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Abstract

Glioblastoma (GB) is the most frequent and aggressive glioma in humans. Its high
proliferation rate, aggressiveness, insensitivity to radio and chemotherapy, and invasive
capacity give it a fatal prognosis. lon channels and transporters are considered active
participants in the development of GB. Na, K-ATPase is also involved in GB tumour
progression. This study analyzes by immunohistochemistry the Na, K-ATPase o subunit

isoforms (al, a2, a3) cellular and subcellular expression patterns in the cell types of GB.

Glioma astrocytes mainly expressed al in the plasma membrane. Tumour stem
cells, pericytes and macrophages, expressed different isoforms (al, a2, a3), both, in
plasma membrane and cytosol. GB may present different isozymes of Na, K-ATPase,
namely a1B1, alp2, alf3, a2Pfl, a2p2, a2p3 a3pl, a3p2 and o3B3, that provide specific
Kinetic properties to any kind of cell and, furthermore, contribute to tumor development,
growth and progression.

Na,K-ATPase is involved in the development and tumour progression not only by
regulating Na" and K* concentrations, but also through the interaction of Na, K-ATPase

with protein kinases.

Keywords: glioblastoma, astrocytes; glioma stem cells; pericytes; isoform; NaK-

ATPase, cardiotonic steroids.
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Resumen

El glioblastoma (GB) es el glioma mas frecuente y agresivo en humanos. Su alto
grado de proliferacion, agresividad, insensibilidad a la radio y quimioterapia y capacidad
invasiva hacen que su pronostico sea fatal. En el desarrollo tumoral del GB se considera

a los canales idnicos y transportadores como participantes activos.

La Na,K-ATPasa también participa en la progresion tumoral del GB. Este estudio
analiza mediante inmunohistoquimica la expresion celular y subcelular de las isoformas
de la subunidad a (al, a2, a3) de la Na, K-ATPasa en todos los tipos de células del GB.

Los astrocitos tumorales expresan principalmente ol en la membrana. Las células
madre tumorales, pericitos y macrofagos, expresan diferentes isoformas (al, a2 y a3)
tanto en la membrana plasmatica como en el citoplasma. EI GB puede presentar diferentes
isoenzimas de Na,K-ATPasa, alBl1, alp2, alB3, a2B1, 02p2, 02B3 a3p1, a3p2 y a3p3,
que proporcionan propiedades cinéticas especificas a cualquier tipo de célula y, ademas,

contribuyen al crecimiento y desarrollo del tumor.

La Na,K-ATPasa esta involucrada en el origen, desarrollo y progresion tumoral,
no solo regulando las concentraciones de Na™ y K*, sino también a través de la interaccion

de Na,K-ATPasa con las protein kinasas.

Palabras clave: glioblastoma; astrocitos tumorales; células madre de glioma; pericitos;

Na,K-ATPasa, esteroides cardiotonicos.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Glioblastoma (GB).

El Glioblastoma es el tumor primario del sistema nervioso central mas frecuente vy,
a pesar del tratamiento, con mayor mortalidad en adultos. Dentro de los gliomas, se
encuentran los astrocitomas, cuyo nombre hace referencia a los astrocitos y que se
clasifican en diferentes grados segln su agresividad, siendo el de grado IV, el astrocitoma
mas agresivo y comun en humanos [1]. El glioblastoma es el grado més alto de tumor de

tipo glioma, siendo a su vez, la forma mas maligna de astrocitoma.

Desde que lo describiera Rudolf Carl Virchow y hasta 2016, por su pleomorfismo
celular, se lo denomin¢ glioblastoma multiforme, en la actualidad glioblastoma [2]. El
glioblastoma se clasifica en primario, que es aquel que surge en pacientes de mayor edad
tras una historia clinica breve. Este, esta caracterizado por una progresion rapida. Por otro
lado, el glioblastoma secundario es mas frecuente en pacientes jovenes, los cuales

evolucionan a partir de un astrocitoma difuso o anaplasico.

El pronostico en pacientes con GB es muy poco favorable, solo uno de
aproximadamente diez casos consigue superarlo pasado los dos afios. Este hecho, se debe
a su alto rango de proliferacion, su agresividad, insensibilidad a la radio y quimioterapia
y capacidad invasiva. La mayoria de los tratamientos no consiguen eliminar todas las
células tumorales. La cirugia consiste en la reseccion de la masa tumoral, sin embargo,
suele ser insuficiente debido a la naturaleza difusa de la enfermedad; la quimioterapia,
presenta limitaciones por la presencia de la barrera hematoencefélica, ya que, la

penetracion en células cerebrales es limitada.

El glioblastoma, al igual que muchos otros tumores solidos, se caracteriza por
presentar heterogeneidad, la cual tiene un papel fundamental en el resultado de la
malignidad ya que no solo da lugar a la confusion en el diagndstico, sino también dificulta
el tratamiento [1]. Dentro de la heterogeneidad, tenemos la intertumoral, que se debe a
una diferencia entre los tumores localizado en un mismo 6rgano; y la intratumoral, en la

que, hay diferencia en las células dentro de un mismo tumor. Ademas, es clave para la
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tumorigénesis responsable de la progresion, resistencia, potencial metastasico y recaida
del tumor [3].

Existe una organizacion jerarquica en la que un tumor se genera a partir de células
con caracteristicas de células madre, en nuestro estudio Glioblastoma Stem Cells (GSCs).
Estas células mantendran su poblacion y generaran células hijas mas diferenciadas, con
propiedades de proliferacion limitada, las cuales constituyen la mayor parte del tumor a
diferencia de las GSC que solo son una subpoblacion [3]. Ademas, la heterogeneidad
también se ve influenciada por el microambiente del tumor y la plasticidad celular [4].
Esto genera un aumento en la tasa de proliferacion, capacidad de invasion, angiogénesis,

inmunosupresion y metastasis.

El GB también esta formado por astrocitos tumorales o células del glioma, células
vasculares, como las endoteliales y los pericitos; los telocitos y células inmunes como las
celulas mieloides infiltrantes de glioma (G1M) o macréfagos asociados a tumores (TAM),
ademas de las neuronas restantes [5,6]. Los TAMs, comprenden entre el 30 y el 50% del

GB, siendo de gran importancia para el crecimiento de gliomas [5].

Varios estudios sefialan la importancia de los canales ionicos, las bombas y los
transportadores para mantener el singular crecimiento e invasion a medida que los

gliomas invaden el parénquima cerebral, incluida la Na,K-ATPasa [6].
1.2. Na,K-ATPasa.

La Na,K-ATPasa, también conocida como bomba de sodio, es una enzima alojada
en la membrana plasmatica de todas las células animales [7,8]. Es la encargada de
intercambiar tres moléculas de sodio por dos moléculas de potasio contragradiente, con
la hidrolisis de una molécula de ATP. Este sistema se encarga de regular la homeostasis
celular y de mantener el gradiente electroquimico, mantiene funciones celulares
esenciales, como el volumen celular, la produccion de calor y la regulacion del pH
intracelular [7,8]; ademas, es receptor de glucdsidos cardiotonicos, hecho importante, ya
que estas moléculas se han propuesto también para el tratamiento de pacientes con GB

que no responden a la quimioterapia y cuyos tumores sobreexpresan la isoforma al [6].

2/26



Universidad SECCION DE | EACULTAD
de Lalaguna BIOLOGIA | DECIENCIAS

Expresion de isoformas de la Na, K-ATPasa en glioblastoma

La bomba de sodio es también un transductor de sefiales y activador de la
transcripcion, hecho que influye en la proliferacion e hipertrofia celular, la adhesion y

motilidad celular y la apoptosis [6].

La Na,K-ATPasa, esta formada por dos subunidades esenciales, la a, que es una
subunidad transmembrana catalitica de paso mdltiple, y la B, que es reguladora, necesaria
para biogénesis y actividad del complejo enzimético. Al dimero af se le puede unir una
subunidad opcional y [7-9]. En vertebrados, la subunidad a tiene 4 isoformas, al-4, y la
B de tres B1-3. Todas las isoformas se pueden asociar de forma promiscua para crear una

bomba funcional [6-8].

De las cuatro isoformas conocidas, ol parece estar presente en todas las células y
tejidos; 02 y a3 se expresan en tejidos eléctricamente excitables. a 2, se ha encontrado
principalmente en el cerebro, el corazén y el musculo esquelético y a3 es el mas
restringido en su expresion, encontrandose principalmente en las neuronas y del cerebro,

ademas de en el miocardio humano y primates. a4 solo se expresa en los testiculos [7].

La expresion de las isoformas  en GB ya ha sido estudiada con anterioridad por
nuestro y otros laboratorios [6].

2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Muestras.

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de La Laguna y
por el Comité Etico del Hospital Universitario Nuestra Sefiora de La Candelaria
(HUNSC).

Las muestras de glioma incluidas en parafina para este estudio fueron obtenidas de
siete pacientes sometidos a una cirugia inicial, los cuales, no recibieron tratamiento
quimiotérapico ni radioterapico antes de la misma. Todos los pacientes firmaron un

consentimiento informado para el diagndstico e investigacion de muestras de tejido.
2.2. Desparafinado y rehidratacion.

Realizamos un desparafinado seguido de una rehidratacion. Se comienza con tres

lavados en xileno de 5 minutos cada uno para eliminar la parafina. Tras el desparafinado,
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se lleva a cabo la rehidratacion mediante lavados de 5 minutos en concentraciones

decrecientes de etanol (100%, 96% y 70%). Finalmente, se realizan dos bafios en agua

miliQ, de 10 minutos cada uno.

2.3. Revelado del antigeno.

Anticuerpo Diana Tipo ! Clase ? Huésped Dilucion Procedencia
Na, K-ATPase a3 .
a3XVIF9-G10 subunit isoform P M Mouse 1:5 K. Sweadner
Platelet-derived
PDGFrf growth factor P M Goat 1:50 R&D Systems
receptor beta
w2 Na, K-ATPase a2 p M Rabbit 1:200 A. McDonough
subunit isoform
Na, K-ATPase a3 . .
03 subunit isoform P P Rabbit 1:300 Coplan
Na, K-ATPase al . . .
a1(620) subunit isoform P P Rabbit 1:1000 M. Kashgarian
Cluster of Ready-to-
Chal differentiation 31 P M Mouse use Dako
Hematopoietic Readv-t
CD34 progenitor cell P M Mouse eaus)(/e- o Dako
antigen CD34
lonized calcium
Ibal binding adaptor P P Goat 1:500 Abcam
molecule 1
Glial Fibrillar ) .
GFAP Acidic Protein P M Mouse 1:100 Sigma
Sex determining )
SOX2 Region Y-box 2 - P P Mouse 1:100 R&D Systems
Nestin Nestin P M Mouse 1:25 R&D Systems
DyLight®650-
conj. Anti- Mouse-1gG S P Goat 1:100 Abcam
mouse
FITC-conj. . . —— .
Anti-rabbit Rabbit-19G S P Goat 1:200 Sigma-Aldrich
. Jackson
CYS’_-conj. Goat-1gG S P Donkey 1:400 Immunoresearch
Anti-goat .
Laboratories

Observaciones:

! Tipo: P = Primario; y S = Secundario.

2 Clase: P = Policlonal; y M = Monoclonal.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados
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Para desenmascarar los sitios antigenicos, las muestras se colocan en una caja de vidrio
y se cubren con una solucién de tampon citrato pH 6. Ademas, se colocan en el autoclave

durante 10 minutos y posteriormente se enfria durante otros 10 minutos en agua miliQ.

2.4. Inmunofluorescencia con doble marcaje.

Tras el revelado del antigeno, se realizan tres lavados de 10 minutos cada uno en
TBST (solucion 1X Tris tamponada, 0,1% Triton® X-100 SIGMA). Después, se aplica
una solucion de bloqueo/permeabilizacion (TBS 1X, Albumina al 5% del suero bovino
SIGMA (BSA) y Triton al 0,3%) durante una hora a temperatura ambiente. Una vez
pasada la hora, se vuelve a realizar un lavado en TBST para posteriormente afiadir una

mezcla de los dos anticuerpos primarios durante la noche a 4°C en agitacion.

Al dia siguiente, se vuelven a realizar cuatro lavados, durante 15 minutos cada uno.
Después, se aplica la mezcla de dos anticuerpos secundarios conjugados a dos
fluorocromos diferentes durante una hora a temperatura ambiente y en oscuridad, para lo

cual, cubrimos las muestras con papel de aluminio.

Los anticuerpos para IF se diluyen en una solucién TBST 1X, BSA al 1% y Triton
al 0,1%. Tras afiadir los anticuerpos secundarios, las muestras se lavaron cuatro veces,
diez minutos cada una. Finalmente, las muestras se montaron con ProLong® Diamond
Antifade Mountant con DAPI (Molecular Probes by Life Technologies) para visualizar

los nucleos celulares.
2.5. Anticuerpos.

Los anticuerpos utilizados en este estudio (primarios y secundarios) estan

especificados en la Tabla 1.

2.6. Microscopia confocal.

Para la obtencion de imagenes, el microscopio confocal empleado fue Leica TCS
SP8 con objetivos HC PL APO CS2, de 10-40X.
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3. OBJETIVO.

El objetivo de este trabajo es estudiar la expresion celular y subcelular de las
distintas isoformas de la subunidad o de la Na,K-ATPasa en GB utilizando técnicas de

inmunohistoquimica con inmunofluorescencia en microscopia confocal.

Para distinguir los diversos tipos de células que forman el GB, hemos utilizado
marcadores celulares especificos en las inmunolocalizaciones con doble marcaje con

anticuerpos especificos contra las distintas subunidades de la Na,K-ATPasa, (Tabla 2).

Anticuerpo Marcador

Anti-lbal Microglia/Macrophages

Anti-GFAP Astrocytes/Astrocytoma cells

Anti-Nestin Neural stem cells/Glioblastoma stem cells
Anti-CD31 Endothelial cells/Monocyte-derived macrophages/pericytes
Anti-CD34 Endothelial cells/Macrophages/telocytes
Anti-Sox2 Neural stem cells/Glioblastoma stem cells
Anti-PDGFrf Neural stem cells/Glioblastoma stem cells/pericytes

Tabla 2. Marcadores utilizados.

4. RESULTADOS.

Las diferentes isoformas de la subunidad a de la Na,K-ATPasa se localizaron, por
lo general, tanto en citoplasma como en membrana plasmatica, presentando mayor
incidencia en la membrana celular. En ningin caso observamos sefial ni en el interior del
nucleo ni en la envuelta nuclear. Ademas, pudimos identificar el tipo celular de las

distintas células mediante la utilizacion de marcadores especificos.
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4.1. Expresion de la isoforma al.

En las muestras de GB, la isoforma al de la Na,K-ATPasa se observé localizada
generalmente en la membrana de las células, aunque, ocasionalmente, se observo en el
citoplasma y con un patrén punteado (Figuras 2-4). El doble marcaje con nestina
(marcador de células madres) y al, nos ha permitido observar células en las cuales se
colocalizan las dos proteinas, indicAndonos que esta subunidad de la Na,K-ATPasa se

expresa en las células madre (Figura 1, flecha blanca fina).

Figura 1. Inmunolocalizacion fluorescente de doble marcaje de la isoforma ol y nestina en GB.
La isoforma al de la Na,K-ATPasa se localiza principalmente en la membrana. Flecha blanca
fina: célula positiva para al y nestina. Flecha amarilla: agrupacion de tres células positivas para
al, pero negativas para nestina. Flecha blanca ancha: positiva para nestina, pero negativa para a.l.
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En la figura 2 se aprecia un glomérulo, estructura caracteristica de estos tipos de
tumores. El triple marcaje con al, Ibal (marcador de microglia/macrofagos) y GFAP
(marcador de células gliales), nos permitié observar células positivas para las tres
proteinas con expresion variable (Figura. 2, flechas blancas y flecha amarilla; Figura. 3,
flecha blanca ancha), asi como células positivas solo para Ibal y al (Figura. 2, punta de
flecha; Figura. 3, flecha amarilla; Figura 4, flecha blanca fina), o positivas solo para
GFAP y al (Figura. 3, flecha blanca fina).

Figura 2. Inmunolocalizacion fluorescente de triple marcaje de la isoforma al, Ibal y GFAP en
GB. Flecha blanca fina: dos células GFAP+ Ibal+ que expresan al. Flecha ancha: positiva para
al, Ibal y GFAP. Flecha amarilla: intensa expresion de GFAP y una débil expresion de Iba 1y
al. Punta de flecha: positivas para al, y para Ibal, pero negativas para GFAP.
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Figura 3. Inmunolocalizacion fluorescente de triple marcaje de la isoforma al, Ibal y GFAP en
GB. Flecha blanca ancha: célula positiva para GFAP, Ibal y al; al se localiza en la membrana.
Flecha blanca fina: célula positiva para GFAP y al. Flecha amarilla fina: célula con una expresion
citoplasmatica de Ibal y al. Flecha amarilla ancha: positiva para Ibal y al.

El triple marcaje con aol, Ibal y CD31, (marcador de células
endoteliales/macrofagos derivados de microglia/pericitos), nos permitié observar
células positivas para las tres proteinas, con una expresion variable (Figura 4). En la
figura 5 se puede observar una célula positiva para al, que, dada su localizaciéon y
morfologia, y siendo positiva para CD31, es muy probable que sea un pericito (Figura

5, flecha amarilla ancha).

9/26



Universidad SECCION DE | EACULTAD
de Lalaguna BIOLOGIA | DECIENCIAS

Expresion de isoformas de la Na, K-ATPasa en glioblastoma

L3 20pum 20pm 20pum

-

s I o B ke o31/gl,
o X . g% E e - ' ,F
. ; # P

20pum v . 20pum

Figura 4. Inmunolocalizacion fluorescente de triple marcaje de la isoforma al, Ibal y CD31 en
GB. Laisoforma a1 de la Na,K-ATPasa se localiza principalmente en el citoplasma, observandose
asi un punteado en el interior celular. Flecha blanca fina: expresion positiva para al, Ibal y CD31.
Flecha amarilla: intensa expresion de al e Ibal, débil expresion de CD31. Flecha blanca ancha:

célula positiva para al Ibaly CD31.

Figura 5. Inmunolocalizacion fluorescente de doble marcaje de la isoforma al, Ibal y CD31 en
GB. Flecha amarilla: célula positiva para Ibal y CD31, negativa para al. Flecha blanca fina:
célula negativa para CD31 e Ibal, con una alta expresion de a1 en un solo lado de la célula. Flecha
amarilla ancha: célula con aspecto alargado alrededor del vaso, positiva para CD31 y que expresa

al. Flecha gris: célula positiva para al e Ibal.
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4.2. Expresion de la isoforma a2.

En las muestras de GB, la isoforma a2 de la Na,K-ATPasa se observo en la
membrana celular. El doble marcaje con a2 y PDGFrp, utilizado como marcador de
NCSs/GSCs/pericitos, nos ha permitido identificar tales células que expresan la
subunidad a2 y positivas para PDGFrf. En la figura 6, la flecha blanca sefiala una
célula positiva para las dos proteinas y que, debido a su localizacion y morfologia, es
un pericito. Con respecto a las células PDGFrf*/02" indicadas por las flechas en la
figura 7, no se puede decir que tipo de célula son (células madres o pericitos), porque

la morfologia no es tan clara.

Figura 6. Inmunolocalizacion fluorescente de doble marcaje de la isoforma a2 y PDGFrf3 en GB.
La flecha blanca indica un pericito PDGFrf3* en contacto con las células endoteliales de la pared
de un vaso sanguineo, y que expresa o2.
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Figura 7. Inmunolocalizacion fluorescente de doble marcaje de la isoforma 02 y PDGFrf en GB.

Para confirmar la expresion de a2 en pericitos, hemos utilizado CD31, otro marcador
comunmente usado para distinguir pericitos, en experimentos de triple marcaje con o2 e
Ibal. Estos experimentos han evidenciado que la isoforma o2 se expresa en
microglia/macrophagos Ibal® (Figura 8, flecha blanca fina), asi como en pericitos CD31"
(Figura 8, flecha blanca ancha). Ademas, hemos observado la presencia de células 02"

que expresan ambos marcadores (Figura 8, flecha amarilla fina).

La isoforma a2 se localiza también en los podosomas/invadosomas de las células

(Figura 8, flecha amarilla ancha, recuadro).
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a2/CD31/1

Figura 8. Inmunolocalizacion de fluorescencia de triple marcaje de la isoforma a2, Ibal y CD31
en GB. La isoforma 02 se expresa en microglia/macrofagos Ibal® (flecha blanca fina) y en
pericitos CD31* (flecha blanca ancha). La flecha amarilla fina sefiala una célula positiva para las
3 proteinas. La flecha amarilla ancha y el recuadro en el panel A, muestran una célula en la que
a2 se localiza en los podosomas/invadosomas.

4.3. Expresion de la isoforma a3.

En las muestras de GB, la isoforma o3 de la Na,K-ATPasa se observo tanto en
membrana como en citoplasma. El doble marcaje con SOX2, marcador para NCSs/GSCs,
y a3, nos permitid observar células positivas para ambos marcadores indicandonos la

posibilidad de que se trate de células madre (flechas en figura 9).
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Figura 9. Inmunolocalizacion fluorescente de doble marcaje de la isoforma a3 y SOX2 en GB.
Se observa a3 en la membrana de células SOX2* (Flechas blancas).

El doble marcaje con PDGFrf3, como marcador de NCSs/GSCs/pericitos y a3, nos
ha permitido observar células que expresan las dos proteinas, indicandonos asi, la
posibilidad de que se trate de células madre (Figura 10 flecha blanca ancha) y/o pericitos
(Figura 10, flecha amarilla).
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Figura 10. Inmunolocalizacion fluorescente de doble marcaje de la isoforma a3 y PDGFrf3 en
GB. PDGFr y a3 se expresan en los pericitos, células muy proximas a un vaso sanguineo y con
morfologia alargada (flecha amarilla). A veces la expresion de a3 y PDGFrf no se da de manera
uniforme a lo largo de toda la célula si no que se limita a algunas zonas (flecha blanca fina).
Ademas, se observan células que expresan o3 en el citoplasma (Flecha blanca ancha).

En las células PDGFrB*, a3 se puede observar tanto en la membrana de las células
(Figura 11, flecha amarilla y blanca fina) como en el citoplasma (Figura 11, flecha blanca

ancha).
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Figura 11. Inmunolocalizacion fluorescente de doble marcaje de la isoforma o3 y PDGFrf3 en
GB. En células PDGFrf*, 03 se expresa en el citoplasma (flecha blanca ancha), o en la membrana
(flecha amarilla).

En el estudio de a3, también se realiz6 un triple marcaje con a3, Iba 1 y CD34, con
el fin de profundizar en el tipo celular y analizar la presencia de células endoteliales,
macrofagos y telocitos. En la figura 12, se observa una zona en la cual la subunidad o3
se localiza prevalentemente en el citoplasma, con un patron punteado. La flecha blanca
sefiala un grupo de macréfagos Ibal™ cerca de un vaso sanguineo tumoral, que expresan
a3 en el citoplasma. Localizacion citoplasmatica de la subunidad se observa también en
células CD34" (Figura 12, flecha amarilla). Las flechas en la figura 13 sefialan

macrdfagos 1bal*/CD34" que expresan o3 en la membrana y en el citoplasma.
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a3/CD34 . o3/

Figura 12. Inmunolocalizacion fluorescente de triple marcaje de la isoforma a3, Ibal y CD34 en
GB. Elevada expresion de a3, prevalentemente en el citoplasma y con un patron punteado. La
flecha blanca indica un grupo de células Ibal* alrededor de un vaso sanguineo. La flecha amarilla

sefiala células endoteliales CD34*.

Figura 13. Inmunolocalizacion fluorescente de triple marcaje de la isoforma a3, Ibal y CD34 en
GB. Las flechas indican células CD34*/Ibal* con una expresion de a3 en el citoplasma y en la

membrana.
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5. DISCUSION.

Actualmente se cree que los canales ionicos y las bombas, como la Na,K-ATPasa,
no solo regulan el potencial de membrana, la homeostasis y la sefializacidn eléctrica, sino
que también tienen un papel importante en proliferacion, migracion, apoptosis y
diferenciacion celular, hecho que los relaciona directamente con la progresion del cancer.
Ademas, con la participacion de transportadores bombas y canales en el crecimiento e

invasion, se han empezado a considerar canalopatia del cancer [10].

La Na,K-ATPasa, es la responsable de mantener un balance eléctrico y osmético en
las células. Una acumulacién de K* en el espacio cerebral extracelular puede causar la
despolarizacion de neuronas y células de la glia llegando incluso a alterar la sefializacion
neuronal. Este exceso de K* extracelular es eliminado por los astrocitos gracias a la
bomba de sodio. Sin embargo, una alteracion de esos astrocitos, y con ella, una alteracion
en el funcionamiento de la Na,K-ATPasa producird un aumento en el tamafio celular

acompariado de una mayor invasion [6].

En este estudio analizamos los patrones de expresion de la subunidad o y sus
isoformas en GB. Ademas, analizamos la expresion conjunta con otros marcadores como
Ibal, CD31, PDGFrp y SOX2 que permiten identificar el tipo celular.

Para este fin, utilizamos microscopia confocal, obteniendo imagenes de gran
calidad omitiendo toda la informacion optica fuera de foco, la cual degradaria la imagen,
como ocurre en la microscopia convencional. Esta metodologia nos ha permitido ver la

co-localizacidn de las diferentes proteinas y su patron de expresion celular y subcelular.

Hemos encontrado que las tres isoformas de la subunidad a de la Na,K-ATPasa (a1,
a2, o3) fueron observadas tanto en la membrana celular como en el citoplasma. al, se
expresa tanto en membrana como en citoplasma, aungue, se localiza mayoritariamente en
la membrana. a3se visualizé principalmente en el citoplasma, pero también se encontrd
en la membrana plasmatica, aunque con menor prevalencia. La isoforma a2 se observo

exclusivamente en la membrana plasmatica.
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GB al 02 a3
Células del glioma +++ - -
Células endoteliales ++ - +
Pericitos + +++ ++
Telocitos - - +
TAMs ++ +++ +++
Células madre ++ ++ ++
Observaciones:
La simbologia utilizada es la siguiente: +++ expresion elevada; ++ expresion intermedia; +
expresion baja.

Tabla 3. Niveles de expresion de cada isoforma a de la Na,K-ATPasa en cada tipo de célula del GB.

Estudios anteriores mostraron que al se ha detectado en neuronas y astrocitos,
mientras que 02 se encuentra solo en astrocitos y a3 en neuronas [9]. La distribucion de
al, tiene un patrén uniforme en la membrana plasmatica, mientras que a2 y a3 suelen

presentar un patron reticular paralelo al reticulo endoplasmatico.

El analisis histolégico de GB revela células tumorales altamente anaplésicas y
mitéticas incrustadas en un microambiente tumoral compuesto de microglia,
monocitos/macréfagos infiltrantes, astrocitos reactivos, células endoteliales, pericitos,

células madre neurales/progenitoras y otras células inmunitarias infiltradas [11].

En un individuo sano, la microglia y los macréfagos se encargan de mantener la
homeostasis. En el glioblastoma, los macrofagos asociados a tumores (TAM) representan
hasta la mitad de las células de la masa tumoral, incluyendo macrofagos y microglia
cerebral residente. Estas células tienen como funcion la vigilancia y erradicacion del
tumor. Sin embargo, la microglia y los macrdfagos, sus subconjuntos pro y
antiinflamatorios pueden tener diferentes funciones en la biologia del glioblastoma en
fases especificas de la evolucion del tumor [4,5]. En este estudio hemos observado ese
patron uniforme de al en la membrana plasmatica de células madre neurales y células
madre del tumor. Del mismo modo que se han observado células madre que expresan al

en la membrana, también se aprecio en células endoteliales, macr6fagos y en pericitos.
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Sin embargo, aunque ol se encontrd principalmente en la membrana, algunos
astrocitos presentaron un patron punteado de al en su citoplasma, como signo del
turnover membrana plasmatica-citosol rapido en este tipo de células, este hecho ha sido
frecuentemente ya reportado en la literatura [9]. Ese patrén punteado también se encontro
en macréfagos (células CD31" e Ibal®). Muchos de esos macréfagos presentaron una

elevada expresion de al en su citoplasma.

En las estructuras glomerulares, podemos observar un conjunto de astrocitos que

expresan ol rodeando al mismo, ademds de macréfagos.

Alrededor de los vasos sanguineos se observan células similares a los pericitos
(CD31"), células de morfologia alargada, que presentan una elevada expresion de al en
la membrana. Estos pericitos son frecuentes en este tipo de tumor, ya que, las GSC dan

lugar a ellos para apoyar la funcion de los vasos y el crecimiento del tumor [12].

La expresion de a2 se observd principalmente en la membrana plasmaética. Se pudo
observar gran cantidad de NCSs /GSCs que expresan a2 en la membrana. También, se
encontraron pericitos con una elevada expresion de 02 en membrana (PDGFr* 0 CD31%).
Ademas, al igual que con al, los macrofagos y la microglia expresan 02 en la membrana
(Ibal®).

En el progreso tumoral, junto con el crecimiento celular, angiogénesis, invasion y
metastasis se produce la formacion de invadosomas [6]. Nuestro grupo ya observd
estructuras similares a podosomas en la progresion de GB. demostrando que todas las
celulas del GB menos las neuronas, presentan estructuras similares a dichos podosomas
incluyendo NCSs /GSCs y TAMs [6]. En este trabajo, observamos expresion de o2 en

esas estructuras similares a los podosomas.

La isoforma a3 presenta diferentes patrones de expresion, en membrana y en citosol.
Pudimos observar NCSs y GSCs que expresan a3 (SOX™). Aunque observamos una
célula que dada su condicién SOX2* deberia tratarse de una célula madre, su localizacién
alrededor de un vaso y su morfologia alargada nos hace pensar en un pericito. Esto, se
podria explicar con estudios que confirman que las GSCs pueden dar lugar a pericitos
para apoyar la funcion de los vasos y el crecimiento del tumor [12]. Otros estudios

confirman la transformacién fenotipica de los pericitos in vivo, y pericitos derivados del
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cerebro humano expuestos a condiciones hipoxicas in vitro que cambian su morfologia.
Estos pericitos pasan a expresar marcadores microgliales demostrando asi la capacidad
de los mismos para adquirir un fenotipo microglial [12,13].

Por otro lado, observamos pericitos que expresaban a3 en la membrana, ya que, estos,
ademas de presentar una morfologia alargada alrededor de un vaso son PDGFrf*.Otros
tipos celulares (PDGFrB*) que observamos son células madre con elevada expresion de

a3, tanto en citoplasma como en membrana.

a3 también se expresa en macrdfagos y células endoteliales, en vasos sanguineos de
morfologia peculiar. Este hecho, es muy tipico de estos tumores, ya que, en ocasiones,
los tumores desarrollan vasos sanguineos de diferente morfologia, fundamentales para el
desarrollo y expansion del tumor. En los alrededores del tumor podemos observar
microglia y macrofagos que contribuyen también al desarrollo del GB [4]. Ademas,
también se encontro telocitos, los cuales no son células caracteristicas del tumor, ya que,
también lo encontramos en condiciones normales. Estas células se encargan de diversas
funciones como la organizacién y control de la matriz extracelular, soporte estructural,

creacion de microambientes, comunicacion intercelular, neurotransmision e inhibicion de

la apoptosis.
Tipo celular alpl | alp2 | alp3 | 2Bl | 02B2 | 023 | o3p1 | o3B2 | a3p3

Astrocitos tumorales -+ ++ ++ - - - - - -
Células endoteliales -+ ++ ++ - - - I+ + +
Pericitos + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++
Telocitos - - - - - - - + +
TAMs ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Células tumorales -+ + ++ + + ++ -+ + ++

Observaciones:
La simbologia utilizada es la siguiente: ++, expresion moderada; + expresion baja, +/- expresion
variable de baja a ausente.

Tabla 4. Posibles isoenzimas de la Na,K-ATPasa especificas de cada tipo de célula presentes en GB.
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La Tabla 3 resume los niveles de expresion de cada isoforma a de la Na,K-ATPasa
en cada tipo de célula del GB. Con datos previos de nuestro laboratorio [6], y los obtenidos
en este trabajo, hemos elaborado la tabla 4 con las posibles isoenzimas de la Na,K-

ATPasa especificas de cada tipo de célula presentes en GB.

La asociacion de los polipéptidos o y P para da lugar a multiples isoenzimas se
realiza de forma promiscua dando lugar a las siguientes formas de | Na,K-ATPasa: a1p1,
alP2, o2B1, a2p2, a3P1, y a3p2. Estas asociaciones confieren propiedades cinéticas y
bioldgicas significativamente diferentes. Basdndonos en un estudio anterior realizado por
nuestro laboratorio, en el cual se analizaban las isoformas B, y en este estudio, en GB
observamos mayor expresion de alB3, 02B3 y a3B3, aunque también encontramos el
resto de las isoenzimas (alBl, alB2, a2B1, a2B2, a3B1 y a3B2), mientras que en el
cerebro solo se asocia con isoenzimas alB1 [11,14]. Este hecho, es debido a la gran

inestabilidad gendmica y desregulacién de la expresion de estos genes en GB.

Las afinidades aparentes para cationes y ouabaina se han determinado expresando
enzimas recombinantes en sistemas heter6logos. Las afinidades de las isoenzimas
humanas expresadas en ovocitos de Xenopus laevis son ol1B1> a2p1> a3p1 para Na* y
a3fl = alBl> alB3> al 2> a2p1> a3p3> a3p2> a2p3> a2p2 para K*.

Las células tumorales presentan isoenzimas con una mayor y menor afinidad por Na™.
Ademas, las células en el microambiente circundantes poseen isoenzimas con una
afinidad intermedia. Con respecto a la afinidad por el K*, las células tumorales tienen
isoenzimas Na,K-ATPasa de elevada afinidad por K* y baja afinidad en células del

microambiente [11,14].

A parte del manejo de los cationes, la Na,K-ATPasa tiene la capacidad de unirse a
una clase de sustancias quimicas llamadas esteroides cardiotdnicos (CTS). Muchos
estudios bioquimicos han llegado a la conclusiéon de que la unién de CTS como la
ouabaina a la Na,K-ATPasa (ya sea fosforilada o no fosforilada) mantendra la enzima en
una conformacién cercana tipo E2. Se sabe que esta accion de ouabaina inhibe la funcion
de bombeo de iones de Na,K-ATPasa [15]. Los CTS juegan un papel importante en la

regulacion del crecimiento celular ademas de activar multiples rutas de crecimiento y
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estimular la diferenciacion/apoptosis o el crecimiento hipertréfico/ proliferativo. Estas

funciones de los CTS se relacionan directamente con la progresion tumoral [15].

La interaccion de Na,K-ATPasa con las proteinas kinasas, la fosfatasa, los
transportadores de membrana y otras proteinas celulares hacen de la Na,K-ATPasa un
importante transductor de sefiales. Por ejemplo, la interaccion entre la Na,K-ATPasa y la
Src forma un receptor que puede aportar efectos similares a los ligandos de ouabaina
sobre la fosforilacion de la proteina tirosina y, posteriormente, sobre el crecimiento
celular [15]. En principio, los aumentos en la fosforilacion de las proteinas sustrato pueden
ocurrir mediante la estimulacion de tirosina kinasas, y también a través de la inhibicion

de las tirosinas fosfatasas o ambas [15].

La Na,K-ATPasa no tiene actividad tirosina kinasa intrinseca, pero puede servir como
un receptor tirosina kinasa para transducir la unién de ouabaina en incrementos de la

fosforilacion de la tirosina de proteina a fosforilar [15].
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6.

a)

b)

CONCLUSIONES.

Los distintos tipos de células integrantes del glioblastoma presentan un patron de
expresion diferencial de las isoformas de la subunidad o de la Na,K-ATPasa.

Asi, los astrocitos tumorales expresan predominantemente la isoforma al. Con un
menor nivel de expresion, las células endoteliales expresan las isoformas al y a3.
Los pericitos expresan las tres isoformas, aunque la mas abundante es la a2. Los
telocitos presentan una ligera expresion solo de la isoforma a3. Los macrofagos
asociados al tumor (TAM), las células mas abundantes en el microambiente del
tumor, expresan abundantemente las tres isoformas. Las células madre del

glioblastoma (GSC) expresan las tres isoformas a un nivel mediano.

Basandonos en los resultados de este estudio y en resultados anteriores de nuestro
grupo, podemos afirmar que: los astrocitos tumorales presentan una expresion
moderada de las isoenzimas al1B2 y alp3, y una expresion variable de al1p1.

Las células endoteliales presentan una expresion moderada de las isoenzimas a1p2 y
al1B3; una expresion baja de a3p2 y a3p3; y una expresion variable de alfp1 y a3f1;
las isoenzimas a2B1, a2B2 y a233 parecen estar ausentes. Los pericitos presentarian
las isoenzimas a2f1, a2p2, a2f3, a3p1, a3p2 y a3p3 con una expresion moderada,
y las isoenzimas alf1, alB2 y alf3 con una baja expresion. En los Telocitos las
unicas isoenzimas especificas son a32 y a3B3 con una expresion baja. Todas las
isoenzimas de la Na,K-ATPasa estan presentes en los TAMs (alfl, alP2, alP3,
a2f1, a2p2, a2B3, a3p1, a3p2 y a3p3).

Las diferentes isoenzimas formadas presentan diferentes caracteristicas cinéticas,
proporcionando matices para el transporte de Na*y K™ por estas células y definiendo
sus funciones dentro de la biologia del tumor.

Estas isoformas estan también implicadas en la transduccién de sefiales. Es necesario

realizar estudios mas profundos sobre estos temas.
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CONCLUSIONS.

a)

b)

The different types of glioblastoma cells present an expression pattern of the Na, K-
ATPase a subunit isoforms as follows, tumour astrocytes predominantly express the
al isoform; with a lower expression level, the endothelial cells express al and a3
isoforms. Pericytes express the three isoforms, although the most abundant is a2.
Telocytes present a low expression level of a3 isoform, only. Tumor-associated
macrophages (TAM), the most abundant cells of the tumour microenvironment,
express abundantly all three isoforms. The glioblastoma stem cells express all three

isoforms at a medium level.

Based on the results of this study and previous results of our group, we conclude that:
astrocytes present a moderate expression of the a1p2 and alp3 isoenzymes, and a
variable expression of a1p1. Endothelial cells show moderate expression of the al1p2
and a1B3 isoenzymes; a mild expression of a3p2 and a3p3; and a variable expression
of a1p1 and a3p1 while the isozymes a2p31, a2p2 and a23 are absent. The pericytes
would cast the isozymes a2p1, a2p2, a2p3, a3pl, a3p2 and o3B3 at a moderate
expression level, and the isoenzymes alfl, alp2 and alf3 at a lower level. In
telocytes the only specific isoenzymes are a3p2 and a3B3 with a low expression
level. All isoenzymes of Na, K-ATPase are present in the TAMSs (al1p1, alp2, alp3,
a2Pl, a2p2, a2B3, a3p1, a3p2 and a3p3).

The different isoenzymes formed possess different kinetic characteristics and,
consequently, provide different nuances for the transport of Na™ and K* by any type
of cells defining their functions within tumour biology. Likewise, these isoforms are
also involved in the transduction of signals. Deeper studies on this topic need to be

performed.
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