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La barrera hematoencefalica y epilepsia del lIobulo
temporal

Hugo Solist, Estela Lopez-Hernandez*, Felipe S. Estrada?

RESUMEN

La alteracion de la barrera hematoencefélica (BHE) participa de manera importante en la epileptogénesis. La epilepsia
del 16bulo temporal (ELT) es una de las formas mas comunes de epilepsia, se caracteriza por lesién de varias zonas
del hipocampo. En esta revision se analiza la participacion de los posibles mecanismos o alteraciones de la BHE en
el proceso de la epileptogénesis que observamos en el modelo de epilepsia inducido por la administracion sistémica
de pilocarpina, que reproduce las caracteristicas clinicas y neuropatolégicas principales de la ELT del humano. La
valoracion de la alteracion de la BHE y la extravasacion de la albumina sérica en diferentes estados patolégicos ha
sido estudiada mediante el uso del azul de Evans (AE), por la ventaja de su bajo costo y facil valoracion, ya que
puede visualizarse macroscopicamente. En este laboratorio hemos evaluado las posibles alteraciones de la BHE en
el modelo de epilepsia experimental por la administracion de pilocarpinay de AE en diferentes tiempos pos status
epilepticus (SE). Considerando que en la ELT la lesion significativa es la gliosis del I16bulo temporal, también hemos
estimado la aparicion de la gliosis reactiva mediante valoracion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) con el
establecimientoy evolucién del proceso convulsivo. Con esta revision concluimos que existe fuerte relacion entre
los cambios producidos en la BHE, astrogliosis reactivay aumento de la excitabilidad neuronal.
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The blood brain barrier and the temporal lobe epilepsy
ABSTRACT

Blood-brain barrier (BBB) dysfunction has been shown to play an important role in epileptogenesis. Temporal lobe
epilepsy (TLE) is the most common type of partial complex seizure in adulthood. The main features of TLE are: (a)
the localization of seizure foci, particularly in the hippocampus, entorhinal cortex and amygdala; (b) the frequent
finding of an «initial precipitating injury» that precedes the appearance of TLE; (c) a seizure-free time interval following
the precipitating injury known as «latent period»; and (d) a high incidence of mesial or Cornu Ammonis (CA) sclerosis,
i.e., an unilateral hippocampal lesion leading to atrophy, typically caused by neuronal loss and gliosis in the subiculum-
CA1 transition zone and the dentate hilus. It is not known how the BBB integrity changes during epileptogenesis
and whether alterations in BBB permeability can contribute to spontaneous seizure progression. To determine BBB
permeability in the pilocarpine model of TLE the Evans Blue (EB) was used as a macroscopically tracer experiments
of albumin extravasation. Also we have been evaluated the reactive gliosis by mean of the expression of the glial
fibrillary acidic protein (GFAP) after different time points of status epilepticus (SE). In the present review, we provide
an overview about the function of the BBB in epilepsy and the potential role reactive gliosis may play in the
pathophysiology of epilepsy.

Key words: blood brain barrier, temporal lobe epilepsy, pilocarpine, reactive astrogliosis.
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a barrera hematoencefalica (BHE) protege al tejido

neural de variaciones que ocurren en la concen-

tracion de componentes sanguineos y posibles
toxinas. Esta idea surgi6é cuando Paul Ehrlich observé
que la administracioén intravenosa de ciertos colorantes
(azul de tripano) tenian a todos los érganos excepto al
encéfalo y médula espinal. Después Edwin Goldman,
alumno de Ehrlich, demostré que la aplicacion directa en
el liquido cefaloraquideo (LCR) de los colorantes tiné de
manera significativa al tejido nervioso pero no a otros
tejidos. Las células endoteliales en los capilares
cerebrales practicamente constituyen la BHE. En el
adulto, la BHE consiste en un complejo sistema celular
de una especial membrana basal, con un buen nimero
de pericitos embebidos en esta membrana basal y el pie
del astrocito. Las células endoteliales forman propiamente
la barrera, y la interaccién con células adyacentes es
indispensable para integrar de manera adecuada esta
barrera. Las células endote-liales cerebrales (CEC)
difieren de otras endoteliales de otros 6rganos en dos
aspectos fundamentales. Primero, entre las CEC esta
presente una estructura conocida como tight junctions
en inglés, uniones estrechas (UE) en espanol, que
conectan firmemente a las células endo-teliales y en
alguna forma limitan el movimiento de moléculas.
Segundo, no hay vias transendoteliales tales como las
vesiculas intracelulares. Ademas existen transportadores
de flujo de la familia union —ATP, por ejemplo la
glicoproteina-P y proteinas multidroga rela-cionadas con
la resistencia farmacolégica, que restringen la entrada
de sustancias al encéfalo. De esta forma las células
endoteliales tienen numerosos transportadores de
membrana involucrados en la entrada/salida (influx/
efflux) de sustratos esenciales como glucosa, amino-
acidos, electrolitos que deben ingresar al encéfalo o
sustancias que deben salir como los xenobiéticos. En la
figura 1 se ilustran algunos de los componentes celula-
resy procesos fisicoquimicos que se llevan a cabo en la
BHE!2,

En nuestro organismo las concentraciones extra-
celulares de hormonas, aminoacidos y algunos iones, como
el potasio (K*), muestran fluctuaciones por ejemplo des-
pués de la ingesta de alimentos, ejercicio o estrés.
Muchas de estas moléculas regulan la excitabilidad
neuronal, por lo que cambios en la composicion del liquido
intersticial en el sistema nervioso central (SNC) puede
llevar a un estado de hiperexcitabilidad neuronal. Las
células endoteliales, que junto con otras células como
pericitos, glia y microglia integran la unidad neuro-
vascular, forman la BHE. Son altamente especializadas
y controlan con gran precision las sustancias que deben
entrar o salir al y del SNC. La BHE esta danada en va-
rias alteraciones neurolégicas tales como enfermedad

de Alzheimer (EA), esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y
epilepsia. Sin embargo, el papel de la BHE en la
fisiopatologia de estas enfermedades no esta adn del
todo claro. De estas enfermedades nos interesa en par-
ticular la epilepsia en especial la del 16bulo temporal
(ELT). En esta revision analizaremos y discutiremos la
participacion de los posibles mecanismos o alteraciones
de la BHE en el proceso de la epileptogénesis que
observamos en el modelo de ELT inducido por la admi-
nistracion sistémica de pilocarpina.

Figura 1: Caracteristicas de la barrera hematoencefalica. 1. Unio-
nes intercelulares o estrechas o tight junction (en inglés), sellan la
via entre la pared del capilar y células. 2. Detalle amplificado de
la membrana celular de la pared del capilar. llustra la bicapa lipidica
que la constituye y canales iénicos inmersos en ella. Esta estruc-
tura hace que la membrana celular sea selectivamente permeable.
3,4 y 5 representan algunos de los transportadores y canales
idnicos que tiene la pared del capilar. 6. llustra la barrera enzimatica
que remueve las moléculas de la sangre. 7. Bombas extractoras
que fuerzan la salida de moléculas solubles en grasa que pasaron
a través de las células. Modificada de: http://www.answers.com/
topic/blood-brain-barrier

La epilepsia del 16bulo temporal (ELT) es una de
las formas mas comunes de epilepsia en el ser humano?®.
Se estima que el 40% de los pacientes adultos con cri-
sis focales complejas tienen ELT“. Se ha establecido que
existe una relacion estrecha entre el dano del hipocampo,
progresion del proceso fisiopatolégico, refractariedad o
resistencia al tratamiento farmacolégico y evolucion de
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la ELT®. La pérdida neuronal por lo general se localiza en
areas CA1l y CA3 del hipocampo, lo que se considera
como el dano clasico®. Sin embargo, se han observado
pérdidas neuronales mas extensas en otras areas de los
I6bulos temporales que se han extirpado de enfermos
con ELT, entre las que estan: la amigdala, uncus del
hipocampo y giro parahipocampal”®. A esta forma de
dano neuronal se le ha denominado esclerosis mesial del
[6bulo temporal (EMLT)®2,

Los cambios fisiopatoldgicos en la ELT también
consisten en el desarrollo de nuevos contactos sinap-
ticos a través de fibras musgosas de la célula granular
a las células CA3 y dentro del mismo giro dentado, que
se dispersan o duplican, y forman vias recurrentes
excitadoras hacia las dendritas de las células granu-
lares'?13; asi como, a un extenso arreglo de alteraciones
neuroquimicas®. En el hipocampo y la EMLT el dano
neuronal es remplazado por células gliales que forman
gliosis, lo que disminuye el volumen del hipocampo y de
otras estructuras, ocasiona atrofia y esclerosis, que se
observa como cambios significativos y pérdida de volu-
men en las imagenes de resonancia magnética (RM)*516,

Durante los Ultimos anos se ha observado que
tanto en la epilepsia como en otros trastornos del SNC,
la alteracion en la integridad y funcionalidad de la BHE
esta presente desde el inicio del proceso fisiopatologico.
En el estudio llevado a cabo por van Vliet, et al, en 2007*
se observoé que la permeabilidad de la BHE, medida con
trazadores y por la concentracién de albumina, aumen-
ta poco después del status epilepticus (SE) pero también
en el periodo latente y en la fase crénica del proceso
epiléptico en la rata. En este estudio también se observo
extravasacion de albumina en el tejido cerebral extirpa-
do a pacientes epilépticos sometidos a cirugia por
epilepsia de dificil control. Existen datos experimentales
y clinicos que indican que las crisis epilépticas producen
alteraciones significativas en la permeabilidad de la BHE,
se ha observado que estas alteraciones son reversibles
y confinadas a areas anatémicas encefalicas limitadas.
Las crisis epilépticas pueden producir incremento en la
permeabilidad cerebro capilar, lo que induce alteraciones
en la funcién cerebrovascular que involucra una interac-
cion entre factores del sistema global y fenémenos
moleculares mas localizados que ocurren en el micro-
ambiente de las neuronas?’. Por lo general, la duracion
de la actividad epiléptica se correlaciona con la reduc-
cion de las funciones de la BHE, ya que el incremento
en la presion arterial cerebral ocasiona que la BHE se
haga permeable a macromoléculas, como albldmina, que
induce alteraciones en la excitabilidad neuronal. Algunos
estudios revelan que el incremento agudo de la presion
sanguinea o de la actividad epiléptica causa incremen-
to en la pinocitosis del endotelio cerebral*®2°, Por lo
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anterior, la disfuncion cerebrovascular ha sido recién pro-
puesta en la etiologia de la epilepsia o del proceso
epileptogénico.

Otros estudios establecen que la alteracion de la
BHE parece estar mediada por la exposicién del parén-
quima cerebral al K* y a la albdmina sérica. De modo tal
que la concentracion extracelular del K+ se incrementa
en rapidez al alterarse la permeabilidad de la BHE. Este
aumento rapido del K* puede contribuir a la generacién
aguda de las crisis. Por otro lado, la albdmina sérica que
se extravasa, es captada por astrocitos, lo que conlle-
va alteracion importante en su actividad celular, al
parecer por la modificacion del receptor glial especifico
(TGF-R)*2+23 y sus vias de senalizacion que disminuyen
la regulacion entrante de los canales rectificadores de
K* (Kir 4.1), lo que resulta en disminucion de la capaci-
dad amortiguadora del K* extracelular. Esta acumulacion
de K*extracelular deriva en la facilitacion de los recep-
tores N-methyl-D-aspartato (NMDA), que participan en la
hiperexcitabilidad neuronal y eventualmente en la activi-
dad epileptiforme?*. Dichas modificaciones parecen danar
la microvasculatura cerebral y extravasacion de las pro-
teinas séricas, lo que a su vez se asocia con dano
neuronal temprano o tardio que también contribuye al
proceso epileptogénico.

La valoracion de la alteracién de la BHE y extra-
vasacién de la albumina sérica en diferentes estados
patolégicos ha sido estudiada mediante diferente meto-
dologia y con el uso de diversos colorantes del tipo azul
de tripano?®, azul de Evans (AE)?%, fluoresceina de
sodio?’ y peroxidasa de rabano?, entre los mas usados.

El AE, aunque tiene sus limitaciones, es utilizado
ahora por la ventaja de su bajo costo, facil valoracion, ya
que puede visualizarse macroscépicamente, y por su
compatibilidad con otros métodos de estudio®®. Como
marcador de los cambios en la permeabilidad de la BHE
ha sido usado en modelos de epilepsia con pentilente-
trazol®°, bicuculina®, kainato3®?, nicotina®® y otros varios
agentes convulsionantes®.

El modelo de ELT que se provoca a roedores con
el agonista colinérgico muscarinico, pilocarpina ya sea
s6lo o combinado con litio, reproduce las caracteristicas
clinicas y neuropatolégicas principales de la ELT del hu-
mano. Las ratas tratadas con una sola dosis de
pilocarpina desarrollan SE y en los siguientes 14 a 25
dias presentan una etapa latente libre de crisis con-
vulsivas. Durante este periodo, se considera que se
establece el dano neuronal que se desarrolla principal-
mente en hipocampo, hilus del giro dentado, corteza
piriforme y entorrinal, amigdala, neocorteza y talamo. Con
frecuencia se asume, que el dano neuronal que se
instaura, sirve como guia para un nuevo circuito neuronal
hiperexcitable que se constituye y permite que se
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presenten las crisis convulsivas espontaneas y recurren-
tes (CCER), que son las que caracterizan la fase crénica
del modelo, ya que la rata las presenta a lo largo de su
vida3s37,

En este laboratorio hemos valorado la alteracién
de la BHE utilizando el AE, en ratas sometidas a SE des-
pués de aplicar por via sistémica (intraperitoneal) una
sola dosis (350 mg/kg) de pilocarpina de acuerdo con
el modelo de Turski, et al, 19833%. Hemos observado una
correlacion entre la cantidad y regiones cerebrales que
se tinen y duracion del SE al que fue sometido el animal
de experimentacion. Esto se ilustra en la figura 2. De estos
experimentos concluimos que los cambios de permeabi-
lidad de la BHE se acentlan en funcién del tiempo, que
determinan el posible cambio en la plasticidad neuronal
responsable de la epileptogénesis.

Control 2 hs SE

4 hs SE 6 hs SE

Figura 2. Fotografias de cerebros de ratas Wistar de 36 dias de
edad promedio sometidas a status epilepticus (SE); por administra-
cion de pilocarpina, previa administracion de azul de Evans (AE) al
2% por via intraperitoneal a una dosis de 4 ml/kg de peso. En la
parte superior izquierda cerebros de las ratas control. El resto de
las imagenes corresponden a los diferentes tiempos de duracion
del SE y momento en que fueron sacrificados los animales. Se
hace evidente la coloracién del AE que se observa en algunas
partes de los cerebros de las ratas sometidas al SE durante 2, 4y
6 hs. Especificamente a nivel de la corteza cerebral (1) y del
cuerpo pineal (2) en la vista dorsal y en el infundibulo (3), tuber
cinereum (4) y l6bulos piriformes (5) en la vista ventral.

En otra serie de experimentos desarrollados en
este laboratorio se ha valorado el posible cambio en la
integridad de la BHE; utilizando la aplicacion de
pilocarpina a una dosis de 380 mg/kg, que considera-
mos como la dosis 100%. Valoramos la aparicion de
gliosis reactiva. Para este fin evaluamos la cantidad,
morfologia y expresion de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP siglas en inglés) que se considera especifica del
astrocito. Observamos cambios significativos en el nd-
mero de astrocitos en la region del hilus alas 4y 8

semanas (4S, 8S) después del SE de una hora prome-
dio de duracion (figura 3B y C). Asimismo, se observé
variacion significativa en la morfologia del astrocito va-
lorada con el método y analisis de Sholl con el que se
establecid la hipertrofia en las ramificaciones astro-
citicas en diferentes tiempos después del SE, como se
ilustra en la figura 3 (E y F)%.

Figura 3. Cortes ilustrativos de la region del hilus del giro dentado
del hipocampo de ratas sometidas a SE por administracién de 380
mg/kg de pilocarpina (100% de la dosis) y sacrificadas a las 4
(4S) y 8 semanas (8S) posteriores al SE. Se valoré la expresion de
la proteina acida fibrilar glial (GFAP). A: ratas control. B: 100 % de
la dosis, 4S. C: 100 % de la dosis, 8S. Es notable el aumento en el
ndmero y tamano de los astrocitos en By C con respecto a A. Capa
de células granulares (CCG). D, E y F corresponden al analisis con
el método de Sholl. En E y F se observa la hipertrofia y cambios
significativos en las ramificaciones y volumen del soma del
astrocito. Modificada de Estrada SF, et al, 2012.

Por lo anterior y a manera de resumen, podemos
establecer que la participacion de la BHE en el proceso
epiléptico resulta en la actualidad muy significativa. Los
cambios en la permeabilidad de la BHE obedecen a va-
rios factores, entre ellos estan:

a. El aumento en la presion intracraneal que oca-
siona la disfuncion cerebrovascular

b. La hipertrofia en la citoarquitectura de los
astrocitos que se observa a las 4 y 8 semanas después
del SE, que para nosotros resulta significativo. Aunque
hay estudios que senalan que la hipertrofia de los
astrocitos se observa un dia después del SE por
pilocarpina®.

c. Otros mecanismos que incluyen las proteinas
que constituyen las uniones estrechas de la BHE entre
las que estan: clausina, actina, ocludina, Z0-1, Z0-2,
moléculas de adhesion (JAM) y caderina®. Otras sustan-
cias que por estudios experimentales se ha demostrado
que la célula glial, tanto astrocitos como microglia, ex-
presan altos niveles de citocinas proinflamatoria en
varias regiones cerebrales involucradas en la generacion
y mantenimiento de crisis convulsivas.

Por lo tanto, se requiere continuar con el estudio
de la ELT en humanos como en modelos experimentales
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para conocer mas sobre estos procesos de la BHE que
en la actualidad sabemos contribuyen de manera impor-
tante en el mecanismo de la epileptogénesis.
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