-1 en pacientes. 

La tinción para claudina-5, ocludina y ZO-1 se cuantificó como intensidad de 

fluorescencia por μm2 y se comparó con el grupo de autopsias. Los datos se 

expresan como promedio ± el error estándar. *p<0.05; **p<0.01. Prueba t de 

Student (n=3). 
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Tabla 4. Correlación de expresión de proteínas de las uniones estrechas y 

variables clínicas en hipocampo 

 

 

Hipocampo 

 

 

 

claudina-5 

 

ocludina 

Pacientes 

ELTMF 
Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p 

Edad (años) 0.2018 0.5294 -0.3579 0.2534 

 

Edad de inicio de 

epilepsia (años) 

 

-0.3690 0.2379 0.0539 0.8678 

 

Duración de la 

epilepsia (años) 

 

0.2837 0.3715 -0.1784 0.5791 

 

Frecuencia de crisis 

(por mes) 

 

0.001 0.9962 0.1493 0.6433 

 

No. de FAE antes de 

la cirugía 

 

0.395 0.204 -0.302 0.341 

Autopsias     

Edad (años) -0.386 0.216 0.154 0.632 

IPM (h) -0.501 0.097 0.252 0.429 

FAE: fármacos antiepilépticos; IPM: intervalo postmortem. 

 

 

6.2.2 UNV de corteza temporal  

6.2.2.1 Expresión de las proteínas de las uniones estrechas por Western blot  

En el grupo de autopsias  la expresión de claudina-5 fue de 1.01 ±0.13. Respecto 

al grupo de los pacientes con ELTMF la expresión de claudina-5 mostró un 

incremento de 103%, (p<0.05) en comparación con las autopsias (Figura 4). La 
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expresión de ocludina en corteza temporal fue de 1.82 ± 0.19 para las autopsias. 

En los pacientes con ELTMF la expresión de ocludina presentó una 

disminución de la expresión con respecto al grupo de las autopsias (72%, 

p<0.001, Figura 4) 

 

 

Figura 7. Expresión de las proteínas claudina-5 y ocludina en la UNV de 

corteza temporal. Los datos se normalizaron contra β-actina y se expresan como 

promedio ± el error estándar. ***p<0.001. Prueba t de student. (n=12) 

 

6.2.2.2. Expresión de las 

proteínas de las uniones 

estrechas por Inmunofluorescencia 

La expresión relativa de las proteínas 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 
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grupo la tinción de claudina-5, ocludina y ZO-1 presentaron un patrón de 

expresión lineal y continuo (Figura 5). 

En los pacientes con ELTMF las proteínas de las uniones estrechas mostraron 

un incremento en la expresión de claudina-5 del 126% (p<0.01),  un decremento 

del 39% (p<0.05)  en la expresión de ocludina,  así como un decremento del 58% 

(p<0.05)  en la expresión de ZO-1. A diferencia del grupo de autopsias, en los 

pacientes con ELTMF las proteínas de las uniones estrechas perdieron la 

linealidad y continuidad en su expresión (Figura 5).  
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Figura 8. Expresión de las proteínas claudina-5, ocludina y ZO-1 en MV de la 

UNV de hipocampo por inmnofluorescencia. Imágenes 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 señalan el aumento en la expresión de claudina-5 en pacientes con 

ELTMF y las puntas de flechas señalan la diminución de ocludina y ZO-1 en 

pacientes. La tinción para claudina-5, ocludina y ZO-1 se cuantificó como 

intensidad de fluorescencia por μm2 y se comparó con el grupo de autopsias. Los 

datos se expresan como promedio ± el error estándar. *p<0.05; **p<0.01. 

Prueba t de Student (n=3).  

6.2.2.3 Correlaciones con variables clínicas 

En la UNV de la corteza temporal de los pacientes con ELTMF los niveles de 

expresión de claudina-5 obtenidos por western blot mostraron una correlación 

positiva con la edad (r=0.5895, p<0.05; Tabla 4 y Figura 9) y con la duración de 

la epilepsia (r=0.6534, p<0.05; Tabla 5 y Figura 9). Lo que nos indica que a 

mayor edad y mayor duración de la epilepsia incrementa la expresión de 

claudina-5. 

En la UNV de corteza temporal de las autopsias los niveles de expresión de 

Claudina-5 y ocludina obtenidos por western blot no mostraron ninguna 

correlación con las variables clínicas (Tabla 5) 
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Figura 9.  Representación de la correlación entre expresión de claudina-5 en la 

UNV de corteza temporal y las variables clínicas de los pacientes con ELTMF. 

 

 

 

Tabla 5. Correlación de expresión de proteínas de las uniones estrechas y 

variables clínicas en corteza temporal 

 

 

Corteza temporal 

 

 

 

claudina-5 

 

ocludina 

 

Pacientes 

ELTMF 

 

Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p 

Edad (años) 0.589 0.043* -0.287 0.366 

 

Edad de inicio de 

epilepsia (años) 

 

-0.501 0.097 -0.077 0.811 
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Duración de la 

epilepsia (años) 

 

0.653 0.021* 0.084 0.794 

 

Frecuencia de crisis 

(por mes) 

 

-0.419 0.174 -0.187 0.561 

 

No. de FAE antes de 

la cirugía 

 

0.531 0.076 -0.202 0.529 

Autopsias     

Edad (años) 0.252 0.428 0.232 0.468 

IPM 0.118 0.714 -0.653 0.213 

FAE fármacos antiepilépticos; IPM: intervalo postmortem; Correlación de Pearson; *p<0.05. 

 

 

 

 

 

6.2.2.4 Discusión 

Para que la UNV lleve a cabo su función de barrera correctamente, es necesario 

que las proteínas de las uniones estrechas tengan integridad en su 

composición, la cual se caracteriza por una expresión 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 sanguíneos cerebrales, 

las uniones estrechas son un tipo de barrera célula-célula formada por un 

complejo de proteínas que incluyen la hendidura intercelular principalmente: 

ocludina, claudinas a nivel membranal (Bauer et al. 1999; Morita et al. 1999; 

Martín-Padura et al. 1998) y ZO-1 a nivel citoplásmico (Itoh M, et al. 1999; 

Wolburg y Lippoldt, 2002). Utilizamos UNV de hipocampo y corteza temporal 

obtenidos de autopsias, como condición control y encontramos que la expresión 
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de claudina-5, ocludina y ZO-1 presentaron una expresión 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 neurológicos, incluida la epilepsia, 

se ha demostrado que la permeabilidad de la BHE está alterada (Abbott et al., 

2010). La disfunción de la BHE puede tener consecuencias importantes para la 

excitabilidad neuronal, por lo que puede ser un desencadenante en la 

generación de convulsiones y / o el desarrollo de epilepsia (Friedman et al., 

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

de la BHE de los pacientes con ELTMF.  

Los resultados obtenidos mostraron que la BHE de los pacientes con ELTMF, 

presenta una disminución en la expresión de ocludina y ZO-1. Sin embargo, la 

proteína claudina-5 mostró un aumento en su expresión y correlación 

significativa con la edad y la duración de la epilepsia. 

Uno de nuestros objetivos fue caracterizar la expresión de las proteínas 

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 expresión 

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 expresión. Además, 

encontramos una correlación positiva de la expresión de claudina-5 con la edad 

y la duración de la epilepsia; esto indica que cuanto mayor es el tiempo de los 

pacientes con la enfermedad, mayor es la expresión de claudina-5. Estos 

resultados nos indican un mecanismo compensatorio para contrarrestar la 

disminución de la expresión de ocludina y de ZO-1. Nuestros resultados con 

respecto a la expresión de claudina-5 concuerdan con los reportados por Chun 

Yan et al. (2018), encontraron que en el modelo KA en ratón provocó un 

aumento en la expresión de las proteínas claudina-5 y ZO-1 72 h después del 

tratamiento.  
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Por otro lado, encontramos una disminución en la expresión e 

inmunorreactividad de ocludina y ZO-1 en la BHE de hipocampo y corteza 

temporal. Además, la linearidad y la continuidad de expresión también se 

interrumpen en la BHE de los pacientes con ELTMF. Varios estudios han 

demostrado que los cambios en la expresión de las proteínas de las uniones 

estrechas, la variación en su distribución y / o el funcionamiento anormal de 

sus estructuras podrían destruir la integridad de las uniones estrechas y 

provocar cambios en la permeabilidad de la BHE (Ng et al., 2003).  Esta 

disminución en la expresión de ocludina y ZO-1 ha sido asociada con el daño de 

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

András y col. (2007) informaron que la exposición de las células endoteliales de 

la microvasculatura cerebral (BMEC) al glutamato produce una redistribución 

celular de ocludina, seguida de una disminución en el nivel total de esta 

proteína y una disminución de la función de barrera en las BMEC. Además, los 

estudios en células endoteliales microvasculares de ratas con displasia cortical 

sometidas a convulsiones inducidas por hipertermia, encontraron una 

disminución en la expresión 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  

disminución y alteración en el patrón de expresión de la proteína ZO-1 (Rigau 

et al. 2007). Estos cambios en la expresión y alteración de las proteínas de las 

uniones estrechas indican una disfunción de la BHE. La disrupción de la BHE 

conduce a la extravasación de proteínas plasmáticas y células del sistema 

inmunológico al parénquima cerebral, cambios en las funciones astrogliales 

(Ivens et al., 2009), y alteraciones en el equilibrio iónico (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 CB1 y CB2 tienen un papel importante en la 

integridad de la BHE. Lu et al., (2008) describieron que la activación de CB1 

evita la disminución de la expresión de las proteínas ZO-1, claudina-5 y JAM-1, 

y la consiguiente disfunción de la BHE. Además, la activación de los receptores 

CB2 en células endoteliales disminuye la permeabilidad de la BHE, así como la 

expresión de proteínas de las uniones estrechas y reduce los efectos 

neuroinflamatorios (Ramirez et al., 2012). Es posible pensar que la epilepsia se 

asocia a disminución de la expresión de proteínas y/o las vías transduccionales 

de estos receptores en la BHE de los pacientes con ELTMF. Por esta razón, se 

diseñaron experimentos para evaluar los niveles de expresión de los receptores 

CB1 y CB2 en la BHE de hipocampo (área epileptogenica) y corteza temporal 

(área involucrada en la propagación de la actividad convulsiva) de pacientes  

con ELTMF. 

6.3 Experimento 3. Evaluación de la expresión de los receptores CB1 y CB2 en 

la UNV de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes con ELTMF 

Una vez que analizamos el patrón de expresión de las proteínas que conforman 

a las uniones estrechas de la BHE se decidió investigar el patrón de expresión 

de los  receptores CB1 y CB2 en la UNV de hipocampo y corteza temporal de 

autopsias y pacientes con ELTMF. Para ello el tejido aislado se procesó con las 

técnicas de western blot e inmunofluorescencia.  

6.3.1 UNV de hipocampo 

6.3.1.1 Expresión de los receptores CB1 y CB2 por Western blot 

En el grupo de autopsias los receptores CB1 y CB2 mostraron una expresión 

relativa a la β-actina de 0.62 ± 0.09 y 1.25 ± 0.08 respectivamente. En el grupo 

de los pacientes con ELTMF la expresión de CB1 y CB2 disminuyó 66% y 43% 

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

6.3.1.2. Expresión de los receptores CB1 y CB2 por inmunofluorescencia 
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La expresión relativa a la β-actina de los receptores CB1 y CB2 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 disminución en 

su expresión del 60% (p<0.01) también los receptores CB2 un presentaron un  

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

6.3.1.3 Correlaciones con variables clínicas 

En la UNV de hipocampo de los pacientes con ELTMF los niveles de expresión 

del receptor CB2 obtenidos por western blot mostraron una correlación negativa 

con el número de fármacos antiepilépticos administrados antes de la cirugía 

(r=-0.645, p<0.05; Tabla 5). Lo que nos indica que a mayor número de fármacos 

administrados menor será la expresión del receptor CB2.  

En la UNV de hipocampo de las autopsias los niveles de expresión de los 

receptores CB1 y CB2 obtenidos por western blot no mostraron ninguna 

correlación con las variables clínicas (Tabla 6). 
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Figura 10.  Representación de la correlación entre el número de fármacos 

antiepilépticos (FAE) y la expresión del receptor CB2 en la UNV de hipocampo 

de los pacientes con ELTMF. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Tabla 6. Correlación de expresión de los receptores CB1 y CB2  con las variables 

clínicas en hipocampo 

 
 

Hipocampo 

 

 

 

CB1 

 

CB2 

 

Pacientes 

ELTMF 

 

Valor de r  Valor de p Valor de r Valor de p 

Edad (años) -0.145 0.652 -0.033 0.917 

 

Edad de inicio de 

epilepsia (años) 

 

0.0452 0.889 0.275 0.387 
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Duración de la 

epilepsia (años) 

 

-0.123 0.703 -0.273 0.390 

 

Frecuencia de 

crisis (por mes) 

 

0.287 0.287 -0.106 0.743 

 

No. de FAE antes 

de la cirugía 

 

0.103 0.745 -0.643 0.024* 

Autopsias     

Edad (años) 0.3513 0.2628 -0.3286 0.2971 

IPM (h) 0.1009 0.7551 -0.1436 0.6560 

FAE fármacos antiepilépticos; IPM: intervalo postmortem; Correlación de 

Pearson; *p<0.05. 

 

 

6.3.2 UNV de corteza temporal 

6.3.2.1 Expresión de los receptores CB1 y CB2 por Western blot 

En el grupo de autopsias los receptores CB1 y CB2 mostraron una expresión 

relativa a la β-actina de 0.93 ± 0.07 y 0.84 ± 0.04 respectivamente. En el grupo 

de los pacientes con ELTMF la expresión de CB1 aumentó 35% (p<0.01) y CB2 

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

(Figura 6).  
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Figura 11. Expresión de los receptores CB1 y CB2 en la UNV de hipocampo y 

corteza temporal. Los datos se normalizaron contra β-actina y se expresan como 

promedio ± el error estándar. **p<0.01, ***p<0.001. Prueba t de student. 

 

6.3.2.2. Expresión de los receptores CB1 y CB2 por 

Inmunofluorescencia 

La expresión relativa a la β-actina de los receptores CB1 y CB2 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 CB1 mostraron un aumento en su 

expresión del 27% (p<0.05), también los receptores CB2 un presentaron un 

incremento en su expresión del 50% (p<0.05, Figura 7). 
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Figura 12. Expresión de los receptores CB1 y CB2 en MV de la UNV de 

hipocampo y corteza temporal por inmnofluorescencia. Imágenes 

representativas de inmunofluorescencia de  CB1 y CB2 (verde), en MV de la 

UNV de hipocampo de autopsias y pacientes con ELTMF. Las puntas de flechas 

señalan la diminución de CB1 y CB2 en hipocampo de pacientes y las flechas 

señalan el aumento en la expresión de CB1 y CB2 en la corteza temporal de 

pacientes con ELTMF. La tinción para CB1 y CB2 se cuantificó como intensidad 

de fluorescencia por μm2 y se comparó con el grupo de autopsias. Los datos se 

expresan como promedio ± el error estándar. *p<0.05; **p<0.01. Prueba t de 

student.  

6.3.2.3 Correlaciones con variables clínicas 

En la UNV de la corteza temporal de los pacientes con ELTMF los niveles de 

expresión del receptor CB1 obtenidos por western blot mostraron una 

correlación positiva con el número de fármacos antiepilépticos administrados 

antes de la cirugía (r=-0.644, p<0.05; Tabla 7). Lo que nos indica que a mayor 

número de fármacos administrados mayor será la expresión del receptor CB1.  

En la UNV de corteza temporal de las autopsias los niveles de expresión de los 

receptores CB1 y CB2 obtenidos por western blot no mostraron ninguna 

correlación con las variables clínicas (Tabla 7). 
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Figura13. Representación de la correlación entre el número de fármacos 

antiepilépticos (FAE) y la expresión del receptor CB1 en la UNV de corteza 

temporal de los pacientes con ELTMF. 

 

 

 

Tabla 7. Correlación de expresión de los receptores CB1 y CB2  con las variables 

clínicas en corteza temporal 

 

 

Corteza temporal 

 

 

 

CB1 

 

CB2 

 

Pacientes 

ELTMF 

 

Valor de r  Valor de p Valor de r Valor de p 

Edad (años) 0.280 0.378 -0.451 0.190 
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Edad de inicio de 

epilepsia (años) 

 

-0.309 0.329 0.127 0.727 

 

Duración de la 

epilepsia (años) 

 

0.224 0.484 -0.422 0.224 

 

Frecuencia de crisis 

(por mes) 

-0.051 0.874 0.608 0.062 

 

No. de FAE antes de 

la cirugía 

 

0.644 0.024* -0.265 0.459 

Autopsias     

Edad (años) 0.5424 0.0848 -0.4276 0.1655 

IPM (h) 0.1201 0.7250 -0.1295 0.6883 

FAE: fármacos antiepilépticos; Correlación de Pearson; *p<0.05. 

 

 

 

 

6.3.2.4 Discusión 

Los receptores CB1 y CB2 tienen un papel protector  en la integridad de la UNV 

y, por lo tanto, en la función de la BHE (Lu et al., 2008; Zhang et al., 2011; 

Ramirez et al., 2012). La activación de los receptores CB1 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 (Castañeda-Cabral et al., 2020a). Estos cambios pueden facilitar la 

angiogénesis (Marchi y Lerner-Natoli, 2013), la neuroinflamación y el aumento 

de la permeabilidad de la BHE (Gorter et al., 2015; Baruah et al., 2020). La 
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activación de los receptores cannabinoides se considera una estrategia para 

atenuar la señalización de VEGF y la inflamación crónica 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 CB1 y CB2 presentan un 

decremento en su expresión en el hipocampo. Existe evidencia que indica que  

la disminución de CB1 en hipocampo correlaciona con la disminución de la 

expresión ARNm y la proteína del receptor CB1 en el hipocampo de pacientes 

con ELTF (Ludány et al., 2008). Del mismo modo, Falenski et al. (2009), 

encontraron disminución en los niveles de expresión del receptor CB1 en el 

hipocampo de rata después de una semana de la inducción del status 

epilepticus utilizando el modelo de pilocarpina. 

Por otra parte, en la corteza temporal, observamos que ambos receptores 

presentaron un incremento en su expresión en muestras de pacientes con 

ELTMF. Estos resultados sugieren que los receptores CB1 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 formación hipocampal representa el foco epiléptico mientras que la 

neocorteza temporal es una estructura que en el inicio del trastorno trata de 

evitar su propagación 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 clínicas de los 

pacientes. Al respecto, encontramos que un mayor número de fármacos 

anticonvulsivos recibidos antes de la cirugía  se correlaciona con una menor 

expresión proteica de los receptores CB2 en el hipocampo, mientras que en 

corteza temporal encontramos que a mayor número de fármacos administrados 

antes de la cirugía es mayor la expresión del receptor CB1. Futuros estudios 
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deben de llevarse a cabo para determinar el efecto de los fármacos 

anticonvulsivantes en la expresión de los receptores CB1 y CB2. 

Llama la atención que el receptor CB2 se expresa en niveles muy bajos en 

neuronas, leucocitos y endotelio cerebral en condiciones fisiológicas (Golech et 

al. 2004; Schley y col. 2009). Sin embargo,  la expresión de este receptor puede 

regularse positivamente durante la inflamación del cerebro en enfermedades 

como la esclerosis múltiple 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 expresión de CB2 en corteza cerebral puede estar 

involucrado en un proceso de neuroinflamación y daño de la UNV de la 

neocorteza temporal de los pacientes con ELTMF. 

El siguiente experimento se diseñó para evaluar de manera cualitativa la 

colocalización de los receptores CB1 y CB2 con las proteínas que conforman las 

uniones estrechas de la UNV. 

 

 

 

 

6.4. Experimento 4. Evaluación cualitativa de la co-localización de los 

receptores CB1 y CB2 con las proteínas de las uniones estrechas en la 

UNV de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes con 

ELTMF 

Después de analizar el patrón de expresión de las proteínas que conforman las 

uniones estrechas de los receptores CB1 y CB2, decidimos evaluar si estas 

proteínas se expresan en la misma región de la UNV de autopsias y pacientes 

con ELTMF mediante un análisis cualitativo de co-localización. Para ello el 

tejido aislado se procesó con la técnica de inmunofluorescencia como se 

describió en la sección 5.2.2. Se utilizaron los anticuerpos primarios 
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monoclonales de ratón para CB1 o CB2, los anticuerpos primarios de conejo 

para claudina-5, ocludina y ZO-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 tinción por inmunofluorescencia de los 

receptores a canabinoides mostraron que tanto CB1 como CB2 presentaron co-

localización con las proteínas que conforman las uniones estrechas en la UNV 

de autopsias y pacientes con ELTMF (Figuras 8  y 9). 

 

 

Figura 14. Expresión de CB1, claudina-5, ocludina y Z0-1 en MV de  

hipocampo de autopsias y pacientes con ELTMF. Núcleos teñidos por Hoechst 

(azul) en autopsias y pacientes con ELTMF. La barra de calibración 

corresponde a 20 um. Se muestran imágenes representativas obtenidas de tres 

laminillas de tres extracciones independientes, donde se analizaron tres 

campos. 
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Figura 15. Expresión de CB2, claudina-5, ocludina y Z0-1 en MV de  

hipocampo de autopsias y pacientes con ELTMF. Núcleos teñidos por Hoechst 

(azul) en autopsias y pacientes con ELTMF. La barra de calibración 

corresponde a 20 um. Se muestran imágenes 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 observó que los receptores CB1 y CB2 presentaron co-localización con las 

proteínas que conforman las uniones estrechas en la UNV de autopsias y 

pacientes con ELTMF (Figura 10  y 11). 
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Figura 16. Expresión de CB1, claudina-5, ocludina y Z0-1 en MV de  corteza 

temporal de autopsias y pacientes con ELTMF. Núcleos teñidos por Hoechst 

(azul) en autopsias y pacientes con ELTMF. La barra de calibración 

corresponde a 20 um. Se muestran imágenes representativas obtenidas de tres 

laminillas de tres extracciones independientes, donde se analizaron tres 

campos. 
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Figura 17. Expresión de CB2, claudina-5, ocludina y Z0-1 en MV de  corteza 

temporal de autopsias y pacientes con ELTMF. Núcleos teñidos por Hoechst 

(azul) en autopsias y pacientes con ELTMF. La barra de calibración 

corresponde a 20 um. Se muestran imágenes representativas obtenidas de tres 

laminillas de tres extracciones independientes, donde se analizaron tres 

campos. 

 

6.4.3 Discusión 

El objetivo de este experimento fue evaluar si los receptores CB1 y CB2 se 

expresan  en la misma región que las proteínas que conforman las uniones 

estrechas en la UNV de autopsias y pacientes con ELTMF mediante un análisis 

cualitativo de co-localización.  

Nuestros resultados indican que existe co-localización de los receptores CB1 y 

CB2 con las proteínas que conforman las uniones estrechas en algunas regiones 

de la UNV de autopsias y pacientes con ELTMF. 

Como se mencionó anteriormente, los receptores CB1 y CB2 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 específicos para los 
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receptores canabinoides como los agonistas específicos del receptor CB2 

contrarrestaron la inflamación inducida por la disminución en la expresión de 

las proteínas ZO-1, la molécula de adhesión-1 (JAM-1) y claudina-5 en células 

endoteliales de la microvasculatura cerebral (Lu et al.2008; Ramirez et al. 

2012). Además,  Lu et al., en 2008 describió como el agonista no selectivo para 

receptores canabinoides CP55940 promovió la asociación del receptor CB1 con 

la proteína ZO-1 a través del extremo NH2 de esta última. Esto sugiere que el 

receptor CB1, a través de su interacción con la proteína ZO-1 bloquea su 

degradación. 

Por otro lado, después de la inducción de un trauma craneoencefálico en un 

modelo en ratón se cuantificó la concentración de fluoresceína de sodio en 

parénquima cerebral como parámetro de integridad de la BHE y se demostró 

que agonistas CB2 disminuyen el daño de la BHE  al disminuir la cantidad de 

fluorosceína que penetró en el cerebro de los animales después del daño 

(Amenta et al. 2012). 

Los resultados obtenidos con los experimentos previos indican que existen 

alteraciones en la expresión proteica de los receptores CB1 y CB2 que se 

localizan en la UNV de pacientes con ELTMF. Sin embargo, dichos resultados 

no indican cambios en la funcionalidad de los receptores. A continuación se 

diseñaron experimentos para evaluar la capacidad de activación las proteínas 

Gαi/o acoplada a los receptores CB1 y CB2 en la UNV de autopsias y pacientes 

con ELTMF y determinar si los cambios en la expresión de dichos receptores se 

correlacionan con cambios en su funcionalidad. 
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6.5. Experimento 5. Capacidad de activación de la proteína Gαi/o de los 

receptores CB1 y CB2 en la UNV de hipocampo y corteza temporal de autopsias 

y pacientes con ELTMF 

Después de analizar el patrón de expresión de las proteínas de las uniones 

estrechas y de los receptores CB1 y CB2 asi como su co-localización en la UNV 

de hipocampo y corteza temporal de autopsias y pacientes con ELTMF, 

decidimos evaluar la capacidad de activación de las proteínas Gαi/o acopladas a 

los receptores CB1 y CB2.  Para ello el tejido aislado se procesó mediante 

ensayos de unión con [35S]-GTPγS y agonistas selectivos para cada receptor.  

  

6.5.1 UNV de hipocampo 

6.5.1.1 Ensayos de unión de [35S]-GTPγS para los receptores  CB1 y CB2 

en membranas 

La unión de [35S]-GTPγS subsecuente a la estimulación del receptor CB1 en la 

UNV de hipocampo de autopsias (n=12) presentó una Emax de 146 ± 11 

fmol/mg de proteína 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 proteína 

(p<0.05 vs autopsias) y una pEC50 de 6.52 ± 0.7 (Figura 18, Tabla 8).  

Respecto a la unión de [35S]-GTPγS subsecuente a la estimulación del receptor 

CB2 en la UNV de autopsias (n=12) presentó una Emax de 108.0 ± 10 fmol/mg 

de proteína y una pEC50 de 8.1 ± 0.37; mientras que los pacientes presentaron 

una Emax de 384 ± 49 fmol/mg de proteína y una pEC50 de 6.7 ± 0.49, siendo 

ambos parámetros estadísticamente 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 CB1 y los receptores CB2 medida como 

la activación de la proteína Gαi/o fue mayor en muestras de pacientes con 

ELTMF. 
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Figura 18. Representación de la unión de [35S]-GTPγS estimulada por la 

activación del receptor CB1 (izquierda) y CB2 (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 -  

10-4 respectivamente). Cada punto representa la media ± e.e. de 12 sujetos, 

cuyas determinaciones se hicieron por triplicado. Nótese que los receptores CB2 

presentan una potencia menor. Sin embargo, la activación de los receptores 

CB1 y los receptores CB2 dieron como resultado una mayor eficacia en la  

activación de la proteína Gai/o en los pacientes con ELTMF. 
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Tabla 8. Valores de Emax y pEC50 para la unión de [35S]-GTPγS inducida por 

la activación de los receptores CB1 y CB2 en la UNV de hipocampo de autopsias 

y pacientes con ELTMF. 

 Hipocampo 

 CB1 CB2 

 

Receptor y grupo de 

estudio 

 

Emax 

fmol/mg proteína 
p< pEC50 p< 

 

CB1 autopsias 

 

146 ±11 

0.0008 

* 

-6.65 ± 0.3 

0.8687 
 

CB1 ELTMF 

 

513 ± 93 -6.52 ± 0.7 

 

CB2 autopsias 

 

108 ±10 
 

0.0001 

* 

-8.1 ± 0.4 
 

0.035 

* 
 

CB2 ELTMF 

 

384 ±49 -6.7 ± 0.5 

Emax: estimulación máxima; pEC50: -log concentración efectiva media; *p<0.05. 

 

6.5.1.2 Correlaciones con variables clínicas 

Para evaluar si las variables clínicas de los sujetos se asociaban con los valores 

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

La unión a los receptores CB1 en la UNV de hipocampo presentó las siguientes 

correlaciones significativas con las variables clínicas: a) una correlación 

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 correlación positiva entre el tiempo de duración 

de la epilepsia y la potencia de este receptor. Estos resultados nos  indican que 

la potencia del acoplamiento funcional de los receptores CB1 podría aumentar 

como una respuesta a las convulsiones (r=0.651, p<0.05, Tabla 8).  
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Tabla 9. Correlación de los valores de Emax y pEC50  de los receptores CB1 y 

CB2  con las variables clínicas en hipocampo 

 Hipocampo 

 CB1 CB2 

 Emax pEC50 Emax pEC50 

Pacientes 

ELTMF 

Valor 

de r 

Valor 

de p 

Valor 

de r 

Valor 

de p 

Valor 

de r 

Valor 

de p 

Valor 

de r 

Valor 

de p 

Edad (años) -0.026 0.935 -0.887 
0.001 

*** 

0.136 0.672 -0.210 0.512 

Edad de inicio de 

epilepsia (años) 
-0.406 0.191 -0.070 0.829 -0.499 0.098 0.040 0.901 

Duración de la 

epilepsia (años) 
0.191 0.551 0.651 

0.022 

* 

0.379 0.225 -0.075 0.815 

Frecuencia de crisis 

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

No. de FAE antes de 

la cirugía 
0.531 0.075 -0.349 0.266 0.318 0.312 0.092 0.774 

Autopsias         

Edad (años) -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: fármacos antiepilépticos; Emax: estimulación máxima; pEC50: -log concentración efectiva 

media; IPM: intervalo postmortem; Correlación de Pearson; *p<0.05, ***p<0.01. 
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Figura 19. Representación de la correlación entre los valores de pEC50  del 

receptor CB1 y las variables clínicas de los pacientes con ELTMF. 

 

6.5.2 UNV de corteza temporal 

6.5.2.1 Ensayos de unión de [35S]-GTPγS para los receptores CB1 y CB2 

en membranas  

En cuanto a la unión del [35S]-GTPγS subsecuente a la estimulación del 

receptor CB1 en la UNV de corteza temporal, el grupo de autopsias (n=12) 

presentó una Emax de 333 ± 45 fmol/mg de proteína y una pEC50 de 6.23 ± 

0.46. Por su parte, los pacientes presentaron una Emax de 676 ± 105 fmol/mg 

de proteína (p<0.05) y una pEC50 de 6.18 ± 0.5 (p=0.9459) (Figura 20, Tabla 

10). Por otro lado, la unión de [35S]-GTPγS subsecuente a la estimulación del 

receptor CB2 en la UNV de corteza temporal de autopsias presentó una Emax 

de 291 ± 29 fmol/mg de proteína 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 proteína (p<0.05) y 

una pEC50 de 5.7 ± 0.26  (p<0.05, Figura 20, Tabla 10).  Estos resultados 

indican que los receptores CB1 presentaron una eficacia mayor  para la 

activación de la proteína Gαi/o en los pacientes. En cuanto a los receptores CB2 

la eficacia de la activación de la proteína Gαi/o fue similar al grupo de autopsias, 

pero con menor potencia.  
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Figura 20. Representación de la Unión de [35S]-GTPγS estimulada por la 

activación del receptor CB1 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- 10-4 

respectivamente). Cada punto representa la media ± e.e. de 12 sujetos, cuyas 

determinaciones se hicieron por triplicado. 
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Tabla 10. Valores de Emax y pEC50 para la unión de [35S] -GTPγS inducida por 

la activació de los receptores CB1 y CB2 en la UNV de corteza temporal de 

autopsias y pacientes con ELTMF. 

 Corteza temporal 

 CB1 CB2 

 

Receptor y grupo de 

estudio 

 

Emax 

fmol/mg proteína 
p< pEC50 p< 

 

CB1 autopsias 

 

333 ± 45 

0.006 

* 

-6.23 ± 0.46 

0.9459 
 

CB1  pacientes ELTMF 

 

676 ± 11 -6.18 ± 0.4 

 

CB2 autopsias 

 

291 ±29 
 

0.2639 

* 

-7.86 ± 0.4 
 

0.0002 

* 
 

CB2 pacientes ELTMF 

 

340 ±30 -5.7 ± 0.3 

Emax: estimulación máxima; pEC50: -log concentración efectiva media; *p<0.05. 

6.5.2.2 Correlaciones con variables clínicas 

Los receptores CB2 en la UNV de corteza temporal presentaron una correlación 

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. Representación de la correlación 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. Correlación de los valores de Emax y pEC50  de los receptores CB1 y 

CB2  con las variables clínicas en corteza temporal 

 Corteza temporal 

 CB1 CB2 

 Emax pEC50 Emax pEC50 

Pacientes 

ELTMF 

Valor 

de r 

Valor 

de p 

Valor 

de r 

Valor 

de p 

Valor 

de r 

Valor 

de p 

Valor 

de r 

Valor 

de p 

Edad (años) -0.355 0.257 -0.200 0.533 0.083 0.819 -0.615 0.586 

Edad de inicio de 

epilepsia (años) 
-0.277 0.383 0.204 0.524 -0.377 0.282 0.037 0.919 

Duración de la 

epilepsia (años) 
-0.136 0.672 -0.399 0.198 0.330 0.351 -0.473 0.167 

Frecuencia de crisis 

(por mes) 
0.166 0.606 0.115 0.722 -0.781 

0.008 

** 

0.633 
0.049 

* 

No. de FAE antes de 

la cirugía 
-0.188 0.557 0.167 0.604 0.064 0.860 0.231 0.520 

Autopsias         

Edad (años) 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: fármacos antiepilépticos; Emax: estimulación máxima; pEC50: -log concentración efectiva 

media; IPM: intervalo postmortem; Correlación de Pearson;**p<0.001, *p<0.05. 
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6.5.2.3 Discusión 

La UNV de hipocampo y corteza temporal de los pacientes con ELTMF 

mostraron una mayor eficacia (Emax) para inducir la activación de la proteína 

Gαi/o como consecuencia de la exposición del agonista CB1 en comparación con el 

grupo de autopsias. Además, los receptores CB1 en hipocampo, presentaron una 

mayor potencia (pEC50) en el grupo de los pacientes con un mayor tiempo de 

duración de la epilepsia. Estos hallazgos sugieren que la neurotransmisión 

mediada por los receptores CB1 es mayor en la UNV de los pacientes con 

ELTMF.  

Respecto a los receptores CB2, los ensayos de unión también mostraron una 

mayor eficacia para inducir la activación de la proteína Gαi como consecuencia 

de la exposición del agonista CB2 en hipocampo. Estos resultados indican que 

los receptores CB2 activan de manera más 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 más 

alta de crisis epilépticas presentaron una mayor eficacia y potencia. Estos 

resultados indican que la potencia del acoplamiento funcional de los receptores 

CB2 podría 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 señal de alta eficacia de transducción mediada por la 

activación de los receptores CB1 y CB2 en los diferentes componentes de la 

UNV 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 CB1 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 activación de los receptores CB1 y CB2 

podría inducir neurotoxicidad, una condición 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 activación de los receptores CB1 y CB2 puede aumentar la migración de 

las células del sistema inmune (Miller y Stella, 2008) y así facilitar estrés 

oxidativo (Mukhopadhyay et al., 2010), inflamación, y la ruptura de la BHE 

(Persidsky et al., 2006). También se ha reportado que la activación de los 

receptores CB1 y CB2 aumenta el reclutamiento de leucocitos, inflamación y 

neovascularización (Guabiraba et al., 2013). Con base en este grupo de 

evidencias es posible sugerir que la alta eficacia en la transducción de señal 

mediada por la activación de los receptores CB1 y CB2 encontrada en el 

hipocampo y corteza de pacientes con ELTMF puede ser una condición que 

facilite la neurotoxicidad, la inflamación y la neovascularización aberrante. Sin 

embargo, se requieren estudios adicionales para determinar si el acoplamiento 

de alta eficacia de la señal de los mecanismos de transducción mediados por 

receptores CB1 y CB2 resulta en el deterioro de la UNV en pacientes con 

ELTMF. 

Se sabe que los receptores CB1 y CB2 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 expresión de las proteínas de las 

uniones estrechas así como también en los niveles de expresión de los 

receptores CB1 y CB2. Además, nuestros resultados indican  que los pacientes 

con ELTMF presentan una alta eficiencia en la transducción de señales 

mediada por la activación de los receptores CB1 y CB2, una condición que 

pueden facilitar la inflamación y la neovascularización en el hipocampo y la 

neocorteza temporal. 
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 7. DISCUSIÓN GENERAL  

En el presente estudio utilizamos el protocolo utilizado por Castañeda-Cabral 

et al., (2020a) el cual permitió el aislamiento de la UNV a partir de tejido 

cerebral humano congelado de pacientes con ELTMF y de autopsias. La UNV 

aislada contenía las células endoteliales microvasculares (positivas paraCD34), 

los pies de los astrocitos (positivas para GFAP) y pericitos (positivos para 

PDGFR-β). La realización de esta técnica permitió la evaluación por primera 

vez, de la expresión proteica y funcionalidad de los receptores CB1 y CB2 en la 

UNV de humanos, tanto autopsias como pacientes con ELTMF. 

Entre los criterios que utilizamos para tomar las autopsias como control fue la 

expresión de la proteína β-actina como control de carga para los experimentos 

de western blot. La expresión de la proteína β-actina siempre obtuvo dentro del 

rango de detección, a pesar del tiempo postmortem. Asimismo, analizamos la 

correlación 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 análisis, el intervalo post 

mórtem 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 situación 

representa una limitación del presente estudio. 

Para que la UNV  lleve a cabo su función de barrera correctamente, es 

necesario que las proteínas de las uniones estrechas tengan integridad en su 

composición, la cual se caracteriza por una expresión 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 unión célula-célula formada por un complejo de proteínas que incluyen 

la hendidura intercelular principalmente: ocludina y claudinas a nivel 

membranal (Bauer et al. 1999; Morita et al. 1999; Martín-Padura et al. 1998) y 

ZO-1 a nivel citoplásmico (Itoh M, et al. 1999; Wolburg & Lippoldt, 2002). Como 
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se mencionó anteriormente, utilizamos UNV de hipocampo y corteza temporal 

obtenidos de autopsias, como condición control y encontramos que la expresión 

de claudina-5, ocludina y ZO-1 presentaron una expresión 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 condición control para el presente estudio. 

En varios trastornos neurológicos, incluida la epilepsia, se ha demostrado que 

la permeabilidad de la BHE está alterada (Abbott et al., 2010). Nuestros 

resultados muestran que la BHE de los pacientes con ELTMF, presenta una 

disminución en la expresión de ocludina y ZO-1. Sin embargo, la proteína 

claudina-5 mostró un aumento en su expresión y correlación significativa con la 

edad y la duración de la epilepsia. 

En la BHE de los pacientes con ELTMF, se interrumpe la linealidad y la 

continuidad en la expresión de las proteínas que conforman las uniones 

estrechas. Además, encontramos una correlación positiva de la expresión de 

claudin-5 con la edad y la duración de la epilepsia; esto indica que cuanto 

mayor es el tiempo de los pacientes con la enfermedad, mayor es la expresión 

de claudina-5. Estos resultados nos indican un mecanismo compensatorio para 

contrarrestar la disminución de la expresión de ocludina y de ZO-1. Nuestros 

resultados con respecto a la expresión de claudina-5 concuerdan con los 

reportados por Chun Yan et al. (2018), quienes encontraron que en el modelo de 

ácido kaínico en ratón provocó un aumento en la expresión de las proteínas 

claudina-5 72 h después del tratamiento.  

Por otro lado, encontramos una disminución en la expresión e 

inmunorreactividad de ocludina y ZO-1 en la BHE de hipocampo y corteza 

temporal. Además, la linealidad y la continuidad de expresión también se 

interrumpen en la BHE de los pacientes con ELTMF. Varios estudios han 

demostrado que los cambios en la expresión de las proteínas de las uniones 
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estrechas, la variación en su distribución y / o el funcionamiento anormal de 

sus estructuras podrían destruir la integridad de las uniones estrechas y 

provocar cambios en la permeabilidad de la BHE (Ng et al., 2003).  Esta 

disminución en la expresión de ocludina y ZO-1 ha sido asociada con el daño de 

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

Nuestros resultados mostraron cambios significativos en la expresión de las 

proteínas de las uniones estrechas en la BHE de los pacientes con ELTMF. El 

incremento en la expresión de claudina-5  y la disminución 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 CB1 y CB2 tienen un papel importante en la 

integridad de la BHE. Lu et al., (2008) describieron que la activación de CB1 

evita la disminución de la expresión de las proteínas ZO-1, claudina-5 y JAM-1, 

y la consiguiente disfunción de la BHE. Además, la activación de los receptores 

CB2 en células endoteliales disminuye la permeabilidad de la BHE, así como la 

expresión de proteínas de las uniones estrechas y reduce los efectos 

neuroinflamatorios (Ramírez et al., 2012). Es posible pensar que la epilepsia se 

asocia a disminución de la expresión de proteínas y/o las vías transduccionales 

de estos receptores en la BHE de los pacientes con ELTMF. Sin embargo, los 

resultados obtenidos de los ensayos de unión con GTPγS indican que la UNV de 

hipocampo y corteza temporal de los pacientes con ELTMF mostraron una  

mayor eficacia para inducir la activación de la proteína Gαi/o como consecuencia 

de la exposición al agonista CB1 en comparación con el grupo de las autopsias. 

Además, los pacientes con una mayor duración de la epilepsia presentaron 

receptores CB1 con una potencia mayor de estimulación en el hipocampo. Estos 

hallazgos sugieren que la neurotransmisión 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 expresión de los receptores, sugiriendo un 
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cambio adaptativo en la señalización de los mecanismos transduccionales  

mediada por estos receptores. 

Los ensayos de unión en tejido hipocampal revelaron que los pacientes con 

ELTMF presentaron receptores CB2 con mayor capacidad para activar a la 

proteína Gai/o en la UNV, independientemente de la baja expresión de 

proteínas. Estos resultados indican que los receptores CB2 se acoplan de 

manera más eficiente a los mecanismos de transducción de señales en la UNV 

de hipocampo de los pacientes con ELTMF. Por otra parte, el acoplamiento 

funcional de los receptores CB2 a las proteínas Gαi/o 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 análisis de  correlación con las variables 

clínicas indicó que la UNV de corteza temporal de los pacientes que 

presentaron  frecuencia de convulsiones más alta tienen una  eficacia más baja, 

pero la potencia es mayor para el receptor CB2. Estos resultados indicaron que 

la potencia del acoplamiento funcional de los receptores CB2 podría aumentar 

como una respuesta a una alta frecuencia de convulsiones. Sin embargo, es 

necesario el análisis de otros componentes de las cascadas de señalización de 

estos receptores como la actividad de la beta arrestina, la activación de factores 

de transcripción, entre otros. 

En relación a la corteza temporal, la eficacia de activación de la proteína Gai/o 

inducida por la activación de los receptores CB1 y CB2 en la UNV fue similar en 

el hipocampo (zona epileptogénica) y en la corteza (zona de propagación), a 

pesar de cambios opuestos en la expresión de proteínas. Lo anterior sugiere que 

la epilepsia causa cambios similares en ambas estructuras, 

independientemente de su participación en la generación y propagación de la 

actividad epileptiforme. Esta es una posibilidad que requeriría una exploración 

más profunda. 
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Es importante mencionar que los pericitos y astrocitos también expresan 

receptores CB1 y CB2 (Benyó et al., 2016). Por lo anterior, tanto la presencia 

como la activación de los receptores CB1 y CB2 podría 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 CB1 y CB2 en cada elemento que conforma la UNV en sujetos 

con epilepsia.  

Algunos estudios apoyan el papel protector de los receptores CB1 y CB2 en el 

mantenimiento de  la integridad de BHE (Lu et al., 2008; Zhang et al., 2011; 

Ramirez et al., 2012). De hecho, la activación de los receptores CB1 y CB2 por 2-

araquidonoilglicerol,  contribuye a mantener la integridad de la BHE después 

de una lesión cerebral (Piro et al., 2018). Por otro lado, Castañeda-Cabral et al., 

2020a reportó que los microvasos cerebrales de pacientes  con ELTMF 

presentan sobreexpresión de VEGF-A y de su receptor VEGFR-2. Estos 

cambios pueden facilitar el proceso de angiogénesis (Marchi y Lerner-Natoli, 

2013), neuroinflamación y aumento de la permeabilidad la BHE (Gorter et al., 

2015; Baruah et al., 2020). La activación de los receptores cannabinoides se 

considera una estrategia para disminuir la señalización de VEGF y reducir la 

inflamación crónica, 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 transducción mediada por la activación de los  receptores 

cannabinoides (presente estudio) no evita el deterioro de la BHE asociada con 

la epilepsia resistente a fármacos (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 diseñados para atravesar la BHE y 

administrar fármacos 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 transmisión de señales mediada por receptores 

CB1 y CB2, 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 activación de los receptores CB1 y 

CB2 podría inducir neurotoxicidad, una condición 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 activación de los receptores CB1 y CB2 puede aumentar la migración de 

células del sistema inmune (Miller y Stella, 2008) y así facilitar procesos como 

estrés oxidativo (Mukhopadhyay et al., 2010), inflamación, y el daño de la BHE 

(Persidsky et al., 2006). Guabiraba et al., 2013 reportaron que la activación de 

los receptores CB1 y CB2 aumenta el reclutamiento de leucocitos con lo cual se 

favorece el desarrollo de inflamación y neovascularización. Nuestros resultados 

revelaron que los pacientes con ELTMFR presentan una alta eficiencia en la  

activación de los mecanismos transduccionales mediados por la activación de 

los receptores CB1 y CB2, una condición que pueden facilitar la inflamación y la 

neovascularización 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 CB2 

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

Una de las vías por la cual los receptores cannabinoides podrían estar 

disminuyendo la expresión de las proteínas que conforman de las uniones 

estrechas es a través de la activación de la GTPasa Rho, la cual induce la 

activación de la cinasa ROCK. Esta cinasa es la encargada de la fosforilación de  

la cadena ligera de miosina lo que promueve la contracción del citoesqueleto de 

actina y así se desensamblan las uniones formadas por las proteínas ZO-1, 
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claudina 5 y ocludina  (Barutta etal., 2010, Mai et al., 2015, Wu et al., 2017, 

figura 14). 

 

Figura 22. Modulación de la expresión de las proteínas claudina-5, olcudina y 

ZO-1 por los receptores CB1 y CB2. La activación de los receptores CB1 y CB2 

induce la activación de la proteína Rho. Mientras tanto, las subunidades βγ de 

la proteína G activan el factor de intercambio de nucleótidos de guanina Rho 

(Rho GEF), el cual activa a la proteína Rho y forma el complejo GTP-Rho. 

Después de la activación de la cinasa Rho, ROCK promueve la fosforilación de 

la fosfatasa de la cadena ligera de miosina e inhibe la desfosforilación de MLC. 

La fosforilación de la cadena ligera de miosina induce la contracción del 

citoesqueleto de  actina. La proteína ZO-1 por un lado, se encuentra ancada al 

citoesquelo de actina y por el otro a las proteínas claudina-5 y ocludina. La 

contracción del citoesqueleto de actina provoca el desensamble da las proteínas 

que conforman las uniones estrechas y esto podría generar daño en la BHE 

(Barutta et al., 2010; Mai et al., 2015; Kino et al., 2016). 
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8. CONCLUSIÓN 

Nuestros resultados mostraron cambios significativos en la expresión de las proteínas de las 

uniones estrechas en la BHE de los pacientes con ELTMF. El incremento en la expresión 

de claudina-5 y la disminución 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 activación de los mecanismos 

transduccionales mediados por la activación de los receptores CB1 y CB2, la eficacia de 

activación de la proteína Gai/o en el área epileptógena (hipocampo) fue similar a la zona de 

propagación (neocorteza temporal) a pesar de cambios opuestos en la expresión de 

proteínas. Lo anterior sugiere que la epilepsia causa cambios similares en ambas 

estructuras, independientemente de su participación en la generación y propagación de la 

actividad epileptiforme. Esta condición puede facilitar la inflamación y la 

neovascularización 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 CB2 facilita el deterioro de la BHE en 

los pacientes con ELTMF. 

Con estos resultados podemos concluir que nuestra hipótesis fue verdadera en cuanto al 

aumento en la capacidad de activación de las proteínas G αi/o a través de los receptores CB1 

y CB2, el aumento en la expresión de los receptores CB1 y CB2 en la corteza temporal y la 

disminución de las proteínas ocludina y ZO-1. 

9. PERSPECTIVAS 

Los resultados descritos y las limitaciones señaladas 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 activación 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 CB1 y CB2 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 expresión de las proteínas que conforman las uniones 

estrechas. 

 

4. Analizar el efecto de los fármacos 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 activación de los 

receptores cannabinoides dependiendo de la etiología de la ELTMF y 

variables clínicas de los pacientes. 
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