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RELACION DE ABREVIATURAS

2-APB: 2 aminoetoxidifenil borato

ADN: Acido desoxirribonucleico

AMPA: a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato

ATP: Adenosina trifosfato

HSA: Albumina sérica humana, del inglés Human Serum Albumin
BSA: Albumina sérica bovina, del inglés Bovine Serum Albumin
BHE: Barrera Hemato-Encefalica

Ca*": 16n calcio

Canales Kir (en inglés inward rectifier): Canales de potasio rectificadores de la

corriente de entrada.

CICR: Salida de calcio inducida por calcio, del inglés Calcium Induce Calcium

Release.

Cx: Corteza

ECoG: Electrocorticograma

EFO: Electrodos de foramen oval

ELT: Epilepsia del I6bulo temporal

ELA: Esclerosis lateral amiotrofica

GABA: Acido gamma-aminobutirico

GFAP: Proteina gliofibrilar acida

GFP: Proteina fluorescente verde, del inglés Green Fluorescent Protein.
GLT: Transportadores de glutamato, en inglés Glutamate Transporters.
HS: Suero humano, en inglés Human Serum.

HUP: Hospital Universitario de la Princesa.
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IL: Interleucinas

IP5: Inositol tri-fosfato

K*: 16n potasio

LDL: Lipoproteinas de baja densidad, del inglés Low Density Lipoproteins.
LTP: Potenciacion a largo plazo, del inglés Long Term Potentiation.

Mg?*: I6n magnesio

mM: Mili Molar

MRP: Proteinas de resistencia a multifarmacos, del inglés Multidrug Resistant

Protein

Na®: I6n sodio

NCX: Intercambiador de sodio/calcio
NeuN: Proteina nuclear de neuronas
NMDA: N-Metil-D-Aspartato

nm; Nanémetro

no-spk: "no-spiking", se refiere a la zona de la corteza sin actividad irritativa

pero que debe ser resecada durante la intervencion quirurgica.
PLC: Fosfolipasa C, en inglés Phospho-Lipase C.

PMCA: ATPasa de calcio de la membrana plasmatica, del inglés Plasmatic

Membrane Calcium ATPase.

Rc IP3: Receptor de inositol tri-fosfato.

Rc TGF-B: Rec beptor para el factor de crecimiento transformante (3.
RE: Reticulo endoplasmico

SBF: Suero bovino fetal

SERCA: ATPasa de calcio del reticulo endoplasmico, del inglés Sarcoplasmic-

Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase.
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SNC: Sistema nervioso central
spk: "spiking", se refiere a la zona de la corteza con actividad irritativa que debe

° . n
ser resecada durante la intervencion quirurgica

UCE: Unidad de Cirugia de la Epilepsia
VGCC: Canales de calcio voltaje dependientes, del inglés Voltage Gated

Calcium Channels.
VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, del inglés Very Low Density

Lipoproteins.
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1. EPILEPSIA

1.1 CONSIDERACIONES GENERALES

El término epilepsia se entiende como la manifestacion de una alteracion
cronica (Porter y col., 1987) del cerebro con varias etiologias, caracterizadas
por crisis recurrentes, debidas a excesivas descargas de las neuronas
(Gastaut, 1973). Por otro lado se considera que una crisis epiléptica es el
resultado clinico de la descarga brusca, anormal por su intensidad e
hipersincronica de un grupo de neuronas (Herrera-Peco y col.,, 2011), que
produce sintomas sensoriales, sensitivos, motores con o sin pérdida de

conciencia de breve duracion (Dichter y col., 1994; Zarranz y col., 2000).

En términos generales, conviene tener en cuenta los siguientes principios
(Adams y col., 1997):

» No toda descarga paroxistica del cerebro, aunque sea detectable
en el electroencefalograma (EEG), es una crisis epiléptica si no

tiene traduccidn clinica.

» Las disfunciones paroxisticas cerebrales cuya base no sea una
descarga neuronal hipersincrénica sino de otro tipo, no deben ser
consideradas crisis epilépticas, aunque pueden dar lugar a

manifestaciones clinicas parecidas.

» Las descargas hipersincrénicas de otros agregados neuronales
fuera de la corteza cerebral que pueden dar lugar a

manifestaciones clinicas paroxisticas como neuralgias, vértigo,

10|Pagina
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mioclonias, ataxia o espasmos musculares, tampoco son crisis

epilépticas, aunque respondan a los mismos farmacos.

Una crisis epiléptica es un sintoma y por si sola y ocurre de forma aislada, no
define a un sindrome o enfermedad epiléptica. Aproximadamente entre el 2-
3% de la poblacién tiene, en algun momento de su vida, una crisis convulsiva y

no se les considera pacientes epilépticos.

Es importante destacar el hecho de que a la epilepsia se la considera como
uno de los trastornos neuroldgicos mas comunes, que afecta entre el 0.5-2%
de la poblacion mundial aproximadamente (Hauser, 1998; Herrera-Peco y col.,
2009). La epilepsia se caracteriza por la presencia de crisis espontaneas vy
recurrentes, que pueden cursar con signos y sintomas motores, sensoriales,

cognitivos, psiquicos e incluso auténomos.

De acuerdo con la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, 1981), la

epilepsia puede dividirse en:

1) Parcial o focal, cuando las crisis tienen su origen en una regién

acotada de la corteza cerebral. Se considera que las crisis en las epilepsias
focales comienzan en un grupo neuronal mas o menos definido y que se
propagan a otras estructuras, afectando a todo un circuito neuronal (Léscher y
col., 2004). En las neuronas que integran dichos circuitos se producen cambios
en la fisiologia de la membrana plasmatica, como pueden ser modificaciones
en los receptores de membrana expresados, en los canales i6nicos o en los

transportadores de membrana (Arion y col., 2006), alteraciones que en

I11|Pagina
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conjunto condicionan los cambios en la excitabilidad y capacidad de

sincronizacion neuronal (Pastor y col., 2006).

2) Generalizada, cuando las crisis tienen su origen en distintas areas

corticales o en toda la corteza y un lugar especifico de inicio no puede ser

identificado.

1.2 EPILEPSIA FARMACO-RESISTENTE

Aproximadamente el 20 % de todos los pacientes epilépticos son farmaco-
resistentes (Sander y col., 2002). La farmaco-resistencia supone un importante
problema para el paciente, que incluye persistencia de las crisis y morbilidad
derivada de la epilepsia y de la medicacion, aislamiento social, desempleo y
disminucién de la calidad de vida (Herranz y col., 1997; Arroyo y col., 2002), asi
como un importante coste sanitario que se deriva del uso de nuevos y multiples
medicamentos y de una mayor necesidad de atencion sanitaria (Argumosa y

Herranz, 2000; Argumosa y Herranz, 2001).

Se considera que la epilepsia farmaco-resistente es aquella que no se logra
controlar utilizando los farmacos antiepilépticos a dosis adecuadas. Asi mismo
se debe diferenciar entre dos tipos de farmaco-resistencia; aquella que aparece
desde el primer momento o primaria , y aquella que aparece en pacientes que
al principio son sensibles al tratamiento o secundaria. Desde el punto de vista
clinico se ha propuesto que se considere a un paciente farmaco-resistente,

cuando:

12|Pagina
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i) La epilepsia no logra controlarse usando uno o varios antiepilépticos de
primera linea en monoterapia en un periodo comprendido entre uno y dos afnos

(Engel, 2002; Kwan y Brodie, 2002).

i) La epilepsia no logra controlarse usando farmacos antiepilépticos en

politerapia entre uno y dos afos (Brodie y Kwan, 2002).

No se comprenden del todo los mecanismos por los que puede aparecer esta
resistencia farmacoldgica en los pacientes con epilepsia, aunque bien es cierto
que los mecanismos seran de origen farmacocinético o farmacodinamico

(Zambrano y col., 2007).

Los mecanismo farmacocinéticos son aquellos que no permiten que se
alcancen las concentraciones de farmaco antiepiléptico en el sitio de accion. y
estan determinados por factores que influyen en la absorciéon, metabolismo y
eliminacién del farmaco antiepiléptico y sus metabolitos (Kwan y col., 2005).

Algunos ejemplos de esto seran:

> Que la dosis de farmaco antiepiléptico administrada sea insuficiente

para las caracteristicas del paciente.

» Que siendo una dosis adecuada produzca niveles séricos
insuficientes, por ejemplo, en politerapia con inductores del
metabolismo o cuando hay una sobreexpresion de la glucoproteina
P. Los inductores del metabolismo pueden aumentar el

aclaramiento del farmaco y, en algunos casos, la expresion de la

13|Pagina
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glucoproteina P.

» Que existiendo niveles séricos normales, estos sean insuficientes

en el cerebro.

» Que ante niveles cerebrales normales estos sean insuficientes en
el foco epiléptico (por ejemplo, por sobreexpresion de glucoproteina
P u otras proteinas, provocada por la propia causa o como

consecuencia de la epilepsia).

Por otro lado, los mecanismos farmacodinamicos de farmaco-resistencia
vienen determinados por la alteracion de los sitios de unién donde ejerceran su
accion los farmacos antiepilépticos, a pesar de que las concentraciones de

farmaco sean las adecuadas (Glauser , 2001).

1.2.1 HIPOTESIS DE FARMACO-RESISTENCIA

Existen varias hipétesis que explican los mecanismos de farmaco-resistencia

en pacientes epilépticos, dichas hipotesis son:

1.2.1.1. Modificacion de los tranportadores multifarmaco ATP

dependientes

Son proteinas trans-membrana encargadas de retirar sustancias del interior de
la célula para preservar la integridad de la misma. Son proteinas con funcion de
bomba, pertenecientes a la superfamilia de proteinas ATP dependientes, ya

que requieren de energia para cumplir su funcién. Se han descubierto varias

14|Pagina
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proteinas de este tipo, las que principalmente se han asociado con potencial
resistencia farmacoldgica son la glicoproteina P y la familia de proteinas de
resistencia a multi-farmacos (MRP, del inglés Multidrug Resistant Proteins). En
numerosos estudios se ha descrito una regulacién al alza de estos
transportadores tanto en seres humanos como en modelos animales (Avoli y

col., 2005)

» Glicoproteina P; es una proteina constituida por 12 subunidades que
estan codificadas por el gen ABC-B1 (o MRP-1) (Sisodiya y col., 2001;
Sisodiya y col., 2002). Se encuentra principalmente en las células
endoteliales que forman parte de la barrera hematoencefalica, en
astrocitos y neuronas del area CA3 del hipocampo. (Léscher, 2007).
Existe una expresion al alza de esta proteina, de modo que se produce
una disminucion de la concentracion de los farmacos antiepilépticos en

el sitio diana (Loéscher y col., 2005).

» Proteinas de resistencia _a multiples farmacos; es una proteina

constituida por 17 subunidades que estan codificadas por el gen ABC-C,
en seres humanos se han MRP2 (Dombrowski y col., 2001). Se
encuentran principalmente en las células endoteliales que forman parte
de la barrera hematoencefalica y en astrocitos. Existen evidencias de
una sobre-expresion de estas proteinas, de modo que se produce una
disminucién de la concentracion de los farmacos antiepilépticos en el

sitio diana (Beck, 2007)

I5|Pagina
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Figura 1. A) Esquema de glicoproteina P, compuesta por una cadena de  aproximadamente 1280 y

12 dominios trans-membrana. Presenta 2 zonas de union al ATP ubicadas en la parte citoplasmdtica,
un sitio de glicosilacién entre el primero y el segundo dominio trans-membrana y varios sitios de

fosforilacién. B) Esquema de MRP-2, proteina con 17 dominios trans-membrana y presenta varios

sitios de fosforilacion.

1.2.1.2. Cambios moleculares en canales idnicos

> Canales de Ca®* operados por voltaje (0 VGCC, del inglés Voltage

Gated Calcium Channels);

16|Pagina
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* Canales de bajo umbral o canales de Ca** de tipo T. La alteracion

en estos canales conllevaria una apertura de dicho canal por
mas tiempo del habitual, produciéndose una entrada masiva de
Ca®* que desencadenaria una liberacién continuada de
aminoacidos excitadores, como glutamato, al espacio pre-
sinaptico (Mediante la activacién del sistema SNAP-SNARE).
Esto provocaria la despolarizacién de las neuronas vecinas y por
tanto la propagacién y sincronizacion de la descarga de un grupo

de neuronas (DelLorenzo y col., 2005).

 Otro tipo de canales de Ca*" operados por voltaje relacionados

con mecanismos de resistencia son lo de tipo L. Se ha observado
que existe una sobre-expresion de estos canales en astrocitos en
modelos de epilepsia en animales (Chung y col., 2001; Xu y col.,
2007), estos canales al estar asociados a los procesos
secretores de vesiculas se considera que estan implicados en la
liberacién de aminoacidos excitadores, de forma continua, a la

hendidura sinaptica.

> Canales iénicos de Na': El canal de sodio estd constituido por una

subunidad a y dos subunidades B. Es el sitio diana de multiples

antiepilépticos de primera linea (Carbamazepina, fenitoina, lamotrigina,

topiramato y acido valproico) (Loscher y Schmidt, 2004). Se han

descrito dos tipos de canales de sodio: los canales rapidos y transitorios

(denominados INaT) responsables de la primera fase del potencial de

accioén y, los canales lentos y persistentes (INaP), cuya funcién no esta

17|Pagina
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totalmente esclarecida. Se han demostrado alteraciones en los canales

INaT como causas de farmacorresistencia (Catterall, 1999).

> Canales idnicos de K*: en concreto se han encontrado evidencias de

que en modelos animales de farmaco-resistencia, los canales de K" tipo
Kir4.1 (potassium inward rectifier 4.1) estan implicados en la farmaco-
resistencia (Ilvens y col., 2007). Dichos canales estan codificados en el
gen KCNJ10 y parece que alteraciones en éste hacen que un paciente
pueda ser mas susceptible a sufrir ataques epilépticos (Buono y col.,
2004; Olsen y Sontheimer 2008). Durante una crisis epiléptica, la
concentracion extracelular de K* puede incrementarse en la hendidura
sinaptica desde los 3 mM hasta los 10-12 mM, estos canales Kir4.1
parece que estan relacionados con el tamponamiento del K* liberado
durante la neurotransmisién (Binder y Steinhauser, 2006) dandose la
situacion de un aumento de la concentracion de K* en la hendidura, lo
que a su vez parece inducir una sobreexpresion de los canales de
glutamato tipo NMDA. Esta situacién explicaria un incremento en la

hiperexcitabilidad neuronal (lvens y col., 2007).

> Canales iénicos para hidrogeniones (H); a través de estos canales

pasan corrientes cationicas. Estos canales poseen una funcion
marcapasos, regulando la resistencia de la membrana celular, la
integracion dendritica y la estabilizacion del potencial de membrana en
reposo. Se localizan generalmente en las dendritas. Existen evidencias

de que algunos farmacos, lamotrigina y gabapentina, ejercen su accién

18| Pagina
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a través de estos canales por lo que cualquier alteracion de los mismos

produciria una resistencia al efecto de ambos farmacos (Remy y Beck,

2006)

.2.1.3. Alteracién en los transportadores de glutamato

La alteracion de los transportadores de glutamato en la epilepsia, se relaciona

con una regulacion a la baja de la expresion de dichos transportadores. Dicha

disminucion de transportadores provoca un incremento en los niveles de

glutamato en la hendidura sinaptica, asi como un aumento del tiempo que éste

permanece en dicha hendidura. Favoreciendo el aumento de la duracién en la

estimulacion.

En la

epilepsia se han descrito alteraciones en los transportadores de

glutamato del tipo EAATS (transportadores de glutamato dependientes de Na*),

también denominados GLT (del inglés Glutamate Transporters). En seres

humanos observamos la siguiente clasificacion:

EAAT1 / GLT-1; expresado en células gliales (Daunbolt, 2001).

EAAT2/GLT-2; expresado mayoritariamente en células gliales (Daunbolt,

2001; Shigeri y col., 2004).

EAAT3/ GLT-3; expresado en neuronas (Shigeri y col., 2004).

EAAT4/GLT-4; transportador de glutamato que se expresa
mayoritariamente en las células de Purkinje del cerebelo (Shigeri y col.,

2004).

19|Pagina
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Figura 2.- Proceso que sigue el glutamato desde que es liberado a la hendidura sinaptica por las
neuronas. El glutamato es introducido en los astrocitos a través del transportador GLT-1 y una vez
dentro del astrocitos es convertido en Glutamina y devuelto de este modo a las neuronas. Alli sera

procesada la glutamina para obtener de nuevo glutamato.

> EAATS5/ GLT-5; transportador de glutamato que se expresa

mayoritariamente en la retina (Shigeri y col., 2004).

1.2.1.4. Alteracién en receptores

> Receptor GABA,; esta formado por diecinueve subunidades. La

activacion de este receptor causa entrada de cloro en la célula.
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Cualquier alteracion en las subunidades que forman el receptor pueden

influir en propiedades del receptor, como; i) afinidad por el GABA, ii)

modulacién alostérica o iii) alteracion de las caracteristicas biofisicas

del canal (Olsen y col., 2004; Avoli y col., 2005).

De las subunidades que forman el receptor, seis de ellas son
subunidades a y cualquier alteracion en éstas esta asociada al
desarrollo de farmaco-resistencia, se ha comprobado que existe
farmaco-resistencia cuando existe una baja expresién de la subunidad
a1y un aumento en la subunidad o4 (Brooks-Kayal, 1998; Zambrano y
col., 2007). También existen evidencias de alteraciones en las
subunidades ® de estos receptores que pueden inducir farmaco-

resistencia (Peng y col., 2004).

Receptores de glutamato; los receptores que se asocian a la aparicion

de farmaco-resistencia a farmacos como el felbamato o el topiramato
son tanto el receptor de glutamato tipo NMDA, para el primero, como el
receptor de glutamato tipo AMPA para el segundo. En concreto estos
farmacos ejercen su accion a través de la modulacion del sitio de unién
de la glicina y cualquier modificacion en estos receptores provocaran la

inaccion de los farmacos antiepilépticos (Harty y col., 2000)
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1.3. CIRUGIA DE LA EPILEPSIA

El concepto de cirugia de la epilepsia debe quedar reservado para aquellas
intervenciones quirurgicas realizadas sobre el sistema nervioso con el fin de
tratar la epilepsia en pacientes que cumplen con los criterios de farmaco-
resistencia (Villanueva y Sola, 2009). En las ultimas décadas, la cirugia de la
epilepsia ha ido cobrando mayor relevancia haciendo que tenga un papel cada
vez mas importante como recurso terapéutico (Wyler y Hermann, 1994;

Tuxhorn y col., 1997).

El objetivo del tratamiento quirdrgico es disminuir o eliminar la tendencia del
cerebro a presentar crisis epilépticas de forma recurrente, a la vez que evitar el
deterioro de las funciones cerebrales, con la condicion afadida de que la
cirugia no implique la produccion de déficits neurolégicos en el paciente

(Villanueva y Sola, 2009).

Los candidatos idoneos para este tipo de cirugia seran aquellos que hayan sido
diagnosticados con epilepsia del I6bulo temporal, siendo este tipo de epilepsia
la que mejor responde al tratamiento quirurgico (Salanova y col., 1999; Wiebe y

col., 2001).

Los tipos de procedimientos quirdrgicos admitidos internacionalmente son:
resecciones corticales temporales, resecciones corticales frontales, parietales,
rolandicas, occipitales o zonas de transicidén entre las anteriores (Villanueva y

Sola, 2009).
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Con la reseccion cortical; lo que se pretende es extirpar solamente el suficiente
tejido neuronal para eliminar las crisis sin producir déficit neurolégico. Los
limites de la corteza cerebral a resecar van a venir dados por la evaluacion pre-
quirurgica del paciente y por los estudios intraoperatorios realizados, sin estar
necesariamente asociada el area a resecar con una lesion cerebral visible en la
RM. Entre el 60-70% de los pacientes a los que se le practica una reseccion
temporal anterior quedan libres de crisis con un seguimiento durante 2 afos
(Schuele y Luders, 2008). Los resultados funcionales obtenidos en nuestro
centro, han sido excelentes, y el 100% de los pacientes estan en grados | y II

de Engel a los 2 afios de seguimiento (Pastor y col., 2005).

El objetivo por tanto, es conseguir una extirpacion completa de lesiéon y zona
epileptégena. La convergencia de los hallazgos neurofisioldgicos (necesarios
para definir correctamente la zona epileptégena) y de imagen (necesarios para
definir bien la zona lesiva) proporcionan los mejores resultados (Cascino y col.,

1993).

1.4 EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL

En La epilepsia del lébulo temporal constituye una de las formas mas
frecuentes de epilepsia farmaco-resistente (Engel, 1996). En paciente con
epilepsia del Iébulo temporal, la regidén epileptdgena por lo general se
encuentra en estructuras temporales como el hipocampo y la regiéon para-

hipocampal que estan afectados por la esclerosis mesial,
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Figura 3.- Cortes histolégicos de hipocampos. A) Hipocampo normal con sus capas (CA1, CAZ, CA3,

CA4) el hilus, gyrus dentado y subiculum. B) Hipocampo de un paciente con esclerosis temporal

mesial, obsérvese la reduccidn de tamafio y la pérdida de las capas CA1 y CA3.

representando ambas zonas el sustrato histolégico mas comun en la epilepsia
del I16bulo temporal (Babb y Brown, 1987). La esclerosis se caracteriza por una
reduccion del volumen del hipocampo junto con una pérdida selectiva de las
neuronas en la corteza entorrinal, el hilus del giro dentado y las areas CA1 y
CA3 del hipocampo (ver figura 3). Estas alteraciones van acompanadas de un
proceso de alteracion de los axones de las fibras musgosas conocidos como

“sprouting” (Sutula y col., 1989).

El potencial epileptdgeno de este trastorno resulta de la pérdida de neuronas
especificas en el hipocampo y la reorganizacion sinaptica de los elementos
celulares, que desembocan en hiper-sincronizacion e hiper-excitabilidad. Asi,
disponemos de cuantiosa informacion referente a la fisiopatologia de la
epilepsia del I6bulo temporal mesial (ELTM), establecida gracias a los estudios

realizados en las unidades de cirugia de la epilepsia y a modelos de
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experimentacion animal (De Felipe, 1999), aun se desconocen los
acontecimientos que inician el proceso. A pesar de la intensa investigacion
sobre los mecanismos basicos de la ELTM, aun no esta claro cual es el
verdadero papel del hipocampo esclerético en este tipo de epilepsia (Engel,
1996). Una cuestion que se plantea en los estudios actuales sobre ELTM es
¢hasta qué punto el hipocampo esclerético constituye la region responsable de
las crisis epilépticas? Los resultados quirurgicos, con un elevado porcentaje de
casos libres de crisis, parecen avalar la hipotesis de una participacion clave del
hipocampo (Luders, 1992). Sin embargo las investigaciones llevadas a cabo en
pacientes con ELTM, ofrecen resultados que permiten inclinarse por la idea de
la existencia de numerosos focos epileptdégenos en las crisis epilépticas,
afectando a regiones relativamente extensas del I6bulo temporal, la amigdala y
la zona para-hipocampal, estructuras que son resecadas habitualmente durante
la cirugia (Zumsteg y col., 2006; Pastor y col., 2006). Por tanto, parece que la
participacion del hipocampo en las crisis epilépticas podria constituir un
fendmeno relacionado con su mayor tendencia a la hiper-excitabilidad refleja
(Menéndez de la Prida, 2006). De hecho los estudios electrofisioldgicos en
modelos animales de kindling, sugieren que son otras las estructuras claves en
el inicio de las crisis parciales de tipo tonico—clonico antes de que aparezcan
las manifestaciones de esclerosis (Pireda y Gale, 1985).Existe la idea de que
algunas crisis de fenotipo limbico pueden ser originadas por descargas
originadas en la corteza piriforme y perirrinal, asi como en otras estructuras de
la regidn temporal antes de invadir el hipocampo (Pireda y Gale, 1985). Estos
niveles patolégicos de actividad se traducirian posteriormente, en mecanismos

moleculares y celulares desencadenantes de un proceso de epileptogénesis en
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el propio hipocampo y en toda la region para-hipocampal, demostrando que los

mecanismos subyacentes de las crisis y la epileptogénesis constituyen

procesos diferentes (Menéndez de la Prida, 2006). Estudios recientes (Kohlingy

y Avoli, 2006) estan dirigiendo su atencidon hacia otras regiones del cerebro

como el subiculum, analizando la funcibn GABAérgica y las corrientes

persistentes de Na™.
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2. ASTROCITOS

2.1. FUNCIONES DE LOS ASTROCITOS EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central (SNC) esta formado por distintos tipos de células:
las neuronas y las células de la glia. Las neuronas son las células
responsables de la transmisién de la informacion gracias a su capacidad de
transmitir el impulso nervioso. Aunque ésta constituye, sin duda, la funcion mas
relevante del SNC, las células no neuronales, es decir, las células de la glia,
desempefian también una funcién muy importante. Las células de la glia son de
diferentes clases, distinguiéndose: células ependimarias, células macrogliales y
células microgliales. Las células macrogliales se pueden subdividir, a su vez,
en dos grupos: astrocitos y oligodendrocitos.Los astrocitos son la glia
mayoritaria del SNC. Ejercen importantes funciones en el cerebro tanto durante
el desarrollo como en el cerebro adulto, algunas de las funciones que

desempeian son:

2.1.1. Formacion de la barrera hematoencefalica

Probablemente una de las funciones mas conocidas de los astrocitos es su
participacion en la formacién de la BHE. En este caso, los pies terminales de
los astrocitos entran en contacto con las células endoteliales de los vasos
sanguineos cerebrales, estableciendo uniones que dan lugar a una barrera

altamente selectiva (Tamayo-Orrego y Duque-Parra, 2007).
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Figura 4. Se muestra un pequefio ejemplo de cémo los astrocitos se conectan entre ellos, de modo que
formardn una red grande y compleja. Asi mismo se puede observar como los astrocitos entran en

contacto con las células endoteliales de los vasos sanguineos.

Las células endoteliales se encuentran unidas entre si por uniones estrechas y
a su vez, mediante uniones intracelulares, a los pies terminales de los
astrocitos (Ballabh y col., 2004).

Esto hace que la BHE formada sea practicamente impermeable a una gran
cantidad de moléculas, que no pueden acceder directamente al cerebro (con la
excepcion de los érganos circunventriculares) desde el plasma sanguineo, sino
que deben atravesar las células endoteliales por difusién pasiva (moléculas
altamente lipofilicas y de pequefio tamafo) o transporte activo, y a través de los

astrocitos llegar a las neuronas.
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2.1.2. Captacion de nutrientes a través de los capilares sanguineos

La glucosa es captada y convertida en piruvato en una serie de reacciones
enzimaticas. Este, a su vez, gracias a la lactato deshidrogenasa, se convierte
en lactato, que se libera al espacio extracelular donde es captado a su vez por
las neuronas, que lo usaran como sustrato para producir ATP (Frade y col.,

2008).
2.1.3. Participacion en la formacion de sinapsis

Practicamente en la totalidad de las sinapsis que se establecen en el SNC
estan implicados los astrocitos, de modo que se podria hablar de que la funcién
cerebral se lleva a cabo no sélo gracias a las neuronas sino con la implicaciéon
directa de los astrocitos.

Las prolongaciones astrocitarias envuelven las sinapsis permitiendo asi la
regulacion de un micro-entorno sinaptico (Araque y col., 1999; Araque, 2008),
es decir los astrocitos pasan a convertirse en verdaderos elementos
moduladores y que estan a su vez integrados en las propias sinapsis.

Los participacion de los astrocitos en las sinapsis, no sélo se limita a la
eliminacién de neurotransmisores o iones de la hendidura sinaptica sino que
estaria relacionados con la formacion, maduracién y estabilizacion de las
conexiones sinapticas entre neuronas.

Asi mismo se ha descrito que los astrocitos poseen un papel muy importante

en la plasticidad sinaptica, en concreto participan muy activamente en la

29|Pagina



- \(‘ "’“il‘ ;. 7

N A © ., . . .

2 {.ﬁ V*® Efecto de la albimina sobre astrocitos en cultivo procedentes de corteza temporal
2 y S

“’x»‘{.«t s

i de pacientes epilépticos fdrmaco-resistentes

generacion de la potenciacion de larga duracion (o LTP, del inglés Long-Term

Potentiation) (Pereay col., 2009).

2.1.4. Regulacion de la actividad antioxidante cerebral

Los astrocitos presentan una gran concentracion de elementos antioxidantes,
como el glutation, ademas de que pueden proporcionarlos a las neuronas
(Frade y col.,, 2008; Dringen y col., 2002). El glutation es un elemento
importante en la actividad antioxidante celular: actia como un elemento que
elimina las especies reactivas de oxigeno directamente y como un elemento

basico para la sintesis de varias peroxidasas.

2.1.5. Liberacion de citocinas, factores de crecimiento

Los astrocitos sintetizan numerosas moléculas que liberan al medio

extracelular; dichas moléculas tienen naturalezas tan diversas como factores

solubles, factores de crecimiento, citocinas, proteinas de transporte
apolipoproteina E, , etc.

> Factores de crecimiento; son una amplia variedad que incluye el factor

de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento de fibroblastos, el

factor de crecimiento nervioso o el factor neurotréfico ciliar. Estos

influyen en gran cantidad de funciones, como el crecimiento de neuritas,

la formacion de sinapsis o la migracién celular, ya que se liberan en la

zona de union del pie terminal del astrocito que esta en contacto con las

células endoteliales.
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» Citocinas; son moléculas que pueden inducir la activaciéon de la
microglia presente en el cerebro (Vesce y col., 2007) o actuar sobre
neuronas o incluso otros astrocitos, influyendo sobre otras funciones.
Algunos ejemplos de citocinas son las interleucinas (IL-1, IL-4, IL-6) (Lui
y col., 2000; Lynch y col., 2001) el factor de necrosis tumoral y algunos
miembros de la familia de los interferones. En funcién del tipo celular al
que afecten, pueden incrementar la extension de las neuritas, aumentar
el numero de canales de sodio voltaje dependientes en neuronas,
estimular la secrecién del factor de crecimiento nervioso (Gee y Keller,
2005) o incluso actuar sobre la produccion de especies reactivas de

oxigeno (Rothwell y Luheshi, 2000).

2.1.6. Sintesis de proteinas transportadoras

Un claro ejemplo de esta caracteristica es la sintesis de la proteina
transportadora apolipoproteina E. Esta proteina pertenece al grupo de las
lipoproteinas y posee, en el cerebro, un papel esencial en el metabolismo del
colesterol. La ApoE es sintetizada en el cerebro ya que no existe un
intercambio entre la ApoE plasmatica, sintetizada en el higado, con la ApoE
cerebral debido a la existencia de la barrera hematoencefalica (Posse de
Chaves y Narayanaswami, 2008). En el cerebro, la ApoE es sintetizada
principalmente por los astrocitos y microglia (Cedazo-Minguez, 2007).

Parece que la ApoE cerebral juega un papel importante en la redistribucion de
lipidos y colesterol durante los procesos de reparacion de las membranas

plasmaticas, durante la plasticidad sinaptica, mantenimiento de la mielina,
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transporte de lipoproteinas a través del liquido cefaloraquideo (Giray y col.,
2008). Asi mismo, la ApoE parece estar relacionada con la capacidad cognitiva
del individuo y también en procesos de aprendizaje y memoria (Giray y col.,

2008).

2.1.7. Captacion de neurotransmisores liberados durante Ia

transmision sinaptica

El ejemplo mas claro en este sentido es el del glutamato. Este mecanismo de
captura de glutamato mediado por astrocitos es uno de los métodos mas
importantes para evitar la excitotoxicidad mediada por el glutamato que esta
presente en el medio extracelular (Pekny y Nilsson, 2005; Hertz y Zielke, 2004).
En la superficie de la membrana plasmatica existe una multitud de
transportadores de glutamato, lo que los convierte en el principal mecanismo
de recaptacion del glutamato existente en la hendidura sinaptica después de la
transmision sinaptica (Vesce y col., 2007). En concreto, el transportador que se
da en mayor proporcién en los astrocitos es el de glutamato del subtipo 1 (GLT-
1), siendo éste el responsable del aclaramiento del glutamato extracelular

(Daunbolt, 2001).

Este glutamato, una vez en el interior de los astrocitos, es degradado por la
glutamina sintasa, obteniéndose glutamina, la cual podra usarse de dos modos
distintos: siendo almacenada para que mas tarde el propio astrocito sintetice de
nuevo glutamato, o bien dicha glutamina es liberada al espacio extracelular,
donde sera captada por las neuronas, que la utilizaran para sintetizar glutamato

de nuevo gracias a una glutaminasa especifica.
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2.1.8. Recaptacion del potasio desde el medio extracelular

Después de la transmision sinaptica, queda en el medio extracelular una
elevada concentracion de iones potasio; éstos deben retirarse del medio debido
a que pueden provocar despolarizaciones en las neuronas y eventualmente
generar un bloqueo de los potenciales de accion (Daunbolt, 2001; Newman,
1993).
La captura de ese potasio en el espacio extracelular se realiza gracias a una
combinacion de varios elementos:
» Difusion pasiva: seria la entrada de potasio al interior celular
mediada por los transportadores Na*/K* y CI/K".
> Transporte activo: por la activacion de la Na*-K*-ATPasa (Walz,
2000).
Esta capacidad para realizar tamponar el exceso de potasio de forma efectiva
es un proceso muy caracteristico de los astrocitos, ya que la conexidn existente
entre ellos, via uniones comunicantes o gap junctions, hace que pueda existir
un intercambio iénico entre distintos grupos de células dentro de un mismo
campo astrocitario. Incluso los astrocitos pueden liberar el potasio que han
capturado desde el medio extracelular, directamente al torrente sanguineo a
través de los procesos que estan ligados de manera intima a las células

endoteliales (formando la BHE) (Gee y Keller, 2005).
2.1.9. Equilibrio de Ia concentracién de Na* intracelular

Las uniones comunicantes de los astrocitos participan en el intercambio de

iones y pequefias moléculas. Se ha estudiado la influencia del acoplamiento de
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las uniones comunicantes en los astrocitos sobre la concentracion de sodio
intracelular. De hecho cuando estas uniones se encuentran abiertas la
concentracion de Na intracelular es la misma en todos los astrocitos pero si se
bloquen dichas uniones, entonces se producira un cambio en la distribucién de

la concentracion de sodio en todos los astrocitos (Rose y Ransom, 1997).

2.2. IMPORTANCIA DEL Ca** EN ASTROCITOS

Actualmente se sabe que los astrocitos si son células excitables y que su
excitabilidad se basa en variaciones en la concentracion intracelular de Ca**
(Cornell y col., 1990; Cornell y col., 1991; Pasti y col., 1997; Nedergaard y col.,
2003). Estas variaciones en la concentracion de Calcio pueden ocurrir de forma
espontanea e independientes de la actividad neuronal (Parri y Crunelli, 2001;
Parri y col., 2001; Nett y col., 2002) o bien puede desencadenarse por la
actividad neuronal debido a los neurotransmisores liberados desde los
terminales sinapticos (Perea y Araque, 2003).

En astrocitos se han observado dos tipos de actividades dependientes del
Ca?"; i) un incremento en el transiente de Ca?* que queda restringido al
citoplasma astrocitario (Zonta y Carmignoto, 2002; Goldberg y col., 2010), ii) un
incremento en la concentracion de Ca®* intracelular que se propaga a los

astrocitos adyacentes formando lo que se denomina "ondas de Ca®* "

(Dani y
col., 1992; Perea y Araque, 2003; Goldberg y col., 2010). Este ultimo
comportamiento representa un modo muy efectivo de sefalizacion intercelular

en el SNC (Hirase y col., 2004).
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2.2.1. El Ca** como segundo mensajero

El Ca?* es una sefial intracelular muy versatil que puede originar gran cantidad
de respuestas por parte de las células, respuestas tan diversas como la
exocitosis de un neurotransmisor en el sistema nervioso, la contraccién de
musculos o la activacion de la trascripcion génica (Berridge y col., 2003).

La concentracion de Ca®* citosdlica ([Ca®*]c) depende en cada momento de la
cantidad de Ca®" que entra en la célula, principalmente desde el exterior
celular, y de la cantidad del mismo que es retirado por los mecanismos de
extrusion de Ca?* de que dispone la célula, ya sea por el aporte de los
depdsitos intracelulares o por el aporte del exterior celular (Berridge y col.,
2003). Los valores de [Ca®*]c oscilan entre el 100 nM de la célula en reposo y 1
MM cuando la célula esta activada. El tipo de respuesta no esta condicionado
Unicamente por la intensidad del incremento de Ca®" sino que también son
factores importantes la forma de la senal, su duracion y su distribuciéon
temporal. No generan iguales respuestas una sefal con una duracion de
microsegundos que una sefial que dura minutos u horas.

La sefial intracelular de Ca®** es por tanto un potente estimulo para las células
y al estar implicado en gran cantidad de procesos tan distintos entre si, ha de
estar también finamente regulado con el fin de no provocar efectos indeseados.
Dentro de los procesos en los que puede estar implicado un incremento en la
concentracion del Ca®* encontramos desde una activacion de proteinas
quinasas, como la proteina quinasa C, que pueden provocar modificaciones a
través de la fosforilacion de canales idnicos, proteinas del citoesqueleto o

enzimas (Carmignoto, 2000). Ademas este incremento en la concentracion de
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Ca®" puede tener como efecto el que aparezca un cambio en la expresion
génica (Bagaglio y col., 1993; Carmignoto, 2000). Para que se mantengan los
niveles del Ca®* en los margenes considerados como fisioldgicos, es decir para
mantener la homeostasia del Ca®*, la célula dispone de una compleja

maquinaria (Berridge y col., 2003).

2.2.2. Mecanismos de entrada de calcio en astrocitos

El incremento de la concentracion de Ca®* en el citosol celular, puede
producirse a través de dos vias; i) la membrana plasmatica (Ca®* extracelular)
o ii) desde los depdsitos intracelulares.
La entrada de Ca?* desde el exterior se produce a favor de gradiente
electroquimico a través de la activacion de distintos tipos de canales o
receptores de membrana.
i) Incremento de la concentracion de Ca?* debido a la entrada de este i6n
desde el espacio extracelular, puede ser a través de:
> Canales de Ca®* voltaje dependientes
» Canales de Ca®* operados por ligando
» Receptores acoplados a proteina G, cuya activacion provocara un
incremento en la sintesis de IP3 (Carmignoto, 2000; Perea y Araque,

2003).

i) incremento de la concentracion de Ca?* debido a la liberacién de este

ion desde los depdsitos intracelulares

36|Pagina



oty

¥ o

7 -3 O
Oy, T 3

A
>4 . A
3 \ < P . .
{E V*® Efecto de la albimina sobre astrocitos en cultivo procedentes de corteza temporal
<) V=
N

de pacientes epilépticos fdrmaco-resistentes

2.2.2.1. Canales de Ca** voltaje-dependientes

Los canales de Ca?' voltaje-dependientes son una familia de complejos
proteicos que se encuentran en las membranas de células. Estan formados por
una subunidad a1 y por otras subunidades auxiliares o reguladoras de la
actividad del canal, llamadas a2/6, B y y (Curtis y Catterall, 1984; Garcia y col.,

2006).

La subunidad a1 es la encargada de formar el poro i6nico a través del cual
pasa el ion calcio, asi como el lugar de unién de los diferentes farmacos
agonistas y antagonistas conocidos. El resto de subunidades que forman el
canal (a2/9, B, y) son subunidades auxiliares y/o reguladoras de la actividad del
canal (Curtis y Catterall, 1984; Garcia y col., 2000).

Aunque en un primer momento la presencia de este tipo de canales en los
astrocitos producia gran controversia, hoy dia esta ampliamente aceptado
(Burgos y col., 2007). Estos canales fueron descritos por vez primera en
cultivos primarios de astrocitos, siendo identificados mediante técnicas de
electrofisiologia dos subtipos de canales de Ca®" operados por voltaje, el
subtipo L y el subtipo T (Verkhartsky y col., 1990; Carmignoto, 2000; Burgos y

col., 2007).
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Figura 5. Estructura tipica de un canal de calcio operado por voltaje

2.2.2.2. Canales de Ca** operados por ligando

En los astrocitos se expresan al menos dos tipos de estos canales:

» Receptores de glutamato; divididos a su vez en receptores tipo AMPA

(Carmignoto, 2000; Perea y Araque, 2003) y tipo NMDA (Araque vy col.,
1998; Perea y Araque, 2003). La accion del primero se realiza mediante
una entrada de Na® al interior del astrocito de modo que bloquea las
corrientes de K*, mientras que el segundo tipo permita la entrada directa
de Ca”".

> Receptores purinérgicos del tipo P2x, que estdn asociados a

receptores catidnicos inespecificos (Carmignoto, 2000).
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Glutamato

Calcio

ASTROCITO

Figura 6. Canales de calcio operado por ligando.

2.2.2.3. Receptores acoplados a segundos mensajeros

Los astrocitos expresan en su membrana gran variedad de receptores
metabotropicos para diferentes neurotransmisores, como por ejemplo
glutamato o ATP. Estos neurotransmisores actuan a través de la activacién de
proteinas G, que a su vez activaran a la fosfolipasa C lo que provocara la
produccion de segundos mensajes, en este caso IPs;. (Carmignoto, 2000;

Burgos y col., 2007)
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Figura 7. Canales de calcio acoplados a proteina G, produccién de segundos mensajeros como el IP3.

IP;

2.2.2.4. Liberacién de Ca** desde los depdsitos intracelulares

El incremento de la concentracion de Ca?* debido a la liberacién de este i6n
desde los depdsitos intracelulares, el principal depdsito intracelular de Ca** en
astrocitos es el reticulo endoplasmico (Beck y col., 2004) aunque también
actuan como de este modo el nucleo y la mitocondria (Carmignoto, 2000). En
este punto se debe destacar que el comportamiento de los astrocitos difiere del
comportamiento del resto de células, puesto que como norma general la
liberacion de Ca** desde estos depdsitos intracelulares estd mediada por dos
tipos de receptores; i) receptores de IP3 y ii) receptores de rianodina.
En el caso de los astrocitos, los receptores de rianodina no son funcionales o
se encuentran en un numero tan pequefo que no representan un mecanismo

importante en la salida de Ca?* desde el RE (Beck y col., 2004; Perea y col.,

2009).
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Calbindina

Figura 8. Representacion esquemdtica de los mecanismos de extrusién de Ca?* del que disponen los
astrocito. PMCA= Ca?*-ATPasa de la membrana plasmdtica, NCX= intercambiador Na*/Ca?*, SERCA=

Ca?+-ATPasa de la membrana del reticulo endopldsmico, RE= reticulo endoplasmico.

Sin embargo los receptores de IP; tiene un papel muy importante en la salida
de Ca®* desde el RE. Ademas en importante destacar que los

canales formados por este tipo de receptores, son muy sensible a la
concentracion de calcio de modo que pueden producirse un incremento en la
liberacion de calcio en presencia de Ca**, cuya liberacién ha sido mediada por
la presencia de IP;. Este mecanismo se conoce como liberaciéon de Calcio
inducida por Calcio (o CICR, del inglés, Calcium Induce Calcium Release)

dependiente de IP; (De Pitta y col., 2009).
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2.2.3. Mecanismos de extrusién del Ca**

Para disipar los aumentos de la [Ca?']c la célula dispone de diversos
mecanismos, entre los cuales estan:
> Proteinas tamponadoras de Ca®*; en el citosol, la célula dispone de
proteinas secuestradoras de Ca®* como la calbindina-D28K (Berridge y
col., 2003).
> Las proteinas de la membrana plasmatica son la Ca?* -ATPasa (PMCA)
y los intercambiadores Na*/Ca?* (NCX) y Ca?* /H* (Guerini y col., 2005).
> En el reticulo endoplasmico se encuentra la Ca®’-ATPasa de la
membrana del reticulo endoplasmico (SERCA, del inglés

Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase).

2.3. ASTROCITOS Y SU PAPEL EN EL PROCESAMIENTO DE

INFORMACION

Hasta hace muy pocos afos se pensaba que los astrocitos eran células de
soporte en el sistema nervioso, cuyas funciones principales eran estructurales y
troficas, aunque ya Ramén y Cajal habia advertido de que tal visién seria un
obstaculo para entender el papel de la neuroglia (Ramén y Cajal, 1913). Esta
vision tiene como principal caracteristica el hecho de que los astrocitos se
consideran células no excitables, a pesar de poseer canales idnicos en su

membrana plasmatica (Barres, 1991). De hecho, la posible participacion de los
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astrocitos en un proceso de excitacién neuronal no sinaptico fue propuesta por
Konnerth y colaboradores en 1986, aunque hasta 2005 no se obtuvieron
resultados que mostraban una excitacion neuronal evocada por la actividad
astrocitaria (Tian y col., 2005).

En la actualidad se considera que los astrocitos pueden responder a distintos
estimulos, como puede ser el aumento de concentracion extracelular de
potasio o glutamato, produciéndose como respuesta a éstos una variacion de la
concentracion intracelular de calcio (Cornell-Bell y Finkbeiner, 1991). Por tanto
puede decirse que si poseen una forma de excitabilidad, pero esta basada en
variaciones de la concentracién citosdlica del i6n Ca?*, en lugar de
estructurarse en cambios eléctricos en la membrana plasmatica (Perea y col.,
2005; Cornell-Bell y col., 1990). El aumento en la concentracién de calcio
presente en el citosol activa un proceso de exocitosis calcio dependiente
(complejo SNAP-SNARE), que concluira con la liberacion de gliotransmisores
como glutamanto, ATP, D-serina, taurina y aspartato (Wetherington y col.,
2008; Halassa y col., 2007) al espacio peri-sinaptico. Esta accion modulara la
actividad neuronal y la transmision sinaptica (Tian y col., 2005; Volterra y col.,
2005; Fellin y col., 2005). Esta intima asociacidén entre neuronas y astrocitos
llevo a acunar el término de sinapsis tripartita (Araque y col., 1999), momento
en el cual comenzo6 a cambiar radicalmente la imagen que se tenia acerca de la
interaccidn entre astrocitos y neuronas (Araque y col., 2001).

Aunando los conocimientos actuales sobre los astrocitos, en la actualidad se
considera que los astrocitos son elementos fundamentales en el procesamiento
de informacién (Perea y Araque, 2003; Herrera-Peco y col., 2008; Sofroniew y

Vinters, 2010)
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Por la implicacidon en la epilepsia, nos centraremos especialmente en el papel
del glutamato. Numerosos autores han demostrado que en cultivos puros de
astrocitos se observa liberacion de glutamato (Bezzi y col., 1998; Chen vy col.,
2006).

La teoria mas extendida acerca del mecanismo que media dicha liberacién es
la de la exocitosis dependiente de Ca?* de las vesiculas que contienen
glutamato. El acercamiento de dichas vesiculas a la membrana plasmatica y su
posterior liberacion estard mediado, entre otras proteinas, por el complejo
formado por las proteinas SNAP-SNARE, liberandose el contenido de las
vesiculas al espacio sinaptico (Tian y col., 2005; Volterra y Meldolesi, 2005 ;
Fellin y Haydon, 2005). La liberaciéon de glutamato presenta acciones
moduladoras presinapticas al actuar sobre los receptores metabotropicos de
glutamato o sobre los receptores de cainato (Halassa y col., 2007; Fiacco y
McCarthy, 2004).

El glutamato liberado por los astrocitos provoca en las neuronas las
denominadas "corrientes lentas de entrada" (slow inward currents), que
representan un importante mecanismo de sincronizaciéon neuronal (Carmignoto
y col., 2006). Dicha sincronizacion so6lo se da en distancias cortas, de
aproximadamente 100 um (Wetherington y col., 2008; Angulo y col., 2004; Tian
y col.,, 2005), lo que probablemente incluya entre dos y cuatro neuronas
adyacentes. Aunque no esté muy clara su relacion con la epilepsia, es

indudable el interés de este efecto sobre la micro-sincronizacion.
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Neurona presinaptica

Astrocito

Glutamato

Neurona postsinaptica

Figura 9. Representacién esquemdtica de una sinapsis tripartita. Se puede observar como el
glutamato entra a los astrocitos a través de transportador de glutamato GLT-1 y este glutamato serd
almacenado en vesisculas. Asi mismo la unién de glutamato a receptores metabotrépicos produce IP3y
éste lubera Ca?* desde el RE, este Ca?* mediard mediante el sistema SNAP-SNARE la aproximacién de
la vesiculas con glutamato a la membrana plasmdtica. Finalmente se producird una liberacién de
glutamato, desde el astrocito, a la hendidura sindptica y una vez alli si es recaptado por la neurona
presindptica se producird el fenémeno de las corrientes lentas de entrada, que representa un

mecanismo importante de sincronizacién neuronal.

2.4. ASTROCITOS Y SU RELACION CON ENFERMEDADES
DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Cada vez son mas los investigadores que coinciden en que el papel

desempenado por los astrocitos en el control y mantenimiento del sistema
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Pie astrocitario
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Pie astrocitario

Figura 10. Representacion esquemdtica de los elementos celulares que forman la barrera

hematoencefilica.

nervioso central es muy importante. Los astrocitos son unas 50 veces mas
numerosos que las neuronas y en condiciones normales intervienen en una
multitud de tareas, como pueden ser la coordinacibn de una correcta
transmision nerviosa (Araque y col., 2001), control del aporte de nutrientes a
las neuronas vy oligodendrocitos, produccibn de sustancias pro o
antiinflamatorias (Sofroniew & Vinters, 2010) o reduccion de la excitotoxicidad
(Wetherington y col.,, 2008; Pekny & Nilsson, 2005), entre otras muchas
funciones. El que intervengan de forma tan importante en estos procesos hace

de ellos piezas clave en el correcto funcionamiento del sistema nervioso vy
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cualquier cambio que haga anémalo su funcionamiento provocara alteraciones
que pueden relacionarse con enfermedades del sistema nervioso central.

En esta linea se han descrito alteraciones en los astrocitos relacionadas con
determinadas enfermedades del SNC, tales como esclerosis lateral amiotrofica
(ELA) (Lepore y col., 2008; Jean-Pierre, 2007), esclerosis multiple y
enfermedades autoinmunes (Sofroniew, 2009), la enfermedad de Alzheimer
(Sofroniew y Vinters, 2010; Nagele, 2004; Wyss-Coray y col., 2003; Veerhuis y
col., 1998), la enfermedad de Parkinson (Mirza y col., 2000; Vermeulen y col.,
1994), la enfermedad de Huntington (Sofroniew & Vinters, 2010) y por supuesto
también existen evidencia de que estan involucrados en la epilepsia (Sofroniew
y Vinters, 2010; Wetherington y col., 2008; Seiffert y col., 2006; Eid y col.,

2005).

3. BARRERA HEMATOENCEFALICA

La BHE es una barrera para la libre difusién de iones y moléculas organicas
hacia el tejido cerebral desde el plasma sanguineo, siendo esta estructura
esencial para el normal funcionamiento del SNC (Ballabh y col., 2004; Pascual-
Garvi y col., 2004). Es importante destacar que en ciertas areas del cerebro,

los 6rganos circumventriculares (area postrema, eminecia media, neuro-
hipdfisis, glandula pineal, 6rgano sub-fornical y la lamina terminal), no
presentan esta BHE constituyéndose como lugares especificos donde se

producen intercambios entre el cerebro y el exterior (Weiss y col., 2009).
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La BHE esta constituida por células endoteliales, que constituyen los vasos
sanguineos cerebrales y los astrocitos, en concreto la estructura denominada
pie astrocitario (Herrera-Peco y col., 2008). Estos elementos presentan una
permeabilidad muy restringida del endotelio vascular del SNC al paso de
solutos plasmaticos, de modo que, excepto el agua, el oxigeno y el didéxido de
carbono y determinadas moléculas liposolubles con tamafios entre 400 y 600
Daltons de peso molecular. Las moléculas organicas no pueden atravesar
libremente dicho endotelio, sino que deben hacerlo a través de sistemas de

transporte especificos (Pascual-Garvi y col., 2004).

Existe una intima relacién entre algunos trastornos neurolégicos y alteraciones
en la barrera hemato-encefalica (BHE) o inclusive microfisuras en la BHE, que
permitiran el paso de sustancias el tejido cerebral. En concreto la albumina
podra acceder al espacio extracelular cerebral y entrar en contacto, entre otras
células, con los astrocitos.

Algunos de los trastornos neuroldgicos en los que se han descrito alteraciones
en la BHE son; la migraia, esclerosis multiple, sindrome de post-contusién asi
como en la epilepsia (Carmignoto y col., 2006; Angulo y col., 2004; Oby vy

Janigro, 2006).

4. ALBUMINA

La albumina es la proteina mas abundante del plasma y es producida

exclusivamente por el higado. En el organismo hay aproximadamente 500 g de
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albumina, con una produccién diaria de 15 g, que puede aumentar al doble
cuando hay pérdidas y el higado funciona normalmente. La vida media de la
albumina es de 20 dias.

La albumina tiene un peso molecular de 66.200 kDa y un pH de 8
aproximadamente, es la proteina mas abundante de la sangre y constituye
entre el 50-60% de las proteinas plasmaticas. Su concentracion en plasma esta
entre 35-50 mg/dl (Peters, 1996). Esta proteina esta virtualmente ausente del
medio extracelular cerebral, donde su concentracién es de 35-50 ug/ml dado
que su elevado peso molecular impide el paso a través de la BHE (Nadal y col.,
2001).

De entre todas las funciones que realiza la albumina, se pueden destacar las

siguientes:

» Mantenimiento y regulacién de la presion oncética, necesaria para la
correcta distribucion de los fluidos corporales entre los vasos
sanguineos y los tejidos.

» Transporte de acidos grasos, hormonas tiroideas, bilirubina no
conjugada e incluso farmacos.

> Se une a cationes, como; Ca®*, Na*y K.

» Interviene en el tamponanimiento del pH

En condiciones fisioldgicas, la albumina existente en la sangre no esta presente
en el espacio extracelular del cerebro en concentraciones significativas y los
astrocitos, por tanto, no tienen contacto con ella. Sin embargo, esta situacion

puede darse si existe algun tipo de debilitamiento en la BHE.
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Figura 11. Estructura tridimensional de la albimina sérica humana. Estd constituida por 585
aminiodcidos y contiene seis dcidos palmiticos, presenta una gran afinidad por pequeiias moléculas

hidrofébicas cargadas negativamente.

Recientemente se ha descrito que estas alteraciones de la permeabilidad
permitirian el paso de proteinas plasmaticas, como la albumina, que podria ser
captada por los astrocitos existentes en las zonas proximas a estas fisuras
(Ivens y col., 2007). Se han descrito numerosos efectos de la albumina sérica
sobre los astrocitos en cultivos procedentes de especies murinas. Entre otros,
se han observado oscilaciones de calcio en el citosol de los astrocitos, que dan
lugar a una induccién de sintesis de ADN (Nadal y col., 1997), regulacién de la
actividad de la piruvato deshidrogenasa (Tabernero y col., 1997) e induccion de

la formacion de fibras de estrés de actina (Moser y Humpel, 2007).
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En cuanto al modo en que la albumina puede afectar a los astrocitos,
encontramos varias hipotesis. Recientemente se ha mostrado que la albumina
sérica, tras unirse a los receptores de membrana del tipo TGF-B, se introduce
en la célula (lvens y col., 2007). Una vez dentro, se traslada al nucleo, donde
daria lugar a modificaciones en la expresidén génica. Esta regulacion puede
aumentar el numero de receptores del tipo TGF-B, disminuir la expresion de
canales de K" rectificadores de entrada (inward rectifier) del subtipo Kir 4,
disminuir a la baja la expresion del canal de agua del tipo aquaporina 4 (AQP4)
(Eid y col., 2005) o estimular la proliferacion celular (Herrera-Peco y col., 2008).
Por otro lado, trabajando en cultivo de astrocitos de rata se demostré que la
albumina actua de forma directa sobre receptores situados en la membrana
plasmatica de los astrocitos. El grupo de Bento-Abreu y colaboradores en 2008,
describieron que la megalina actua de receptor para la albumina. Una vez que
la albumina se une a la megalina se media una internalizacién de la albumina
pudiendo inducir sintesis de ADN (Bento-Abreu y col., 2008).

Esta union de la albumina a estos receptores induce la liberacion de calcio
desde el reticulo endoplasmico via IPs, este incremento en la [Ca®*']c es

responsable del incremento en la expresién de, por ejemplo, factores tréficos.

5. PAPEL DE LOS ASTROCITOS EN LA
EPILEPTOGENESIS

Recientemente se han publicado diversos trabajos que apuntan a la

participacion de la albumina en la epileptogénesis. Aunque tradicionalmente no
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se le ha asignado una funcion de sefalizacion, algunos autores ya han descrito
que la albumina sérica, es decir, aquella obtenida después de un proceso de
coagulacion, es capaz de desencadenar oscilaciones de la concentracién del
calcio citosdlico ([Ca?']c) en oocitos de Xenopus (Tigyi y col., 1991), células
PC12 (Tigyi y col., 1992) o en fibroblastos (Nadal y col., 1995), mientras que la
albumina plasmatica (Alb-p), la forma obtenida de sangre sin coagular, induce
cambios en la [Ca®]. y sintesis de ADN en astrocitos (Nadal y col., 1995; Nadal
y col., 1997). Para que la albumina penetre en el cerebro y entre en contacto
con los astrocitos, la BHE debera verse comprometida ya sea por traumatismo,
isquemia o infeccién (lvens y col., 2007; Tomkins y col., 2007). Cuando esto
ocurre la albumina es capaz de generar movilizaciones de Ca?* en el citosol
(Nadal y col., 1997; Nadal y col., 2001) o bien puede internalizarse a través de
los receptores del factor de crecimiento transformante del subtipo B (TGF-B) o
de la megalina (lvens y col., 2007; Bento-Abreu, 2008).

Los cambios, mediados por la albumina, sobre la expresién génica pueden ser
los responsables de la regulacion a la baja en la expresion de los canales de K*
de tipo Kir4 (lvens y col., 2007), la disminucion a la baja de canales de agua del
tipo AQP4 (Eid y col.,, 2005) y la alteracién en la expresién de los
transportadores de glutamato, aunque en este punto hay diferencias entre
distintos autores. Mientras que algunos han percibido un aumento en la
expresion de los transportadores de glutamato del tipo GLT-1, GLT-2 y GLT-3
(Proper y col.,, 2002), otros no han hallado diferencias significativas con
respecto a astrocitos normales (Tessler y col.,, 1999). La disminucion y la
redistribucién de los canales del tipo AQP4 hace que el flujo de agua se

modifique, lo que a su vez altera el taponamiento del K* (Wetherington y col.,
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2008). Ademas, la disminucion de los canales de K’ del tipo Kir4 puede
provocar una disminucion en las corrientes Kir (conductancia de entrada
rectificada de K'), dando lugar al aumento andémalo del K extracelular y
provocando una plasticidad anormal de los receptores de glutamato del subtipo
NMDA (lvens y col., 2007). Como resultado de este conjunto de procesos
puede aparecer un fendmeno de la hiperexcitabilidad neuronal, que podria
cronificarse y ser el sustrato primario para la aparicion de epilepsia focal

(Crippa y col., 2006).
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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La epilepsia farmaco-resistente afecta a 20-30% de los pacientes
epilépticos (Picot y col.,, 2008) y provoca una enorme carga tanto para el
paciente como para su familia: el 44% de los pacientes no trabajan a causa de
su enfermedad y el 37.5% de las familias ven afectada de forma considerable
su economia necesitando en un 32.9% un cuidador. En cuanto a impacto
socioeconémico, la epilepsia supone enormes costes para el sistema sanitario
publico y para el propio afectado y su familia. EI coste medio anual de los
recursos sociosanitarios dedicados a cada paciente ademas de los asociados a

la productividad laboral es de 6.935 € (visitas al médico, hospitalizacion,

medicacion, etc.). Aparte de los aspectos sociecondémicos,

la epilepsia

farmaco-resistente estad asociada con incremento en la tasa de muerte subita
en estos pacientes. Todos estos datos muestran que un conocimiento mas
profundo sobre la enfermedad y los mecanismos celulares involucrados
revertirian potencialmente no sélo en el diagndstico, opcidon terapéutica y
calidad de vida de estos pacientes sino que tendrian un extraordinario impacto
econdémico. En muchos de estos pacientes, la opcidn terapéutica mas
aconsejable es la extirpacion quirurgica del foco epileptégeno, consiguiéndose
entre un 70 y 90% de resultados satisfactorios (Sola y col., 2005; Pastor y col.,
2005). Por tanto, el estudio del tejido extirpado en estos pacientes representa
una oportunidad
mecanismos implicados

inigualable de profundizar en el conocimiento de los

Aunque bien es cierto que, aun hoy dia el conocimiento de los

mecanismos implicados en la epileptogénesis no son bien conocidos, se sabe

sin embargo que la rotura de la barrera hematoencefalica esta asociada a la
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aparicion de epilepsia focal (Herman, 2002; Oby y Janigro, 2006; van Vliet y
col., 2007). En concreto la extravasacion de albumina desde el torrente
sanguineo por la rotura de la BHE, asi como el efecto que dicha albumina tiene
sobre los astrocitos, hacen que sea interesante estudiar qué mecanismos
hacen que la albumina tenga ese efecto sobre los astrocitos. Células con una
caracteristica muy importante, que no es otra que la de haber sido obtenidos de
tejido cerebral resecado de pacientes epilépticos sometidos a cirugia,
representando un recurso muy valioso para el estudio de los mecanismos

relacionados con la aparicién de la epilepsia focal humana.

El presente trabajo tiene por objetivo principal estudiar el efecto de la
albumina sérica sobre los astrocitos procedentes de piezas quirurgicas
resecadas de la corteza temporal de pacientes epilépticos sometidos a cirugia.
Para ellos nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Caracterizacion de los cultivos primarios de astrocitos
procedentes de corteza temporal de pacientes epilépticos
sometidos a cirugia.

2. Estudio de la modificacion, mediada por la aplicacion de albumina,
en la homeostasis del Ca®* en astrocitos en cultivo.

2.1. Efecto del la albimina sobre el transiente de Ca®* en
el citoplasma de los astrocitos.

2.2. Estudio de la salida del Ca?* desde los distintos
reservorios intracelulares.

2.3. Efecto de la albumina sobre la propagacion de las

ondas de Ca?" entre astrocitos.
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3. Estudio del efecto mediado por la aplicaciéon a largo plazo de

albumina sérica, sobre la sintesis de ADN en los astrocitos en

cultivo.
3.1. Estudio de Ilos posibles mecanismos de

internalizacién de la albumina sérica y su relacion con la

sintesis de ADN en astrocitos en cultivo.
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lll. MATERIAL Y METODOS
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1. PACIENTES

Las piezas de tejido humano resecadas durante la intervencion quirdrgica
fueron obtenidas de 20 pacientes (11 mujeres y 9 hombres), a los que se les
diagnosticé epilepsia intratable del l6bulo temporal. La edad media de los
pacientes era de 33.8+3,44 afos para hombres y 36.2+2,4 afios para mujeres,
con un historial de epilepsia de 24.4+51 afos y 24,2+4.32 afos
respectivamente (ver tabla I).
Estos pacientes fueron estudiados segun el protocolo habitual de la Unidad de
Cirugia de la Epilepsia (UCE) del Hospital Universitario de La Princesa (Sola y
col., 2005; Pastor y col., 2005) y fueron evaluados usando las siguiente
pruebas prequirurgicas:
» EEG de superficie (“scalp”) de 19 canales siguiendo el sistema
internacional 10-20 (Pastor y col., 2008; Herrera-Peco y col.,
2010).
» Tomografia simple por emisién de foton unico (SPECT) interictal,
usando *™Tc-HmPAO (Pastor y col., 2008; Herrera-Peco y col.,
2010)..
» Resonancia magnética de 1.5 Teslas (Pastor y col.,, 2008;

Herrera-Peco y col., 2010).
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Paciente Sexo | Edad (anos) (afios) Crisis SPECT RM v-EEG Cirugia/ Engel
. . . Hemangioma .

1 v 24 23 Parcial compleja| Izq-T mesial lateral Dch Dch-T mesial Dch RTMA/
2 vV 43 40 Parcial compleja| Izq-T mesial EMIzq Izg-T mesial lzqRTMA
3 M 35 33 Parcial complejal lzq-T mesial EMIzq lzq-T mesial lzqRTMA/
4 v 25 9 Parcial simple | Izq-T mesial EMIzq lzq-T mesial lzqRTMA/

Secund. . .
5 vV 2 5 General Izg-T mesial Normal Izg-T mesial lzqRTMA
6 vV 38 37 Parcial compleja| Izq-T mesial Normal lzg-T mesial lzqRTMA/
7 M 27 19 Parcial oompleja| lzq-F-P Normal lzq-T mesial lzqRTMA/

. . Bi-T .
T (I

8 vV 30 1 Parcial oomplep‘ (lzpDch) EMizq Bi-T (I>D} lzqRTMAIIV
9 M 48 7 Parcial oompleja| Izg-T mesial EMizq Dch-T mesial lzqRTMA
10 M 36 35 Parcial oompleja| Deh-T mesial EMIzq Izg-T mesial Dech RTMA/
1" M 32 3 Parcial oompleja| Dch-T mesial Normal Izq-T mesial lzqRTMA/
12 M 30 2 Parcial oompleja| Izg-T mesial Normal Izg-T mesial Dch RTMA/
13 M 52 49 Parcial oompleja| Izg-T mesial Normal lzg-T mesial lzqRTMA/
14 v L) 40 Parcial complejal lzq-T mesial Normal Izq-T mesial Deh RTMA/I
15 M 37 6 Secund. | Tmesial|  Nomal | Deh-Tmesia Deh RTMAN

General.
16 M 30 10 Parcial compleja| Izq-T mesial Normal Izg-T mesial lzqRTMA
17 v 34 26 Parcial complejal lzq-T mesial Normal lzq-T mesial lzqRTMA/
18 vV 28 27 Parcial compleja| Izq-T mesial Normal Dch-T mesial Dch RTMA/

Secund. . .
19 M 4 40 General. Izg-T mesial EMizq Izg-T mesial lzqRTMA
20 M 30 15 Parcial simple | lzq-T mesial Normal lzg-T mesial lzqRTMA/

Tabla 1. Datos clinicos y epidemioldgicos de la muestra de pacientes estudiados. Donde vemos que,
Dch: derecho; EM: esclerosis mesial; F: l6bulo frontal; 1zq: izquierdo; T: l6bulo temporal; Bi-T: Bi-
temporal; P: I6bulo parietal; RTMA: Reseccién Temporal Mesial Anterior. El grado Engel
proporcionado para cada paciente se obtiene de un seguimiento igual o superior a un afio. Su valor va
de I a 1V, donde los pacientes con grado I se encuentran prdcticamente libres de crisis y con grado IV

pueden llegar a padecer varias crisis diarias.
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> Videoelectroencefalografia (video-EEG) de 19 canales en scalp
siguiendo el sistema internacional 10-20, complementado con
electrodos de foramen oval (EFO) (Wieser y col., 2001; Herrera-

Peco y col., 2011)

Ademas de estas pruebas prequirargicas se realiz6 una evaluacion
neuropsicolégica de cada paciente que fue llevada a cado por el servicio de
Psiquiatria del Hospital Universitario de La Princesa. Las operaciones de
lobectomia fueron realizadas por el Dr. Garcia de Sola (Hospital de La
Princesa).

La region epileptdgena incluye la zona irritativa, que se definié segun la
clasificacion de Luders de 1993 como el area en la cual aparecian las
descargas epileptdégenas interictales y podia incluir o no la zona de inicio ictal.
A la hora de identificar esta regidn epileptdgena se definié en primer lugar de
forma prequirurgica de acuerdo con la region donde aparecieron las crisis
segun el v-EEG + EFO. Ya de forma intraoperatoria, la localizacién especifica
de las regiones que presentaban actividad irritativa fue realizada por un
especialista en neurofisiologia clinica, los registros fueron obtenidos de forma
intraoperatoria mediante la colocacion de una manta de 20 electrodos,
subdurales, sobre la superficie del I6bulo temporal (ver figura 12). La manta de
electrodos es colocada sobre la corteza temporal lateral, con el borde paralelo
a la fisura de Silvio y cubriendo el giro T1-T3. La orientaciéon de la manta de
electrodos, ya sea paralela o perpendicular al eje antero-posterior del I6bulo

temporal, sera diferente entre los distintos pacientes debido a las necesidades
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Figura 12. Registro electrocortigrdfico (ECoG) durante una de las resecciones: A) Localizacién de una
manta de 20 electrodos sobre la regién temporal lateral. La flecha muestra el conductor de la tira de
cuatro electrodos situada en la region mesial; B) Actividad bioeléctrica registrada que muestra la

presencia de grandes puntas en la region lateral (1-20) y de puntas-onda en la region mesial (1-4).

de la cirugia (el tamano de la craneotomia, localizacién de vasos sanguineos,
etc.). Segun el registro ECoG se definen en la regiéon temporal lateral dos
regiones funcionalmente diferentes para la obtencion de cultivo: zonas con
actividad irritativa (denominadas spk, por spiking), denotada por la presencia
significativa de puntas, ondas agudas, polipuntas o cualquier combinacion de
ellas (> 5 elementos/minuto) y zonas sin actividad patoldgica significativa, que
podemos considerar como “normal” caracterizadas por la ausencia de

grafoelementos

irritativos o lesivos (actividad delta/theta) que denominamos no-spk (por non-

spiking).

62|Pagina



Efecto de la albumina sobre astrocitos en cultivo procedentes de corteza temporal de pacientes

epilépticos farmaco-resistentes

Todos los protocolos usados en este estudio fueron aprobados por el comité

ético para la investigacién con seres humanos del Hospital Universitario de La

Princesa, y el consentimiento informado fue presentado y firmado por todos los

pacientes.

2.CULTIVOS CELULARES

Los experimentos que aparecen reflejados en el presente trabajo han sido
realizados en astrocitos humanos obtenidos mediante la realizacién de un
cultivo primario, usando el protocolo descrito por Vreugdenhil y colaboradores
de 2004 con algunas modificaciones.

Se obtuvo una pieza de tejido cerebral procedentes del giro temporal medial,
de unos 3 gramos de peso (figura 13), ésta pieza quirurgica fue introducida en
una solucion de disociacién previamente oxigenada, cuya composicion en mM
es; 120 NaCl, 10 HEPES, KCI 5, CaCl2 1, MgCl; 2 y D-glucosa 25, con un pH
7. La pieza de tejido es cortada en pequefios trozos y después se introducen
en una solucion con estéril, a 4°C, por filtracion que contiene tripsina XI (1
mg/ml). Tras el disociado enzimatico de 1 hora de duraciéon a una temperatura
de 32°C, se realizara el disociado mecanico del tejido. Este se realiza usando
pipetas Pasteur de vidrio de distintos diametros en medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) con 25 mM de HEPES y 25 mM de D-

glucosa (Cano-Abad y col., 2011).
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Figura 13. En esta figura puede observarse un ejemplo tipo de la pieza quirtrgica extraida, en
concreto se obtienen dos piezas correspondientes a dos zonas diferenciadas. Para la este proceso
de diferenciacion de zonas se utiliza la electrocorticografia (ECoG) que consiste en el registro de la
actividad bioeléctrica de la corteza cerebral mediante mantas de electrodos situadas directamente
sobre la misma. El objetivo de esta técnica es el de obtener una identificacion de las regiones
irritativas que deben ser resecadas. La presencia de estas regiones se indica por la existencia de
puntas epileptégenas, como las indicadas en la region punteada (denominada spk). En el mismo
registro se pueden observar areas con caracteristicas bioeléctricas dentro de la normalidad (area
de linea continua denominada no-spk) estas regiones marcan la region que debe ser resecada (linea
continua roja) La identificacion de ambas regiones funcionalmente distintas dentro de la pieza

resecada permite la seleccion del tejido que se va a cultivar con una gran certeza.

La suspension celular es centrifugada y el pellet sera re-suspendido en medio
de cultivo Neurobasal A (complementado con L-Glutamina 0.5 mM,
estreptomicina/penicilina 5 yg/ml, 10% de HS). Las células son sembradas en
botellas de cultivo (Nunc), e incubadas a 37°C en una atmésfera humidificada

con un 95% de Oz y 5% de CO,. Pasadas 6 horas se afiade medio de cultivo a
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una temperatura de 4°C, para eliminar las neuronas. Pasadas 12 horas, se
procede a realizar una agitacion suave de la botella de cultivo para eliminar la

mayor cantidad posible de microglia y oligodendrocitos, se retirara la mitad del
medio de cultivo, cambiandolo por medio fresco. Las células son cultivadas
aproximadamente 3-4 semanas, en ese momento son levantadas usando
0,25%/volumen de tripsina y EDTA (1mM), los astrocitos se resuspenden en
medio de cultivo fresco. Las células utilizadas en los experimentos del presente
trabajo fueron sembradas en placas de 24 pocillos, con una densidad de 10*
células por cubreobjetos de 13 mm recubiertos de poli-L-lisina. EI medio de

cultivo fue reemplazado 2 veces a la semana.

3. MEDIDAS DE LA CONCENTRACION DE Ca**

Para la realizacién las medidas de la concentracion de Ca®* en el interior
celular, se procedia a realizar los diferentes procesos; i) carga con la sonda
fluorescente Fura2-AM vy ii) utilizacién de constructos de pericam dirigidos a la

mitocondria y al nucleo.

Las sondas fluorescentes son detectadas con la ayuda del microscopio de
fluorescencia. Este microscopio es similar al microscopio convencional, a
excepcion de que la luz incidente que procede de una potente fuente atraviesa
un primer filtro que selecciona la longitud de onda capaz de excitar al

fluorocromo, antes de incidir sobre la muestra. La luz emitida por la muestra
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atraviesa un segundo filtro que selecciona la longitud de onda de emision del
fluorocromo.

Encontramos varios elementos que son basicos en un microscopio de
fluorescencia;

I. Filtro de excitacién, deja pasar la luz de la longitud de onda incidente.

ii. Espejo dicroico, que posee la capacidad de reflejar o dejar pasar la luz
de determinadas longitudes de onda.

iii. Filtro de emisién, selecciona la luz de longitud de onda fluorescente.

En estos experimentos se utilizd un microscopio de fluorescencia modelo
BX51WI de Olympus, con un objetivo de inmersién en agua (LUMPIlanFlI
60X/0.90 W; Olympus, JAPAN). Microscopio al que se le adapté una camara
Warner de pequeno volumen, modelo JG-23W/LP, que resulta ideal para el
intercambio de soluciones. Esta camara tiene la capacidad de propiciar un
rapido intercambio de soluciones y una distancia de trabajo menor.

El flujo de entrada de las distintas soluciones en esta camara Warner se realizo
mediante una bomba peristaltica de flujo continuo, modelo DINKO D21F.

Los experimentos fueron realizados a una temperatura de 24+2°C.

3.1. USO DE SONDA FLUORESCENTE FURA2-AM
La sonda fluorescente Fura2-AM o Fura 2-acetoximetilester (ver figura 14).
Esta sonda fluorescente atraviesa las membranas celulares ya que los grupos
acetoximetilos dan derivados lipofilicos que cruzan la membrana plasmatica.

Una vez dentro de las células, las esterasas presentes en el citosol de la célula
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Figura 14. A) Estructura de la sonda fluorescente FURA 2-AM. B) Espectro de excitacién de la sonda

fluorescente FURA 2-AM, en funcion de la concentracién de Ca?* libre.

eliminan los grupos acetoximetilester de modo que regeneraran el indicador de
Ca®", Fura-2 AM.

Este compuesto posee una selectividad al Ca** con respecto al Mg2+ de 10:1,
caracteristica importante ya que la concentracion de Mg?* libre en el citosol de
la célula es de aproximadamente 1mM, mientras que la de Ca®" es de 100 nM.
Cuando el Fura-2 entra en contacto con Ca?*, se produce un desplazamiento
en su espectro de excitacion. En ausencia de Ca** esta sonda tiene un maximo
espectro de excitacion de 380 nm, mientras que en presencia de Ca*" es de
340 nm, esto se observa porque cuando existe un aumento en la concentracién
de Ca** en el interior celular se da un aumento de la fluorescencia cuando se
emite a 340 nm y un descenso en la fluorescencia cuando se emite a 380 nm.
Cuando el Fura2 se une al Ca** se produce una variacién en las amplitudes de

los picos de excitacion, las de emisidén y en la longitud de onda, lo que permite
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calcular la concentracion intracelular de Ca®** gracias a la razén de las
amplitudes del par de longitudes de onda de excitacion. Esta razéon de
amplitudes permite eliminar el error que pueda introducirse por variaciones en
la concentracion intracelular del indicador, intensidad total de la iluminacion,
etc.

El uso de esta sonda fluorescente representa un método optico de medicion
de la concentracién de Ca®* en el interior de la célula, requiriendo
concentraciones muy bajas de la sonda para realizar estas mediciones de tal
modo que el posible efecto tampodn sobre el transiente de Ca®* en la célula se
ve disminuido. Ademas permite realizar mediciones en menor tiempo y con

menor volumen de tejido.

En cuanto al protocolo seguido con los astrocitos en cultivo, éstos fueron
sembradas en placas de 24 pocillos a una densidad de aproximadamente 10*
células por cubreobjetos de 13 mm recubiertos de poli-L-lisina, pasadas unos
21dias aproximadamente desde la realizacidn del cultivo primario, fueron
incubados en una solucibn cuya composicidn es la siguiente; sonda
fluorescente Fura-2 AM (a una concentracion de 1 uM), acido plurénico (0.05%
del volumen total) y probenecid (1 mM/ml), disueltos en la solucion Krebs-
HEPES (pH 7,4). Esta solucién de Krebbs-HEPES contiene, en mM: NaCl 145,
KCI 5,9 , MgCI2 1,2 , CaCl, 2,5 , HEPES 10, glucosa 10. La carga de los
astrocitos se realiza durante 45 minutos a temperatura ambiente.

Las células fueron lavadas con Krebs-HEPES fresco 5 minutos antes del

experimento.
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La luz de excitacién emitia a una longitud de onda de 340 nm, filtro 340AF15EX

548-0410, y de 380 nm, con un filtro de 380AF15EX 547-0411.

Las células fueron iluminadas alternativamente con unas longitudes de onda de
340 y 380 nandmetros y la luz emitida a una longitud de onda de 520
nandmetros fue procesada por el software Cell-R®, suministrado por
Olympus®, denominado 2.6. Dicroico divisor de haz UM2FUR.

Las imagenes fueron adquiridas usando una camara CCD, Sony, Japén.

Los cambios en la concentracion intracelular de Ca?* fueron calculados
utilizando el cociente entre la fluorescencia a 340nm y la fluorescencia a 380
nm (F340/F380). El dato medio fue normalizado utilizando para ello el valor
obtenido de calcular la media de los valores basales de fluorescencia de los
primeros 3 minutos de cada experimento. Después, esos valores basales

fueron sustraidos en el analisis consiguiente.

3.2. UTILIZACION DE CONSTRUCTOS DE PERICAM DIRIGIDOS A

LA MITOCONDRIA Y AL NUCLEO.

Para estudiar las variaciones en la concentraciéon de Ca?* en la mitocondria y el
nucleo de los astrocitos en cultivo. Se utilizaron los constructos dirigidos a las
dianas comentadas anteriormente, denominados pericam ratiométricos (RT

pericam).
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Figura 15. Construccién del pericam. Las flechas indican el sentido de la transcripcion. (1) Es la GFP

en estado nativo. (2) Es la GFP permutada, CaM es la calmodulina.

Los pericam son indicadores de Ca®" derivados de la proteina verde
fluorescente (GFP, del inglés Green Fluorescent Protein) que tienen un tamafo
pequefio de 12 kDa. Los extremos C y N de la GFP original, son conectados
mediante un linker a los nuevos extremos C y N que son generados en medio
de lo que era la secuencia original de la GFP. La calmodulina y el péptido M13
se conectan con el nuevo extremo C-terminal y N-terminal, respectivamente
(Nagai y col., 2001) (ver figura 15).

Al poder ser expresados en organelas especificas, los astrocitos permiten
medir los cambios en la concentracion de Ca®*.

Una de las variedades es el llamado pericam ratiométrico, cuyo espectro de
excitacion varia en presencia de Ca®* de tal manera que resulta posible hacer

medidas ratiométricas de concentracion de Ca®".
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Las medidas se realizaran excitando sucesivamente a los astrocitos con luces
con una longitud de onda de excitacion de 415 y 490 nm, mientras que la

longitud de onda de emision es de 535 nm.

Los constructos de RT pericam dirigidos a la mitocondria y al nucleo fueron
amablemente cedidos por el Dr. Pozzan.
Para la introduccién de los constructos en los astrocitos, se utilizé6 un agente de
transfeccion llamado Lipofectamina (Invitrogen). Para el proceso de
transfeccion deben prepararse dos soluciones diferenciadas:

1. Solucién A; compuesta por 1.25 ug de ADN (plasmido dirigido a

mitocondria o nucleo) y medio de cultivo (48.75 pl).

2. Solucién B; Lipofectamina (6 pl) y medio de cultivo (44 ul).
Se mezclan ambas soluciones y se afade el medio de cultivo hasta llegar a un
volumen de 500 ul. Se retira el medio de cultivo anterior y se afiade la solucién
resultante al pocillo donde se sembraron los astrocitos. A continuacion se
incuban las células a 37°C durante 6 horas en un incubador de CO,. Pasadas
las 6 horas se procede a retirar el medio de cultivo con la solucion de
tranfeccidon y se afiade medio de cultivo fresco.
Se introducen los vectores en los astrocitos en cultivo y pasadas unas 48-72

horas desde la transfeccién se procede a realizar los experimentos.

4. EXPERIMENTOS DE SINTESIS DE ADN

Los astrocitos fueron sembrados sobre cubreobjetos de vidrio tratados con poli-

L-lisina, creciendo hasta alcanzar el 50% de confluencia. En ese momento
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fueron expuestos a 24 horas de medio sin SBF para inhibir la division celular, a
continuaciéon se conformaron los distintos grupos del experimento, en todos
ellos se complementd con 10 uM de bromodeoxyuridina (BrdU):
» Medio sin SBF
» Medio con 10% de SBF.
» Grupos con SBF vy las diferentes concentraciones de Albumina (entre 1
mg/ml y 40 mg/ml).
» Grupo con SBF, Albumina (20 mg/ml) y un inhibidor especifico para al
TGF-p.
» Grupo con SBF, Albumina (20 mg/ml) y un inhibidor especifico para la
Megalina.
» Grupo con SBF, Albumina (20 mg/ml), un inhibidor especifico para al
TGF-B y un inhibidor especifico para la Megalina.
Todos los grupos fueron mantenidos de este modo durante 24 horas (Nadal y

col., 1995).

5.INMUNOTINCION

Se realizaron experimentos de inmunotincion con anticuerpos primarios y
secundarios marcados por fluoréforos siguiendo el método utilizado por Alés y
colaboradores (Alés y col., 2000).

Dentro de este apartado se deben diferenciar dos tipos de inmunoticiones,

aquellas realizadas con el objetivo de evaluar el procedimiento de cultivo
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celular y aquellas tinciones realizadas con el objetivo de estudiar la sintesis de
ADN en los astrocitos.

En cuanto al primer tipo de tinciones inmunocitoquimicas, las células fueron
lavadas utiizando PBS para a continuacion ser fijadas utilizando
paraformaldehido al 3.7% durante 20 minutos a temperatura ambiente, se
permeabilizé durante 15 minutos utilizando el agente denominado Tritén X-100
al 0,1%. Tras este proceso se procedio a la incubacion durante 1 hora de los
anticuerpos primarios anti-GFAP (Sigma-Aldrich, 1:100) y anti-NeuN (Chemicon
International, 1:100). Estos anticuerpos primarios permiten, en el primer caso
un marcaje especifico de la proteina gliofibrilar acida de astrocitos, y el
anticuerpo anti-NeuN permite un marcaje de una proteina nuclear de neurona.
Después se procede a la incubacion de los anticuerpos secundarios, ALEXA
Fluor® 488 y ALEXA Fluor® 594 (ambos de Molecular Probes, 1:500), durante
1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar las muestras con PBS, éstas son
montadas para su visualizacion, utilizando el agente denominado Moviol de
DakoCytomation.

Se siguié el mismo proceso pero utilizando los anticuerpos primarios anti-
GFAP (Sigma-Aldrich, 1:100) y anti-MAB1580 (Chemicon International, 1:100).
El anticuerpo anti-MAB1580 permite un marcaje especifico de los
oligodendrotcitos, tanto tempranos como maduros.

En cuanto al segundo tipo de tinciones inmunocitoquimicas realizadas. El

protocolo para la realizacién de inmunotinciones después de realizar los
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Figura 16. Estructura quimica del colorante fluorescente amarillo lucifer. Es una sal de dilitio. La
longitud de onda de excitacién es de 380 nm y la longitud de onda en la que se da la mdxima emision

de este colorante fluorescente es de 520 nm.

experimentos de sintesis de ADN, es el que se expone a continuaciéon (Nadal y
col., 1995). Las células fueron fijadas a continuacién con paraformaldehido al
3.7% y posteriormente tratadas con acido clorhidrico (HCI) a una concentracién
de 2 M durante 20 minutos, siendo éste neutralizado por la aplicacion de 0,1 M

de Borax. A continuacién se permeabilizaron las células con 1% de Tritéon X-
100. Se incuban las células con anticuerpo primario anti-BrdU durante 2 horas
(Merck, 1:45) en cdmara humeda. Posteriormente los astrocitos son incubados
con el anticuerpo secundario ALEXA Fluor® 488 (Molecular Probes, 1:400).
Todos los nucleos fueron marcados con 4',6-diamino-2-fenilindol (1 pg/ml). Los
nucleos que presentan marcaje a la BrdU, o BrdU positivos, fueron expresados

cdémo porcentaje del total.
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Se contabilizaron, al menos, 200 nucleos por cubreobjetos utilizando como
minimo 6 cubreobjetos por variable analizada. Se usaron los -cultivos
procedentes de al menos 5 pacientes distintos.

Las preparaciones fueron analizadas usando un microscopio confocal equipado
con laser de argén, Leica AOBS, con un objetivo de inmersién planapo

63X/1,32.

6. COMPROBACION DE PERMEABILIDAD DE
LAS UNIONES TIPO COMUNICANTES

La permeabilidad de las uniones comunicantes o gap junctions se determiné
mediante la técnica descrita por Tabernero y colaboradores en 2001
(Tabernero y col., 2001). En primer lugar, se retiré el medio de cultivo y se

realizaron varios lavados con una solucién a pH 7.2 con una composicion en
mM: NaCl 130, KCI 2.8, MgCI2 1, CaCl2 1 y HEPES 10. Se incubaron los
astrocitos, durante 10 minutos, con la solucion utilizada para el ultimo. Después
se procedié a lavar los astrocitos varias veces con una solucién cuya
composicion en mM: NaCl 130, KCI 2.8, MgCI2 1 y HEPES 10. Después del
ultimo lavado se procede a realizar una incubacion con la anterior solucion pero
con el colorante fluorescente amarillo Lucifer a una concentracién de 1 mg/ml
durante 2 minutos. Durante estos 2 minutos se procede a realizar un corte
aproximadamente en el centro del cubreobjetos, mediante bisturi, con el

objetivo de romper la monocapa celular.
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El anterior procedimiento permitira que el colorante fluorescente, amarillo
Lucifer, penetre en el interior de los astrocitos debido a que tras la ruptura de
los astrocitos se inicia una rapida vesiculacion de la membrana plasmatica.

El realizar esta técnica con el colorante amarillo Lucifer se debe a que es una
molécula de pequefio tamano, 457 Daltons, de modo que es lo suficientemente
pequena como para difundir a través de las uniones comunicantes. Ademas
posee otra cualidad imprescindible para este experimentos, que no es otra que
la imposibilidad de difundir a través de la membrana plasmatica (El-Fouly y col.,
1987). De tal modo que una vez haya penetrado en el astrocito el colorante
amarillo Lucifer difundira hacia los astrocitos adyacentes soélo a través de las

uniones comunicantes.

7. ANALISIS EXPRESION DE PROTEINAS

El analisis de la expresion de proteinas por transferencia tipo Western se
realizd mediante electroforesis vertical en gel de poliacrilamida, en presencia
de SDS (SDS-PAGE).

Se realiz6 un lisado de los astrocitos en cultivo y para ello se utilizé6 un tampdn
de lisis RIPA (NaCl 150 mM, Na2HPO4 10 mM, 0,1% SDS, 1% NP-40, 1%
DOC) en presencia de inhibidores de proteasas (“complete cocktail tablets”,
Roche). Se incubaron los extractos 30 minutos a 4°C y se centrifugaron a
13000xg en una microcentrifuga durante 5 minutos. Se recogié el sobrenadante

con las proteinas solubilizadas y se conservaron a -80°C. La concentracion se
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determiné por el método de Lowry (BCA “protein Assay kit”, Pierce) usando
BSA como referencia.

Para realizar la electroforesis se sigui6 un método ampliamente descrito
(Laemmli, 1970). Se utilizaron geles de acrilamida al 4% y al 12% para
concentrar y separar las proteinas respectivamente. Cada carril se cargd con
50 pg de proteina total con tampdén de carga de Laemmli (Glicerol 10%, SDS
10%, Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, azul de bromofenol). Como marcador de peso
molecular se utilizé6 el SeeBlue®Plus2 Prestained Standard (Invitrogen). Las
proteinas se transfirieron a lo largo de la noche a una membrana de
nitrocelulosa (Roche), a un voltaje de 30 mV. Tras visualizar las proteinas
transferidas en la membrana por tincion con rojo Ponceau de composicion:
0,2% (p/v) rojo Ponceau, 3% (p/v) &cido tricloroacético, 3% (p/v) acido
sulfosalicilico). Se bloqued la membrana con un 5% de leche desnatada en
TBS-T (100 mM NaCl, 10 mM Tris pH=7.2, 0,1% Tween 20) Las membranas se
incubaron durante la noche en soluciéon de bloqueo con los anticuerpos anti-
megalina (Chemicon International, 1:1000), anti-receptor de TGF-B (abcam,
1:1000) y anti-p tubulina (Santa Cruz, 1:2500) Tras lavar tres veces con TBS-T,
el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa de rabano (Pierce) se incubé
a una dilucion 1:2500. Las membranas se revelaron con el método
quimioluminiscente de Supersignal (Pierce). El andlisis densitométrico de las

bandas se realiz6 con el software Kodak Image Station 2000MM System.

Como control negativo una de las membranas fue sometida al mismo protocolo

experimental, exceptuando la incubacioén con el anticuerpo primario.
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8.SOLUCIONES Y REACTIVOS

8.1. CULTIVOS CELULARES

El medio de cultivo Neurobasal A, el DMEM, la L-Glutamina, Ila
estreptomicina/penicilina y el suero bovino fetal, fueron obtenidos de Invitrogen
(Espana).

El anticuerpo anti-NeuN y anti-MAB1580 fueron obtenidos de Calbiochem
International (Espana). El anticuerpo anti-GFAP ha sido obtenido de Sigma
Aldrich (Espafa). Los anticuerpos secundarios fluorescentes ALEXA Fluor®
594 y ALEXA Fluor® 488, fueron obtenidos de Molecular Probes (Espaia).

El agente de montaje Moviol fue adquirido a DakoCytomation.

8.2. EXPERIMENTOS DE FLUORESCENCIA

La rianodina, 2-APB, albumina sérica bovina, albumina sérica humana, la
tripsina Xl y la sonda fluorescente Fura-2 AM fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich (Espafia).

El agente transfectante Lipofectamina2000® fue adquirido a Invitrogen

(Espana).
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8.3. EXPERIMENTOS DE ANALISIS DE EXPRESION DE PROTEINAS

El anticuerpo anti-megalina fue adquirido a la empresa Chemicon International
(Espafna). El anticuerpo anti-receptor de TGF-B fue adquirido a la empresa
Abcam (Espana). El anticuerpo anti-p tubulina fue adquirido a la empresa Santa
Cruz (EEUU). ElI marcador de peso molecular, SeeBlue®Plus2 Prestained
Standard, fue adquirido de Invitrogen (Espafia).

El anestéico etomidato fue adquirido de Janssen-Cilag (Espafia).

8.4. EXPERIMENTOS DE SINTESIS DE ADN

El inhibidor especifico para el receptor TGF-p del subtipo | fue obtenido de
Calbiochem (Espafa). El anticuerpo anti-BrdU fue obtenido de Merck (Espana).
Los anticuerpos secundarios fluorescentes ALEXA Fluor® 594 y ALEXA Fluor®
488, fueron obtenidos de Molecular Probes (Espafia). EI agente de montaje

Moviol fue adquirido a DakoCytomation (Espana).

9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos representativos son mostrados como la media mas el error estandar.
Los experimentos fueron realizados como minimo por triplicado. Los analisis

estadisticos fueron llevados a cabo usando el analisis t de Student o ANOVA
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(muestras paramétricas) o el test de Mann-Whitney (muestras no
paramétricas). El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software SigmaStat
3.5 (Point Richmond, USA).

Las diferencias entre grupos experimentales, se consideraron significativas
con un valor p < 0.05.

El analisis de las imagenes de inmunofluorescencia, asi como el conteo de los
tipos celulares mostrados, fue realizado por el método de doble ciego con
campos seleccionados al azar. Todos los datos se muestran como media *

SEM (error estandar de la media), salvo que se indique otra cosa.

80| Pagina



.\’_\15“’/\1)

de pacientes epilépticos fdrmaco-resistentes

IV.RESULTADOS

81 | Pagina



N
A © ’ . . .

21y = Efecto de la albumina sobre astrocitos en cultivo procedentes de corteza temporal
y =

¥

£ A

de pacientes epilépticos fdrmaco-resistentes

1. CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS
PRIMARIOS

Las células obtenidas del cultivo del tejido resecado de los pacientes sometidos
a cirugia crecieron como un cultivo monocapa. Los cultivos primarios
alcanzaron la confluencia entre la tercera y cuarta semana.

En la figura 17, pueden observase imagenes representativas de los cultivos en
diferentes momentos del cultivo esto es a los 7, 14, 21 y 28 dias desde la
realizacion del cultivo primario de astrocitos (figura 17 A-D, respectivamente).
En un principio las células en cultivo son pequefias y redondeadas aunque
durante los primeros 4 dias comienzan a apreciarse ciertas diferencias
morfologicas. Es importante destacar el que en el inicio las células en cultivo
son morfolégicamente heterogéneas, observandose células de pequefio
tamafo, unipolares o bipolares, células con vacuolas en el soma celular,
células con somas pequefios y multitud de prolongaciones. Estas diferencias
morfolégicas van disminuyendo hasta que los astrocitos en cultivo presentan un
aspecto de células estrelladas mas comun a los astrocitos. Este mismo control
se repitié para los cultivos realizados de las piezas quirurgicas procedentes de
la zona denominada "spk", y no se pudo observar ninguna diferencia
morfolégica entre los astrocitos en cultivo procedentes Cx "no-spk" frente a

aquellos que procedian de la Cx spk.
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Figura 17. Andlisis morfolégico de cultivo primario de células gliales humanas. Imdgenes

representativas realizadas en luz transmitida, realizadas en; A) 7 dias, B) 14 dias, C) 21dias, y D) 30

dias.

Con el fin de determinar si los cultivos utilizados en el presente trabajo tenian
una poblacién celular mayoritaria de astrocitos, se procedié a realizar tinciones
inmunocitoquimicas de los cultivos. Se procedié a aplicar un anticuerpo

especifico contra las proteinas especificas de astrocitos, como es la GFAP o
gliofibrilar acidic protein, pero también se utilizé el marcaje especifico de
proteinas de nucleo de neuronas con el anticuerpo anti-NeuN (ver figura xxx, a

y b). Asi mismo se procedio a utilizar un anticuerpo contra oligodendrocitos,
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Figura 18. Andlisis de cultivo primario de células gliales humanas. Imdgenes obtenidas mediante

marcaje inmunoldgico. A) se puede observar el cultivo primario procedente del tejido humano
resecado, sin haber sido realizadas las modificaciones pertinentes para reducir el nimero de
neuronas. Los astrocitos aparecen marcados en rojo (*), mientras que las neuronas aparecerdn
marcadas en verde (V). B) Cultivo procedente de tejido humano resecado, siguiendo las

modificaciones para eliminar las neuronas, observdndose tinicamente astrocitos.

anit-mab1580, para cuantificar el porcentaje de este tipo de células que
aparecen en cultivo (datos no mostrados).

Después de la realizacién de las tinciones se puede observar que encontramos
alrededor de un 80% de las células que se observan son astrocitos mientras
que alrededor de un 15% son oligodendrocitos.

Por tanto parece que las modificaciones incluidas en este trabajo sobre el
protocolo de cultivo propuesto por Cano-Abad y colaboradores en el 2011, son

viables.
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1.1 VIABILIDAD CELULAR DE LOS ASTROCITOS EN CULTIVO

Una vez comprobado el hecho de que se estaba trabajando con un cultivo
primario enriquecido en astrocitos humanos, se realizaron experimentos para
controlar la viabilidad de dichos cultivos. Fueron experimentos sencillos, en los
que se perfundian soluciones con alto contenido en K* (75 mM) o bien con
glutamato (glu 500 uM) para comprobar la respuesta de las células en cultivo.
En efecto, una concentracién elevada de K' extracelular debe modificar el
potencial de reposo (Em) de los astrocitos, de acuerdo con la ecuacién de
Goldmann-Hodgking-Katz (Hodgkin y Katz, 1949). La aplicacién de glu
pretende comprobar la entrada de Ca®* a través de receptores glutamatérgicos

qgue se sabe estan presentes en esta células (Eid y col., 2008).

Como ya se ha indicado, resulta indispensable diferenciar aquellas muestras de
tejido; con actividad irritativa y sin ella. En la figura 19-D se muestran los
resultados obtenidos en el incremento de la [Ca®]. en respuesta a los
estimulos fisiolégicos para ambos tipos de tejidos. Estos resultados muestran
que, la aplicacion de soluciones de alto K* en los tejidos procedentes de Cx spk
tiene un valor de 0.36+0.06 y para tejidos procedentes de Cx no-spk tiene un
valor de 0.28+0.04. Los valores obtenidos a la hora de aplicar glutamato
(500uM) en los cultivos procedentes de Cx spk tiene un valor de 0.47+0.08 y
para tejidos procedentes de Cx no-spk tiene un valor de 0.34+£0.05. Se observa

que existe un mayor incremento en la [Ca*']. en aquellos astrocitos
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Figura 19. Comprobacidn de la viabilidad celular de los astrocitos en cultivo. Se utilizan para estos
experimentos, los siguientes estimulos; K* (75mM), marcado en la figura como = y glutamato (500uM),
marcado en la figura como ® A) Se representa un registro obtenido de cultivos de astrocitos
procedentes de tejido irritativo o spk. B) Se muestran registros obtenidos a partir de tejido
identificado como no irritativo o no-spk. C) Se muestra un registro original donde después de un
estimulo despolarizante se desencadenan oscilaciones de Ca?+. Es interesante resefiar el hecho de que
en algun experimento puntual realizado con células procedentes de tejido irritativo, se observen
oscilaciones en la [Ca?*]c tras la aplicacidén de un estimulo despolarizante, en este caso 75mM de K*. E)
Diferencia entre los picos de la [Ca?*]c al aplicar Glu- y soluciones de alto K* a astrocitos procedentes
de corteza irritativa (barras grises) y no irritativa (barras negras) son estadisticamente significativos

(p=0,001 para el test t de Student).(n=20 en ambos casos).

procedentes de Cx spk para ambos estimulos, existe una diferencia con

significancia estadistica entre los grupos Cx spk y Cx no-spk. Al comparar los
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dos estimulos utilizados, se observa en el glutamato provoca un mayor

incremento de la [Ca®*], en los astrocitos en cultivo que el potasio.

Es interesante resefiar el hecho de que en algun experimento aislado realizado
con células procedentes de tejido irritativo, se observen oscilaciones en la
[Ca®']. tras la aplicacion de un estimulo despolarizante, como es en este caso
75 mM de K* (figura 19-C). Dichas oscilaciones tienen una duracion de 15
minutos y al finalizar, dejan la linea basal mas elevada que al comienzo del
expermento. Aunque no se han estudiado de forma sistematica, estas
oscilaciones no se han observado en aquellos astrocitos obtenidos de tejido no-

spk.

2. CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA, EN
ASTROCITOS EN CULTIVO, A LA ALBUMINA

21 RESPUESTA MEDIADA POR LA BSA FRENTE A LA MEDIADA
POR HSA

Como se ha comentado previamente, existen datos previos que muestran que
la albumina sérica bovina, BSA, producia un incremento en la concentracion de
Ca" en el citosol de astrocitos en cultivo procedentes de ratas neonatas. Con
el objeto de comprobar si en el modelo celular utilizado en el presente trabajo

también obteniamos resultados en esa linea, y basandose en datos facilitados
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por anteriores investigadores como Nadal y col., 1995, se procedié a aplicar
BSA 20 mg/ml .

Se comprobd que, efectivamente, existia una respuesta en cuanto a que se
mediaba una variacién en el transiente de Ca®" en los astrocitos. Se propuso
comparar este efecto, mediado por la aplicacion de BSA, con el que pudiera
obtenerse de la aplicacion de albumina sérica humana (HSA, del inglés Human
Serum Albumin). Como puede observarse en la figura 20 existe tanto para la
BSA como para la HSA una respuesta muy semejante, tanto para la
concentracion de Ca®* maxima alcanzada por los pulsos de 20 mg/ml como al
calcular las areas debajo de la curva que se obtienen al aplicar BSA o HSA. No
se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar las

respuestas que median ambos tipos de estimulos.

21.1. Caracterizacion de la respuesta a HSA

A continuacion se plante6 el que en trabajos anteriores se habia demostrado
que los astrocitos en cultivo procedentes de especies murinas, responden de
manera dosis-dependiente a la aplicacion de albumina (Nadal y col., 1995), lo
que planted la pregunta de si esta misma situacion se daba en los astrocitos en
cultivo procedentes de tejido humano.

En base a la concentracion de albumina que se utilizé en trabajos anteriores,
sobre astrocitos en cultivo procedentes de especies murinas, se aplicdé HSA a

una concentracion de 20 mg/ml en los astrocitos en cultivo procedentes de
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Figura 21. Diferentes tipos de respuestas tras la aplicacién de HSA, 20 mg/ml, en los astrocitos en

cultivo.

muestras de corteza obtenidas de pacientes epilépticos sometidos a cirugia,
tanto de zonas "spk" como "no-spk". Se observo la aparicion de distintos tipos
de respuesta en cuanto al incremento de la [Ca®']. (figura 21). Los transientes
de Ca?* fueron seguidos por una bajada hasta el nivel basal sin otros efectos
(figura 21-A y 21-B), por oscilaciones una vez alcanzado el nivel basal (figura
21-C) o por oscilaciones ocurridas en una meseta (figura 21-D). De los 150
estudios realizados, la frecuencia con que se han podido observar estos
distintos tipos de respuesta son:

> Las respuestas resefiadas en la figura 21-A aparecié en un 34%

de ocasiones
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> Las respuestas resefiadas en la figura 21-B, aparecio en un 46%

de las ocaciones.

> Las respuestas resefiadas en la figura 21-C, aparecié en un 14%

de ocasiones.

> Las respuestas resefiadas en la figura 21-D, aparecié en un 6%

de ocasiones.

A continuacion se realizan experimentos en los que se aplican dosis crecientes
de HSA, entre 0.1 mg/dl y 80 mg/dl, durante periodos de 2 minutos, da lugar a
incrementos de la [Ca®']. dependientes del incremento en la concentracién de
albumina aplicada (figura 22), de forma similar al modelo murino (Nadal y col.,
1995).

A continuacion se estudié la capacidad de respuesta de los astrocitos humanos
en cultivo a concentraciones crecientes de albumina. Para ello se aplicaron
concentraciones crecientes de HSA entre 0,1 y 80 mg/dl durante periodos de 2
minutos. Como se puede observar en la figura 22, la HSA da lugar a un
incremento en la [Ca®']. dosis-dependiente a concentraciones superiores a 1
mg/dl, mientras que la concentracion de 0,1 mg/dl no ejerce ningun efecto
apreciable sobre la movilizacion del Ca** en el citosol.

La respuesta obtenida para una concentracion de 20 mg/dl induce un
incremento del Ca®* citosdlico mayor que a 10 mg/ml y no mucho menor que la
inducida por 40 mg/dl. Esto hizo que consideraramos adecuado el trabajar con

dicha concentracion.
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Por otro lado, se aplicaron varios pulsos consecutivos de HSA a los astrocitos
en cultivo con el objetivo de estudiar la posible existencia de una
desensibilizacién del sistema o alguna adaptacion significativa de la respuesta
observada. Como puede observarse en la figura 23, continia observandose
incremento en la concentracién del Ca?* intracelular mediada por la aplicacion

de pulsos de HSA, los valores obtenidos son:
» Estimulo 1 obtiene un valor medio de 0,58+0,02 UAF.
» Estimulo 2, obtiene un valor medio de 0,55+0,1 UAF.
» Estimulo 3, obtiene un valor medio de 0,59+0,08 UAF.

No existen diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en la respuesta

mediada por los diferentes estimulos.

2.2 ESTUDIO DE LOS POSIBLES MECANISMOS RESPONSABLES DE
LAS OSCILACIONES DEL Ca*' INTRACELULAR

Resultados obtenidos en otros modelos animales demostraron que la
movilizacion del Ca?* citoséliso mediada por la albimina, se produce a partir de
la liberacion desde almacenes intracelulares (Nadal y col., 1997; Manning y

col., 1997).
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Figura 22. Registros originales que muestran la respuesta de la [Ca?*]. a diferentes concentraciones
de HSA. A) tanto en cultivos de astrocitos procedentes de foco no irritativo, B) como en cultivos
procedentes de focos irritativos. En C) Se puede ver la respuesta de un astrocito en cultivo a estimulos
repetidos de HSA (20 mg/dl) de 2 minutos de duracién. El periodo entre pulsos consecutivos fue de 6 y
9 min respectivamente. D) Curvas dosis-respuesta para astrocitos spk (circulos negros, n=16) y no-spk

circulos blancos, n=16). Las lineas discontinuas muestran funciones de regresion exponenciales.
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Figura 23. Ausencia de sensibilizacén por la HSA. A) Incrementos de [Ca?*]. en respuesta a cuatro
pulsos consecutivos de HSA (20 mg/dl) separados por intervalos de 9 minutos. B) No se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos estimulos de HSA 20 mg/dl aplicados.

(n=19)

Con el objetivo de estudiar los posibles mecanismos relacionados con este
incremento en la concentracion de Ca®* citosélico mediado por la albumina, se
estudioé en primer lugar la posibilidad de que dichos incrementos se debiesen a

la entrada de Ca®" por canales de membrana.

Para ello, se procedié a realizar una serie de experimentos donde se perfundia

una solucién con una concentraciéon de 0 mM de Ca®"y EGTA 1 mM (quelante
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de Ca®"). En estas condiciones experimentales se aplica glutamato (500uM),
para liberar Ca®* desde el RE de los astrocitos, liberacién que esta mediada por
los receptores metabotrépicos de glutamato que existen en la membrana del

astrocito (Jensen & Chiu, 1991).

A la hora de proceder con la experimentacién, en primer lugar y en presencia
de la solucién normal de trabajo, es decir con una concentraciéon de Ca** de 1
mM y en ausencia de EGTA, se procede a la aplicacion del glutamato 500 uM
observandose un incremento en la [Ca®*]. (Ver figura 24-A). A continuacién se
cambia la solucion de perfusion y se aplica una solucién con 0 mM de Ca?* y 1
mM de EGTA, pasados unos minutos se procede a introducir el estimulo de
HSA (20 mg/dl) y se observa un incremento en la [Ca?*].. Pero al aplicar un
segundo estimulo de HSA (20 mg/dl), pasados 7 minutos en presencia de la
solucion con 0 mM y EGTA 1 mM, en condiciones en las que no se ha podido
rellenar los depdsitos intracelulares de Ca®* al no existir aporte externo de este

i6n, no eleva la [Ca?*]. (ver figura 24-B).

Pasados 5 minutos desde ese ultimo estimulo se introduce de nuevo una
solucién de trabajo que contiene 1 mM de Ca?* y en estas nuevas condiciones
se procede a aplicar un estimulo de glutamato (500 uM) y pasados 5 minutos
un estimulo de HSA (20 mg/dl), en ambos casos se puede observar el

incremento de la [Ca®*]. (ver figura 24-C).

Por tanto, una vez comprobado que el mecanismo por el que se produce el
incremento en la concentracion de Ca®* en el citosol, no es a través del paso

por canales de la membrana, se procedid a estudiar la posibilidad de que la
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aplicacion de HSA mediara la liberacion de Ca®* desde los depdsitos

intracelulares; reticulo endoplasmico, nucleo y mitocondria.

A continuacion se estudié la opcion de que el Ca®* fuese liberado desde el RE,
que es el principal depdsito intracelular de Ca®* en el astrocito, para lo cual se
procedid a estudiar el sistema de liberacion de Ca** dependiente de segundos

mensajeros.

Teniendo en cuenta la bibliografia, se conoce que los receptores de rianodina
en los astrocitos no se expresan o estan en tan bajo numero que no son
funcionales, de modo que el objetivo era comprobar si la liberacion de Ca*
mediada por la albumina tiene relacion con el segundo mensajero IP3; en este
modelo celular, tal y como se ha demostrado usando otros modelos celulares
(Fiacco y McCarthy, 2006). Se realizaron experimentos donde se utilizd
rianodina a alta concentracién, circunstancia que permite el bloqueo de los
receptores de rianodina y bloquea el CICR mediado por rianodina. Este
experimento se planteé como un control negativo, ya que los receptores de
rianodina en astrocitos no se expresan o su numero es tan pequeio que no

poseen un papel determinante en la movilizacién del Ca* intracelular.

Se observa que la presencia de una concentracion supramaxima de rianodina,
50 uM, no disminuye la concentracion de Ca®* al compararse con la

concentracion de Ca** del experimento control (Ver figura 25-A).

En cuanto a los experimentos en los que se estudia el receptor de IP3 se utiliza
un antagonista especifico de los receptores de IP;, el 2-APB o 2-amino-

etoxidifenil-borato, a una concentracion de 10 uM.
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Figura 24. Estudio de mecanismos responsables de los incrementos de la [Ca?*]. (I). A) Experimentos
en presencia de 1 mM de Ca?*, tanto al aplicar los pulsos de glutamato como de HSA se obtiene un
incremento en la [Ca?*].. B) Experimentos en ausencia de Ca?*, 0 mM de Ca?*, y ademds con productos
quelantes del Ca?*, EGTA 1 mM. Se observa que el primer pulso de HSA produce un incremento en la
[Ca?*]. pero al aplicar el segundo pulso de HSA no se observa respuesta alguna. C) Experimentos donde
se reintroduce la solucién de trabajo con 1 mM de Ca?*, en estas circunstancias al aplicar los estimulos
de glutamato y HSA si se observa un incremento en la [Ca?*]. al haber sido rellenados los depdsitos

intracelulares de Ca?*,
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Figura 25. Estudio de mecanismos responsables de los incrementos de la [Ca?*]. (II). A) Experimentos
en presencia de una concentracién supra-mdxima de rianodina, se observa que al aplicar el estimulo
de HSA en presencia de rianodina 50 uM existe un incremento en la [Ca?*]. B) Experimentos en
presencia de 2-APB 10 uM, al aplicar HSA se puede observar que existe una abolicién completa del
incremento de la [Ca?*]. C) Existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0,001), al
comparar la respuesta mediada por la HSA (20 mg/dl) en presencia y ausencia de 2-APB (10 uM),
mientras que al comprar la respuesta mediada por la HSA en presencia y ausencia de rianodina no es

observan diferencias significativas. (n=52 en este tipo de experimentos).

En presencia de esta compuesto a la concentraciéon utilizada se observa un
bloqueo total de la liberacién de Ca®* desde los depésitos intracelulares (Ver

figura 25-B).
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A continuacion se planted el estudio de los otros depdsitos intracelulares de
Ca?*, como son el nlcleo y las mitocondrias. En concreto se estudié si existia
diferencias en cuanto al aclaramiento del Ca?* liberado al citosol desde el RE,

entre los astrocitos en cultivo procedentes de zonas "spk" y de zonas "no-spk".

Para abordar este estudio se usaron sondas fluorescentes genéticamente
dirigidas a estos organulos,RT Pericam, que permiten detectar incrementos de

Ca** en estas organelas.

Como puede observarse en la figura 25 la aplicacion de dos pulsos de 20 mg/di
de HSA, produce liberacion de Ca** desde el RE e inmediatamente se aprecia
como parte de este Ca®" penetra en el nucleo y después comienzan las
mitocondrias a captar ese Ca®" (ver figura 26-D). A la hora de comparar esta
situacion en astrocitos en cultivo procedentes de tejido identificado como "spk"
y "no-spk" se observa que la cantidad de Ca®" que es introducido, tanto en el
nucleo como en la mitocondria, es menor en los astrocitos "spk" que en los "no-
spk". En concreto al comparar el pico maximo observado en la mitocondria en
astrocitos "spk" y "no-spk”, obtenemos valores de 0,256 UAF y 0,342 UAF
respectivamente. Existe una disminucion en la capacidad de captacion de Ca?"*
del 25,15% en los astrocitos procedentes de tejido "spk" con respecto a los que
proceden de tejido "no-spk". La diferencia es estadisticamente significativa,

p<0,05, al comparar estos dos grupos (Ver figura 26-E).

Si se compara el pico maximo observado en el nucleo en astrocitos "spk" y "no-

spk"”, obtenemos valores de 0,283 UAF y 0,379 UAF respectivamente. Existe
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Figura 26. Estudio del aclaramiento del Ca?* por el niicleo y las mitocondrias. Encontramos que en los
experimentos A, B y C, la linea roja representa a la medida de Ca?* proporcionada por el RT pericam
nuclear mientras que la linea negra representa al RT Pericam mitocondrial. A) Registro
correspondiente a astrocitos en cultivo procedentes te tejido identificado como "no-spk”. Puede verse
con claridad que comienza a existir una entrada de Ca?* en el niicleo instantes antes de que comience
este proceso en la red mitocondrial. B) Registro correspondiente a astrocitos en cultivo procedentes te
tejido identificado como "spk”. Puede verse con claridad que comienza a existir una entrada de Ca?* en
el niicleo instantes antes de que comience este proceso en la red mitocondrial. Ademds los valores
mdximo del pico son menores que los existentes en astrocitos procedentes de tejido "no-spk”. C)
Registro correspondiente a astrocitos en cultivo procedentes te tejido identificado como "no-spk”, los
estimulos de HSA (20 mg/dl) se aplican en presencia del inhibidor de los receptores de IP3; 2-APB (10
uM). D) Se puede observaruna secuencia de imdgenes donde se observa un incremento en la
concentracion de Ca?* en las organelas, donde (=) representa al RT Pericam nuclear y ( )representa
al RT Pericam nuclear. E) Existe una disminucion del 25,15% y del 25,33% en la efectividad de captar
Ca2+ en la ré@ mitocondrial y el nucleo, respectivamente, de astrocitos de tejido "spk". Las diferencias
observadas son estadisticamente significativas (p<0,05) al comparar el Ca?* que captan las ambos
tipos de organelas, en los astrocitos procedentes de tejido "spk"y "no-spk”. (n=21).
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una disminucién en la capacidad de captacion de Ca?* del 25,33% en los
astrocitos procedentes de tejido "spk" con respecto a los que proceden de
tejido "no-spk". La diferencia es estadisticamente significativa, p<0,05, al

comparar estos dos grupos (Ver figura 26-E).

El hecho de que el Ca** penetre en el nticleo en primer lugar e inmediatamente
después lo hace en la red mitocondrial, hace pensar en que el RE estd muy
préximo al nicleo y si éste libera el Ca** antes que estos dos depdsitos
secundarios, puede crear un microdominio con una alta concentraciéon de Ca**

cerca del nucleo que favorecera su captura por parte de dicha organela.

3. SINCRONIZACION DE LA RESPUESTA
ASTROCITARIA EN RESPUESTA LA ALBUMINA

Actualmente existen evidencias que muestran la existencia de ondas de Ca*
que se propagan de unos astrocitos a otros, astrocitos que forman redes que
pueden estar compuestas desde cuatro a mas de treinta astrocitos (Sul y col.,
2004; Tian y col.,, 2006). Dichas ondas pueden representar un importante
mecanismo de sefalizacion intercelular en el sistema nervioso (Goldberg y col.,
2010).

Para comprobar si los astrocitos en cultivo en monocapa utilizado durante este
trabajo estaban conectados entre si, se utilizé la introduccién del tinte
fluorescente amarillo lucifer como se describe en el apartado de materiales y

meétodos. Se obtienen resultados que indican que los astrocitos presentes en el
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cultivo monocapa utilizado en estos experimentos si estaban comunicados
entre si a través de las uniones comunicantes al observarse que el colorante

amarillo lucifer habia llegado al 90-95% de los astrocitos en cultivo.

Teniendo en cuenta lo anterior se decidié estudiar, si en el modelo celular
utilizado en el presente estudio, aparecia esta sincronizacion cuando se
aplicaba albumina durante un periodo de tiempo de 50 minutos.

Se aplico HSA 20 mg/ml de forma constante durante 50 minutos observandose
un incremento en la concentracion citosélica de Ca®* en cada astrocitos pero
de forma des-sincronizada. Aproximadamente, después de 14 minutos de la
presencia constante de HSA 20 mg/ml se observa el comienzo del
"reclutamiento” de algunos astrocitos, que no habian mostrado respuesta
inicialmente a la aplicaciéon de HSA. Alrededor del minuto 16 se observa la
existencia de incrementos en la frecuencia y en la concentracion de Ca*
liberado al citosol, asi como una sincronizacion de dichos "disparos".

Este mismo experimento se realiza en presencia de un bloqueante reversible
de las uniones comunicantes, como es el etomidato a una concentracién de
10* M (Mantz y col., 1993). En presencia de este bloqueante no se observa la
sincronizacion de "disparos" que aparecia alrededor del minuto 16 en los
experimentos en ausencia del etomidato. Pero se observan oscilaciones de
Ca®" en el citoplasma de los astrocitos individuales de forma asincrénica.

En ausencia de etomidato encontramos que, alrededor del 40% de los disparos
observados (180 de 300 disparos, en 5 experimentos) estan interconectados y

derivan de una onda de Ca?* originada en un astrocito. Sin embargo al aplicar
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etomidato, encontramos que el 9% de las oscilaciones (21 de 230 disparos, en
4 experimentos) en la concentracion de Ca?* citosdlico estan interconectadas y
forman parte de las onda de Ca**. Al estudiar la participacion de las uniones
comunicantes en las ondas de Ca®" en astrocitos en cultivo procedentes de
pacientes epilépticos, mediante el uso del etomidato, se observa que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre el numero de astrocitos
interconectados en ausencia de etomidato que los que existen en presencia del
mismo (p<0,05).

Asi mismo, al comparar el numero de oscilaciones que estan interconectadas
con la aparicion de una onda de Ca®' tanto en ausencia, 55% de disparos
interconectados (209 de 380 disparos, 5 experimentos), como en presencia del
etomidato, 11% de disparos interconectados (27 de 245 disparos, 5
experimentos), en astrocitos cultivados de tejido resecado de corteza "spk" se
observa una diferencia estadistica significativa (p<0,05)

A la hora de comparar el estudio realizado en presencia o ausencia de
etomidato, tanto en astrocitos procedentes de tejido resecado de corteza "spk"
como de "no-spk", se observan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) existiendo mayor cantidad de de disparos sincronizados en los
experimentos analizados que utilizan astrocitos procedentes de la corteza
"spk".

El calculo de estos datos se realiza segun el método descrito por Nadal y col.
en 1997, y es que los astrocitos fueron contabilizados como integrantes de una

onda de Ca®* cuando el incremento en la concentracion de Ca®" citosdlico era
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observada dentro de los 3 segundos siguientes a la aparicién de incremento de

Ca?* citosolico en un astrocito adyacente.

Atendiendo a los resultados obtenidos, parece que las uniones comunicantes
poseen un papel muy importante en la conductancia de la sefial en astrocitos
en cultivo procedentes de pacientes epilépticos. La albumina parece actuar
como un elemento que favorece la coordinacion en la conductancia de la sefal
en los astrocitos.

De hecho existe la teoria de que la sincronizacién a través de la uniones
comunicantes puede deberse al paso de IP3; a otros astrocitos a través de
éstas. El IP; mediaria el CICR en el astrocito al que llega, de modo que

regeneraria la sefial de Ca®* y mediaria asi la propagacion de la sefial.
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Figura 27. A) Ejemplo de oscilaciones de la [Ca?*]. en respuesta a la perfusion constante de una
solucién que contiene HSA (20 mg/dl), en una seleccion de un cluster de 5 astrocitos en cultivo. Estos
astrocitos en cultivo se encuentran formando un cultivo confluente en monocapa. Es interesante
destacar que a partir de los 15-16 minutos de exposicion comienza a observarse una serie de
oscilaciones sincronizada, marcado con la linea roja continua. B) Ejemplo de la respuesta, en cuanto a
la sincronizacién, que ofrece un cluster de 4 astrocitos en cultivo cuando se perfunde de modo
constante una solucién con HSA (20 mg/dl) en presencia del bloqueante reversible de las gap-
junctions, el etomidato (10-4M). C) comparativa, en cuanto al porcentaje de disparos u oscilaciones de
la [Ca?*]. entre astrocitos procedentes de Cx "spk" y "no-spk”, en presencia o ausencia de etomidato.
Como puede apreciarse en astrocitos procedentes de Cx "spk"” el valor alcanzado, en cuanto al % de
disparos interconectados, es mayor en ausencia de etomidato que en presencia del mismo (p<0,05).
Esta misma comparativa pero en astrocitos derivados de Cx "spk" ofrece un resultado similar al
anterior (p<0,05). A la hora de comparar el % de disparos interconectados entre los astrocitos
procedentes de la Cx "spk” y "no-spk”, observamos que en presencia de etomidato no existen
diferencias estadisticas entre ambos (p>0,05). Mientras que para astrocitos de Cx "no-spk” en ausencia
de etomidato si existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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4. MECANISMO DE ACTIVACION DE LA SINTESIS DE
ADN

Los estudios previos han demostrado la induccion de la sintesis de ADN en
astocitos de rata por accién de la BSA (Nadal y col., 1995). Sin embargo, en
otro modelo de induccién astrocitaria in vitro (no en cultivo), la induccion de la
sintesis de ADN se lleva a cabo a partir de la endocitosis de la albumina sérica
mediada por el receptor TGF-f (Ilvens y col., 2007). Se ha considerado que la
sintesis de ADN puede ser el paso inicial en los procesos de epileptogénesis.
Otros grupos han observado que la albumina es introducida en el astrocito a
través de la endocitosis mediada por la megalina (Bento-Abreu y col., 2008),
esta entrada de la albumina en el astrocito mediara la sintesis de acido oleico.
Por tanto, resulta de especial relevancia el estudiar los distintos mecanismos y
comprobar su efecto sobre la induccion de sintesis de ADN en astrocitos

humanos.

En primer lugar se estudidé el que en los astrocitos en cultivo procedentes de
corteza procedente de pacientes epilépticos, tanto si es corteza "spk" o "no-
spk", presentaban receptores de albumina descritos en modelo murinos, es
decir el receptor TGF-f y la megalina. Para ello se realiz6 la determinacién de
la expresion de ambos receptores, la megalina y del receptor de TGF-§,
usando la tubulina como control de carga. El método utilizado para determinar
la expresion fue el de la inmunorreactividad con anticuerpos especificos (figura

28).
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Figura 28. A) Determinacién por western blot de la expresion de megalina, el Rc TGF-f. Las muestras
se analizan incluyendo la variable de si proceden o no de CX "spk" o "no-spk”. B) se muestran los valores
medios de la relacion Rc TGF- $/Tubulina medidos tanto en Cx "spk" como "no-spk". Se observa la existencia
de una diferencia estadisticamente significativa en la relacién de intensidades entre la Cx "no-spk” y Cx "spk”
(p<0,05). C) se muestran los valores medios de la relacién Megalina /Tubulina medidos tanto en Cx "spk"
como "no-spk”. No existe una diferencia estadisticamente significativa en la relaciéon de intensidades entre ela

Cx "no-spk" y Cx "spk" (p>0,05).

Como puede observarse aparecen ambos receptores en los astrocitos en
cultivo procedentes de pacientes epilépticos. Una vez comprobada su

existencia en el modelo estudiado en el presente trabajo, se procedié a estudiar
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el papel de estos receptores en la induccion de la sintesis de ADN mediada por

la aplicacion de albumina.

Para la realizacion de este tipo de experimentos se cultivaron astrocitos
humanos en presencia de distintas concentraciones de HSA (1, 10, 20 y 40
mg/dl) en ausencia de suero bovino fetal (SBF). Comprobando como la HSA
induce sintesis de ADN en los astrocitos de forma dosis dependiente (Ver

figura 29).

Para estudiar si este efecto se debia a la accion de la HSA sobre el receptor
TGF-p o sobre la megalina, se utilizaron los inhibidores de ambos receptores;
el inhibidor del receptor TGF-f subtipo | y la proteina asociada a receptor (RAP,

del inglés, Receptor-associated protein) (Cui y col., 1996), respectivamente.

Las distintas variables abordadas en este estudio serian;

» Medio sin suero bovino fetal como control negativo

» Medio con suero bovino fetal como control positivo

» Medio con una concentracion de HSA de 20 mg/dI

» Medio con una presencia de 20 mg/dl HSA + inhibidor del receptor TGF-

B subtipo | (30 uM)

» Medio con una presencia de 20 mg/dl HSA + inhibidor de la megalina

(RAP).

» Medio con una presencia de 20 mg/dl de HSA junto con el inhibidor del

receptor TGF-$ subtipo | y con el inhibidor de la megalina (RAP).
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Figura 29. Induccién de la sintesis de ADN por parte de la HSA sobre astrocitos humanos en cultivo. A)
Efecto de diferentes concentraciones de HSA sobre la sintesis de ADN. Incluso la concenctracion de 1
mg/dl induce un incremento significativo con respecto al medio sin SBF (* p<0,05 para el test t de
Student). B) Efecto sobre la sintesis de ADN de la aplicacion del inhibidor del receptor de TFG-£ del
subtipo I (30 uM) en presencia de HSA (20 mg/ml). *p<0,05. Datos obtenidos de 22 experimentos,
procedentes de 10 pacientes. Donde (1) es el Inhibidor para el receptor TGF- del subtipo I; (2) es el
inhibidor de la megalina. C) Microfotografias de los campos utilizados para la elaboracién de estos

resultados, de a hasta f.

Por ello, se incubaron astrocitos en diferentes soluciones presencia de HSA 20
mg/dl, concentracién que produce practicamente una induccion maxima de la

sintesis de ADN en astrocitos. en presencia de 20 mg/dl HSA + inhibidor del
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receptor TGF-f subtipo | (30 uM). Como puede observarse en la figura 29 la
presencia del inhibidor TGF-g disminuye la sintesis de ADN con respecto a la
HSA en un 28%, pero no la elimina por completo. La sintesis de ADN también
disminuye un 44%, con respecto a la HSA cuando se aplica la proteina RAP
pero no abole la respuesta por completo ( Ver figura 29). Por ultimo se incuba
con HSA mas inhibidor de megalina e inhibidor del receptor de TGF-(,
obteniéndose una reduccion del 72% en la sintesis de ADN de los astrocitos en
cultivo. Esto supone que aproximadamente el 28%, de la induccién en la
sintesis de ADN, por efecto de la HSA, esta mediado por otros mecanismos
que no son los propios del receptor TGF-f o la megalina. La aplicacién

conjunta de ambos inhibidores no abole la sintesis de ADN por completo.
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V. DISCUSION
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Los experimentos realizados en el presente trabajo, ofrecen una serie de
resultados que han sido agrupados en distintos puntos para su mejor
interpretacion. En primer lugar se detallan los datos relativos a la técnica de
localizacion del tejido irritativo mediante técnicas intraoperatorias y la técnicas
de cultivo que se emplearon para obtener los cultivos primarios de astrocitos
humanos. A continuaciéon se aborda el efecto de la albumina sobre los
astrocitos en cultivo, enfocandose a su vez en tres puntos; i) el efecto
observado sobre el RE, el nucleo o la red mitocondrial, ii) efecto de la albumina
sobra el "reclutamiento" de astrocitos y iii) efecto de la albumina sobre la
sintesis de ADN en astrocitos. Para finalizar se realiza un pequefio resumen

que incluye perspectivas futuras de lo observado.

1. CARACTERIZACION DEL TEJIDO RESECADO Y
REALIZACION DEL CULTIVO CELULAR

Durante muchos afos se han cultivado astrocitos derivados de humanos
adultos (De Groot y col., 1997; O'Connor y col., 1998; Gibbons y col., 2007). De
hecho Gibbons y col. (2007) modificaron la técnica previa de De Groot y col.
(1997) simplemente sembrando las células en placas con un sustrato de poli-L-
lisina, de modo que mejoraban la adherencia de los astrocitos. El grupo de
Gibbons y col. (2007) obtenia el tejido de pacientes con caracteristicas

similares a las descritas en el presente trabajo, se sembraba un numero
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semejante de células, alrededor de 10%, y siendo similar el método empleado
para incrementar la adherencia celular, parece que las modificaciones
introducidas en la elaboraciéon del cultivo hacen que exista una menor cantidad
de oligodendrocitos en los cultivos realizados para el presente trabajo que en

los realizados por Gibbons y colaboradores en el afio 2007.

Ademas de haber optimizado el método de obtencién de cultivos primarios de
astrocitos, procedentes de muestras de corteza resecadas de pacientes
epilépticos farmaco-resistentes sometidos a cirugia, se estudio la funcionalidad
de las células presentes en estos cultivos primarios, mediante el uso de la
sonda fluorescente Fura-2AM. En dicho estudio de midieron las variaciones en
la concentracion de Ca** en el citosol de los astrocitos al aplicar diferentes
estimulos. Es importante destacar que el uso del 10% de suero humano en el
medio de cultivo utilizado parece aumentar la viabilidad del cultivo, de hecho
algunos autores como Uto y col. (1994) y Dux y col. (1996) demuestran que la
existencia de algunos factores séricos como BFGF y TGF-B1 son necesarios
para la homeostasis del Ca?*, en el citosol y las mitocondrias, de las células en
cultivo tras la aplicacion de glutamato.

En la linea de la obtencion de la pieza de tejido de los pacientes epilépticos
farmaco-resistentes sometidos a cirugia, no hay que olvidar la capacidad de
diferenciacion entre la zona no irritativa o "no-spk" y la zona irritativa o "spk"
que aparece en la corteza. Los datos que permiten diferenciar una zona de otra
son aportados por los registros intraoperatorios al realizar una ECoG. No hay
que olvidar que esta técnica se utiliza como una forma de mejorar la

localizacion del foco epileptdgeno. De modo que el andlisis del ECoG se utiliza
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como una herramienta para guiar la reseccién, ya que las puntas interictales
registradas durante el ECoG suelen derivar de la zona irritativa (Rosenow y
Laders, 2001).
Sin embargo, el uso intraoperatorio de los resultados obtenidos por el ECoG es
aun controvertido (Keene y col., 2000). Por un lado, la identificacion visual de
las puntas epileptogenas depende de la opinion de expertos (Wilson y
Emerson, 2002) pudiendo darse el caso de la existencia de una gran diferencia
de opinién entre dos expertos a la hora de revisar el mismo registro (Ortega GJ
y col.,, 2007). En cuanto a los resultados quirurgicos derivados de la
interpretacion de los datos proporcionados por el ECoG fue realizada por el
neurofisidlogo clinico de la Unidad de Cirugia de la Epilepsia, Dr. Pastor. La
validez de la interpretacion del Dr. Pastor acerca de estos datos, datos que
guiaran la reseccion de tejido cerebral llevada a cabo por el neurocirujano de la
UCE, el Dr. Garcia de Sola, se fundamenta en la evaluacion postquirurgica de
los pacientes intervenidos. Dicha evaluacién aporta un valor en la escala de
Engel, ésta se considera en la actualidad como la clasificacion estandarizada
mas difundida en cuanto a presencia de crisis (Engel y col., 1993). Consiste en
grandes 4 grupos, que son:

» Grado [; sin crisis o crisis parciales simples no discapacitantes.

» Grado llI; sdlo crisis ocasionales.

» Grado lll; reduccion de las crisis en mas del 75% con respecto a antes

de la intervencién quirurgica.
» Grado IV; sin cambios apreciables o reduccion de las crisis entre un 50-

75% con respecto a antes de la intervencién quirurgica.
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Siguiendo esta clasificacion reducida y en base al seguimiento de mas de un
ano realizado a los pacientes incluidos en el presente trabajo, como se puede
observar en la tabla |, el 95% de los pacientes presente un grado Engel | y sélo
el 5% restante presenta un Engel distinto de I, en concreto el paciente n° 8
presenta un grado Engel IV (ver tabla I).

Atendiendo a los datos que proporciona la evaluacién postquirurgica, la
localizacion de la zona a resecar atendiendo a la interpretacion de los datos del
ECoG por parte de un neurofisidlogo clinico experto, es muy exacta. Por lo que
se puede aseverar que el tejido denominado "spk" o "no-spk", que fue utilizado
para los procedimientos experimentales, corresponde realmente a zonas de
corteza temporal con esas caracteristicas eléctricas.

De modo que de los astrocitos en cultivo procedentes de tejido "no-spk", sera
razonable asumir que pueden considerarse como astrocitos humanos no
afectados por cambios moleculares o estructurales asociados a la epilepsia,
mientras que si proceden de tejido identificado como "spk" si presentarian los

cambios moleculares o estructurales asociados a la epilepsia.

2. EFECTOS DE LA ALBUMINA SOBRE ASTROCITOS

El estudio de los astrocitos y su posible implicacion en la epilepsia, se presenta
como un campo extraordinariamente sugerente y de reciente inicio (Herrera-
Peco y col., 2008). Hasta el momento, se tenia conocimiento de numerosos
mecanismos fisiopatologicos en tejidos epilépticos, tanto en modelos animales

como en humanos, ya establecidos que no ofrecian informacioén acerca de los
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procesos iniciales que podian llevar desde un cerebro normal a uno epiléptico.
Se conocian, en efecto, muchos datos electrofisiolégicos e histolégicos en este
tipo de patologias, principalmente en la epilepsia del I6bulo temporal mesial
(Pastor y col., 2006), pero estos datos no mostraban un patrén claro y daban
cabida a gran numero de interpretaciones (Arellano y col., 2004). Sin embargo,
por vez primera, los mecanismos de activacion astrocitaria a partir de la
albumina, tras una permeabilizacién de la BHE, se postulan como posibles
responsables de los procesos de inicio en las epilepsias focales humanas
idiopaticas.

Trabajos recientes (Vermeulen y col., 1994; van Vliet y col., 2007; Seiffert y
col., 2004), junto con datos conocidos con anterioridad que ahora cobran nueva
vigencia (Nagele, 2004; Veerhuis y col., 1998) sugieren, por primera vez, un
modelo pausible del proceso de epileptogénesis focal humana para alguno de
los tipos de epilepsias existentes.

Este proceso de epileptogénesis comienza con un aumento en la
permeabilidad de la BHE, aumento que podria deberse a algun tipo de
alteracion como pudiera ser; fiebre, traumatismo craneoencefalico, alteraciones
en transportadores (Oby y Janigro, 2006), esclerosis multiple, tumores (Weiss y
col., 2009), etc. De modo que esta alteracién sea lo suficientemente grave
como para comprometer la integridad estructural de la BHE y permite la
entrada de albumina al espacio extracelular cerebral, de modo que la albumina

entrara en contacto con los astrocitos y comenzara a mediar su activacion.
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21 ACCION DE LA ALBUMINA SOBRE EL RE, NUCELO Y RED
MITOCONDRIAL

Se han descrito numerosos efectos de la albumina sobre los astrocitos en
cultivo procedentes de especies murinas. Entre otros, se han observado
oscilaciones de Ca*" en el citosol de los astrocitos que dan lugar a una
induccién de la sintesis de ADN (Nadal y col., 1997), regulacion de la actividad
de la piruvato deshidrogenasa (Tabernero y col., 1999) asi como induccién de
la formacion de fibras de estrés de actina (Moser y col., 2007). En el presente
trabajo, en astrocitos procedentes de muestras obtenidas de pacientes
epilépticos, se obtienen resultados que muestran como la albumina induce un
incremento de la concentracion intracelular de Ca®* en los astrocitos, tanto de
aquellos procedentes de tejido caracterizado como "spk" o "no-spk".

Este incremento es provocado por una liberacion de Ca®** desde los depodsitos
intracelulares mediada por un aumento en la concentracién de IP3, ya que
demostramos que la albumina libera Ca®* desde los mismos depdsitos que el
glutamato (Nadal y col., 1997), este Ca®" mediara la salida de mas Ca*
mediante el CICR y aunque este no es el unico sistema envuelto en la
homeostasia del Ca®* (Lencesova y col., 2004), si es el principal mecanismo
relacionado con la movilizacidon del Ca®* mediada por la albimina en el modelo
experimental utilizado en el presente trabajo.

A tenor de estos resultados que indican un incremento en la concentracion de
Ca" en el citosol de los astrocitos, se decidid estudiar el comportamiento de

otros depésitos de Ca** como son el nucleo y la mitocondria. Estos actuaran
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principalmente como estructuras que captan el Ca®" liberado por el RE
(Vasington, 1963). Se consideré que esta capacidad para captar el Ca?* del
citosol podria estar disminuida en aquellos astrocitos en cultivos procedentes
del tejido "spk" con respecto a aquellos procedentes de tejido "no-spk".

Los resultados ofrecidos en el presente trabajo muestran que la capacidad de
aclaramiento del Ca®* en ambos depdsitos, nticleo y mitocondria, presenta una
disminucién muy significativa en su efectividad cuando los astrocitos proceden
de tejido "spk" con respecto a la efectividad en el aclaramiento del Ca"
observada en astrocitos procedentes de tejidos "no-spk”.

Las alteraciones que puedan llevar a esta situacion no estan claras y no han
sido estudiadas en profundidad, ya que existen numerosos mecanismos de
aclaramiento del Ca®" en los astrocitos, como son la bomba PMCA, en
intercambiador Na*/Ca?*, la SERCA o el uniportador UC (Alvarez y col., 1999).
De modo que cualquier alteraciéon en estos sistemas acabarian desembocando
en que la concentracion citosdlica de Ca?* fuera elevada durante mayor tiempo.
Atendiendo a los resultados de los experimentos aqui expuestos, se puede
observar que la concentracion de Ca?* que es captada por la red mitocondiral y
por el nucleo es menor en los astrocitos procedentes de tejido "spk" que de los
procedentes de tejido "no-spk”, lo que apoya la posible existencia de
alteraciones funcionales o estructurales en los sistemas de aclaramiento de
Ca?* que haran que disminuya o desaparezca totalmente su eficacia.
Permitiendo que el Ca®* esté presente durante un largo periodo de tiempo en el

citoplasma de los astrocitos.
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2.2 ACCION DE LA ALBUMINA SOBRE LAS ONDAS DE Ca*

A continuacion se procedio a estudiar el fendmenos de las ondas de Ca®* en la
red de astrocitos existente en los cultivos monocapa con los que se ha
trabajado en el presente trabajo. Existen en los astrocitos elevaciones en la
concentracion de Ca?* que pueden propagarse desde los extremos hasta el
soma del astrocitos, e incluso este tipo de propagacion puede llegar a pasar a
los astrocitos vecinos (Goldberg y col., 2010), formando lo que se denomina

una "onda de Ca®*"

intercelular (Dani y col. 1992). Este tipo de evento ha sido
descrito en numerosas ocasiones en astrocitos en cultivo (Charles, 1998;
Scemes y col., 2006).

De los resultados derivados de los experimentos realizados en este trabajo, se
puede concluir que las uniones comunicantes juegan un papel muy importante
en la transmisién de la onda de Ca**. Como se puede observar en presencia
del bloqueante reversible de las uniones comunicantes, el etomidato, el
porcentaje de disparos interconectados disminuye drasticamente tanto en
astrocitos procedentes de tejido "spk" como "no-spk". Mientras que en ausencia
de etomidato la frecuencia de estos disparos interconectados aumenta en los
dos grupos de astrocitos estudiados.

La utilizacion del etomidato viene dada por el estudio al que se ha sometido
este farmaco por parte de la UCE del HUP (Herrera-Peco y col., 2009 B;
Herrera-Peco y col., 2010; Pastor y col.,, 2010) y como se ha visto que en

modelos superiores al cultivo celular en monocapa la acciéon del etomidato se

puede dar a través de diferentes acciones. En primer lugar el etomidato se
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puede unir a la subunidad B3 del receptor GABA A (Vanlersberghe y col.,
2008), esta interaccién facilitara la unién del GABA a su receptor,
incrementando las corrientes de entrada de cloro, que produciran una
hiperpolarizacion celular (Belelli, 1997). Si esta situacion ocurre en una sub-
poblacién de interneuronas GABAérgicas que controla la inhibicidn ejercida por
otra sub-poblacion de interneuronas GABAérgicas sobre una poblacion de
neuronas piramidales excitadoras, puede facilitar una situaciébn pro-
epileptégena (Voss y cols., 2008).

Otra posibilidad seria la transformacion de la accion inhibitoria del GABA en
una accion excitatoria. Esta posibilidad se ha demostrado en rodajas de
pacientes intervenidos por epilepsia del I6bulo temporal, y tiene su fundamento
en la inversion del gradiente de CI" (Cohen y cols., 2002). Por ultimo, como
tercera posibilidad, el etomidato también actuaria disminuyendo la actividad de
los transportadores de glutamato. En concreto, se ha observado que esta
disminucién de la actividad de recaptacién se da en los GLUT del tipo 1y 2,
que se encuentran en los astrocitos (Rath y col., 2008). La presencia de
etomidato en concentraciones clinicas produce una disminucién en la
capacidad de recaptacion de estos GLUT hasta del 40% (Rath y col., 2008).
Una de las funciones que realizan los astrocitos consiste en la recaptacion de
glutamato (Herrera-Peco y col., 2008), y la disminucion de esta actividad
permitira un aumento de la permanencia del glutamato en la hendidura
sinaptica, lo que explicaria un incremento en la hiperexcitabilidad neuronal

(Rath y col., 2008; Herrera-Peco y col., 2009 A).
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Sin embargo en el modelo de trabajo utilizado para el presente estudio, cultivo
celular en monocapa, el etomidato es utilizado como bloqueante reversible de
las uniones comunicantes (Mantz y col., 1993). Este tipo de modelo de trabajo
tiene un efecto claro, y es el bloqueo de las uniones comunicantes y la casi
completa abolicion de la onda de Ca®*, ya sea en astrocitos en cultivos
derivados de corteza tipo "spk" como de corteza "no-spk". Pudiendo concluirse
que en este modelo el etomidato es un farmaco que desincroniza la red
astrocitaria, haciendo que los astrocitos reclutados por la onda de Ca**
disminuyan desde un 40% de astrocitos reclutados hasta un 9% en astrocitos
en cultivo procedentes de tejidos "no-spk" . mientras que en astrocitos en
cultivo procedentes de tejidos "spk", la presencia de etomidato hace disminuir
los astrocitos reclutados desde un 55% hasta un 11%.

Sin embargo es interesante destacar el hecho de que exista una diferencia
clara en el porcentaje de astrocitos reclutados, en ausencia del etomidato,
entre aquellos cultivos realizados a partir de tejido caracterizado como "no-spk"
y "spk". Encontramos que en el caso de cultivos de tejido "spk" existe un 55%

de astrocitos reclutados en la "onda de Ca®™

, mientras que en cultivos de tejido
"no-spk" encontramos que existe un 40% de astrocitos reclutados. Esta
diferencia permite considerar la existencia de una predisposicion a ser
reclutados, bien porque los astrocitos de zonas consideradas como "spk"
presenten cambios moleculares o estructurales asociados a epilepsia, como
por ejemplo; i) un incremento en el numero de uniones comunicantes, ii)

aumento de la expresion de receptores de membrana para la albumina que

estén asociados a PLC produciendo IP; o iii) que exista un incremento en la
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expresion de receptores de membrana para el ATP, que es otra via de que se
propague la "onda de Ca®™

Existe una teoria que propone que la propagacion de la onda de Ca’" se debe
a la produccién de IP3 en los astrocitos y que éste puede atravesar las uniones
comunicantes y pasar a los astrocitos vecinos, descencadenando una
liberacién de Ca?* desde el RE, generando asi una onda de Ca®* (Agulhon vy
col., 2008; Goldberg y col., 2010).

Una posible hipotesis que puede explicar como la aplicacion de albumina
promueve el incremento de los disparos interconectados, es aquella en la que
se relaciona la existencia de un receptor de membrana para la albumina, que
esté asociado a una proteina G, la cual activaria a la PLC lo que desembocaria
en un incremento del IP3 en el interior del astrocito. Este IP3 pasaria, a través
de las uniones comunicantes, hacia los otros astrocitos que estuvieran
formando una red de astrocitos de modo que ese IP3 llegaria al RE de estos

astrocitos que estdan mas alejados del punto de entrada inicial de la albumina y

mediaria la salida de Ca®" al citoplasma de los astrocitos.

2.3 SINTESIS DE ADN MEDIADA POR LA ALBUMINA

En base a los datos proporcionados por algunos autores sobre la existencia de
proteinas de membrana que actuarian como receptores para la albumina,
receptor de TGF- (Ivens y col., 2007) y la megalina (Bento-Abreu y col., 2008).
Recientemente se ha mostrado que la albumina tras unirse a los receptores

TGF-B existentes en la membrana plasmatica de los astrocitos, es introducida

121 | Pagina



1,

¢RSIDA4 )
f ¥
of
?
Q

N
\
N
~

,

.

C

4

< 0
‘.\.\

10

Efecto de la albimina sobre astrocitos en cultivo procedentes de corteza temporal

) kk
Yo, Ceek
Vi

de pacientes epilépticos fdrmaco-resistentes

Prot-G PL-C

h 1P A Reticulo
A A Endoplasmico

Niucleo N

Aumentode la
Transcripcion

génica //

Liberacionde % o
gliotransmisores (0]
{glutamato,ATP,...)

Figura 30. Posibles mecanismos por los que la albtimina produce sus efectos sobre los astrocitos. En 1,
se plantea la posibilidad de la existencia de un receptor de membrana plasmdtica que esté unido a una
proteina G (prot.-G) y a una fosfolipasa-C (PL-C). La unién de la albumina a su receptor en la
membrana plasmadtica, activa la fosfolipasa C (PL-C), generdndose diacilglicerol (DAG) e IPs. Este
ultimo se dirigird al reticulo endopldsmico uniéndose a los receptores especificos de 1P3, mediando la
salida de Ca?* desde el reticulo endopldsmico al citosol. Este incremento en el calcio citosdlico puede
estimular numerosos mecanismos, como por ejemplo la exocitosis dependiente de calcio o un
incremento en la sintesis de AD (Yamaguchi, 2011). En 2 se plantea la posibilidad de que la albiimina
se una a receptores de membrana, como Rc TGF-f3 o de Megalina, que permitirdn el transporte directo

de ésta al interior celular y de ahi al nticleo donde mediardn el incremento en la sintesis de ADN.
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en la célula (lvens y col., 2007). Asi mismo, también existen evidencias de que
la albumina se une a la proteina de membrana megalina y que es introducida
en la célula al igual que en el caso anterior (Bento-Abreu y col., 2008). Tras

esta introduccién de la albumina en el interior del astrocitos, se activa un
mecanismo de segundo mensajero o se produce un traslado al nucleo, donde
daria lugar a modificaciones en la expresion génica. Es interesante destacar
que estas dos vias estudiadas, cuando se bloquean no se produce un bloqueo
completo de la sintesis de ADN, por tanto debe existir al menos otro
mecanismo que medie esta respuesta. En el caso de la megalina, puede
aumentar la produccion de factores de crecimiento como el acido oleico (Bento-
Abreu y col., 2008). En el caso del receptor de TGF-3, puede aumentar el
numero de receptores del tipo TGF-B (lvens y col., 2007) o disminuir la
expresion de canales de K’ rectificadores de entrada (inward rectifier) del
subtipo tipo Kir 4, disminuir a la baja la expresion del canal de agua aquaporina
4 (AQP4) (Eid y col., 2005) o estimular la proliferacién celular (lvens y col.,
2007). Existe ademas otra posible via para la accién mediada por la albumina,
y €s su union a receptores situados en la membrana plasmatica de astrocitos,
receptores que aun sin estar caracterizados es muy probable que estén unidos
a proteinas G y a la PLC, propiciando el aumento de IP;. Este aumento de la
concentracion de IP; liberaria Ca®** desde los depésitos intracelulares. Es un
mecanismo similar al empleado por el glutamato (ver figura 30). Ademas,
considerando que los principales organulos celulares que median la extrusion
de Ca*' del citoplasma presentan un funcionamiento disminuido en los

astrocitos procedentes de tejido "spk", nos encontramos con que el Ca"
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permanece en el citoplasma un largo periodo de tiempo permitiéndole actuar
como un segundo mensajero y ser el responsable del aumento de la sintesis de
ADN (Nadal y col., 1995).

Independientemente de la via por la cual la albumina medie su accién, se
produce alteracion en las conductancias de entrada de K*. Dando lugar a un
incremento de la [K], y a un gradual incremento en la concentracion sinaptica
de glutamato, debido a la facilitacion de la exocitosis, mediada por Ca*, del
glutamato almacenado por los astrocitos. Todo ello, puede conllevar cambios
en la plasticidad sinaptica responsables de la hiperexcitabilidad y, finalmente,
del desarrollo de un estado crénico de epilepsia.

No hay que olvidar el efecto de la albumina sobre la sintesis de ADN, dato que
podemos extrapolar y relacionar con las "cicatrices gliales" que se observan el
cerebro de pacientes después de haber sufrido algun incidente que pudiese
provocar muerte neuronal. Estos incidentes, bien pueden ser relacionados con
aquellos problemas o alteraciones descritos anteriormente, que pueden ser
aquellos en los que se produce un compromiso de la BHE. Situacion que puede
ser relacionada de nuevo con la entrada de albumina al cerebro y la activaciéon

de dichos astrocitos.

Atendiendo a todo lo expuesto anteriormente, se es importante destacar que el
incremento en el niumero de astrocitos, al estimularse su divisién celular

mediante la albumina, provocara que éstos tiendan a crear redes de astrocitos.

124 | Pagina



N
A © ’ . . .

21y = Efecto de la albumina sobre astrocitos en cultivo procedentes de corteza temporal
y =

¥

£ A

de pacientes epilépticos fdrmaco-resistentes

Es importante destacar el hecho de que los astrocitos se comunican entre si
mediante ondas de Ca?" (Goldberg y col., 2010). Este sistema de comunicacion
intercelular se ha demostrado, en numerosas ocasiones, en cultivo celulares
(Nadal y col., 1997; Scemes & Giaume, 2006; Goldberg y col., 2010) aunque
existen evidencias de que esta situacion ocurre también en condiciones
fisiolégicas (Agulhon y col., 2001).

Existen varias teorias de como se produce esta sincronizacion ente distintos
astrocitos, aunque la teoria predominante es aquella en que la propagacion
intercelular se debe al paso de las moléculas de IP; a través de las uniones
comunicantes. Dentro del presente trabajo se ha aplicado un bloqueante
reversible de las uniones comunicantes, impidiéndose el paso de IPs;, y
observandose como se bloqueaba casi por completo la sincronizacion en la
respuesta de los astrocitos en cultivo.

Teniendo en cuenta que un solo astrocito puede estar involucrado en distintas
sinapsis y por tanto influir en la activacion de numerosas neuronas, es
imprescindible destacar la capacidad de la que disponen los astrocitos para
coordinar y sincronizar las descargas de las neuronas. Facilitando de este
modo una de las caracteristicas principales de las neuronas cuando se habla

de epilepsia, y no es otra que la sincronizacion de las descargas.

Quedan aun numerosos puntos por esclarecer acerca de la participacion de
estos mecanismos en la epileptogénesis humana. También es importante
comprobar cual de las hipétesis de activacion astrocitaria por albumina explica

realmente (en caso de que alguna de ellas lo haga) los procesos en pacientes,
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aunque los resultados obtenidos por nosotros, hasta el momento, demuestran
la implicacion del mecanismo que utiliza IP; y parece restar importancia a la
sintesis de ADN mediada por el receptor de TGF-p y el receptor de megalina.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que se trata de astrocitos en cultivo y
que, por tanto, sus propiedades pueden resultar ligeramente distintas de las
observadas in vivo.

No obstante, mas alla de la importancia que estos hallazgos puedan
tener en el campo cientifico, su mayor importancia radica en las nuevas
expectativas diagndsticas y terapéuticas que estos procesos abririan. Podrian
desarrollarse estrategias dirigidas a restaurar la funcion de la BHE, a impedir la
activacion de los astrocitos puestos en presencia de albumina o a eliminar el
aumento local de K y glutamato derivado de dicha activacion. Todo ello,
l6gicamente, combinado con las terapias actuales que pretenden reducir la

excitabilidad actuando a través de las sinapsis o los canales ionicos.
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VI. CONCLUSIONES
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De la discusion de los resultados obtenidos en este trabajo se pueden extraer

las siguientes conclusiones puntuales:

» Las modificaciones incluidas en el proceso de cultivo primario de
astrocitos de corteza del |ébulo temporal procedente de pacientes
epilépticos farmaco-resistentes, ha resultado un éxito permitiendo
obtener mayor eficacia en la seleccidn del tipo celular, astrocitos.
Asegurando su funcionalidad. Y permitiendo diferenciar con éxito el

tejido que dentro del quiréfano fue identificado como "spk" o "no-spk".

» La albumina funciona como un activador de los astrocitos en cultivo,
procedentes de tejidos de pacientes epilépticos sometidos a cirugia.

tanto si proceden de tejido "spk" como "no-spk".

> El incremento en la concentracion de Ca?" intracelular en astrocitos, se
debe mayoritariamente a la salida de Ca®* desde el RE. Esta situacion

es igual en astrocitos procedentes de tejido "spk" y "no-spk".

> Existe diferente capacidad a la hora del aclaramiento del Ca®* por parte
de los astrocitos procedentes de tejido "spk" y "no-spk"”, siendo menos
efectiva en los primeros y que el Ca®* actlie mas tiempo en el astrocitos,
pudiendo mediar mecanismos proepileptdégenos, como la liberacién

excesiva de glutamato al activar el sistema SNAP-SNARE.

» Existe una predisposicion de los astrocitos en cultivo procedentes de
tejido "spk" al reclutamiento que produce una onda de Ca®", facilitandose

asi que un mayor numero de astrocitos se coordinen e su actividad y
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pudiendo mediar a su vez una hipersincronizacién en la frecuencia de

descarga neuronal.

» La albumina media un incremento en la sintesis de ADN en los astrocitos
en cultivo, tanto de los "spk" como de los "no-spk". De hecho esta
caracteristica puede relacionarse con una caracteristica importante de la

glia reactiva y es la aparicion de las cicatrices gliales.

Como conclusion final se puede extraer el haber demostrado que los astrocitos
humanos obtenidos de areas funcionalmente diferentes conservan algunas de
las caracteristicas tipicas de la epilepsia focal y que, ademas, son capaces de
responder a la albumina como se ha demostrado en que ocurre en otros

modelos.

Por tanto, se trata de un modelo que permite estudiar directamente los
procesos implicados en la aparicion de la epilepsia focal humana, de acuerdo
con los ultimos datos que implican la participaciéon de la albumina en la

activacion de los astrocitos en la epilepsia.
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