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RESUMEN

En respuesta al edema celular se liberan osmolitos y agua osméticamente
obligada con la consecuente recuperacion del volumen celular; sin embargo, la
liberaciéon de osmolitos como CI, K* y aminoécidos neuroactivos altera la
excitabilidad neuronal. Evidencia reciente indica que la liberacidon de osmolitos
dependiente de volumen puede ser incrementada significativamente por la
activacion de ciertos receptores acoplados a proteinas G, mediante eventos
dependientes de Ca®*. La trombina genera una gran variedad de respuestas a
través de la senalizacion de los receptores activados por proteasas que
pertenecen a la superfamilia de GPCRs. La trombina, en patologias en las que
coincidan edema celular cerebral y la pérdida de la selectividad de la barrera
hematoencefalica, podria activar de manera anormal a los receptores PAR y
promover una mayor liberacion de aminoacidos excitadores en respuesta al
edema neuronal.

Esto se investigd en el presente trabajo en cultivos primarios de neuronas
granulares de cerebelo de rata bajo dos condiciones de edema, el hiposmético
30% (H30) por reduccion de NaCl y el de isquemia quimica por inhibicién
glicolitica y respiratoria. La condicién H30 induce una liberacidn neta de *H-D-
Aspartato (trazador de glutamato) dependiente de volumen de 2.1% vy la
condicidon de isquemia quimica de 13.1%. La adicién de trombina al estimulo
tiene un efecto potenciador sobre la liberacion de 3.7 veces en H30 y de 1.4
veces en isquemia quimica. El efecto potenciador de trombina sobre la
liberacion de *H-D-Aspartato, en ambas condiciones, depende de la previa
activacion de la via sensible a volumen, inhibida con DCPIB; de su actividad
proteolitica, prevenida por PPACK y de un aumento en la [Ca®]. Bajo la
condicidon H30 el péptido sintético agonista especifico de PAR-1, TFLLR-NH,,
mimetizé la accion de la trombina, respuesta que no se reprodujo en la
condicidn de isquemia quimica. Ademas en esta ultima condicién la liberacidn
ocurrié principalmente por la actividad reversa del trasportador de glutamato,
sensible a DL-TBOA.



ABREVIATURAS

ANOVA - Andlisis de Varianza

ATP — Trifosfato de Adenosina

BAPTA — Acido 1,2-bis (2-aminofenoxi) etano-N, N, N', N'-tetra-acético.
BAPTA-AM — Acido 1,2 - Bis (2-aminofenoxi) etano - N, N, N', N' — tetra-
acético tetrakis (acetoximetil éster)

DAG - Diacilglicerol

DCPIB - Acido 4-[(2-butil-6,7-dicloro-2-ciclopentil-1-oxo-3H-inden-5-yl) oxi]
butanoico

DL-TBOA - DL-Treo-Beta-Benziloxiaspartato

DRV - Decremento Regulador de Volumen

GPCR- Receptor Acoplado a Proteinas G

GTP — Trifosfato de Guanosina

HEPES — Acido 4-(2-Hidroxietil) piperazina-1-etanosulfénico
H30 - Solucién Hiposmética 30%

HT - Solucién Hiposmatica 30% con 5U/ml de trombina

oA - lodoacetato

IP; - Inositol 1, 4, 5 trifosfato

Isq - Isquemia quimica

IT — Isquemia quimica con 5U/ml de trombina

NaN; - Azida de sodio

NGC - Neuronas Granulares de Cerebelo

NMDA - N-Metil-D-Aspartato

PAR - Receptor Activado por Proteasas

PIP, - Fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato

PKC — Proteina Cinasa C

PLC; - Isoforma B de la Fosfolipasa C

PPACK - Fenilalanil-Prolil-Arginina-Clorometil Cetona

RTK — Receptor con actividad de Cinasa de Tirosinas
TFLLR-NH, H-Thr-Phe-Leu-Leu-Arg-NH,

TRP — Receptor a Potenciales Transitorios

[Ca®*]i - Concentracidn de calcio intracelular

VRAC - Canal Aniénico Regulado por Volumen



1. INTRODUCCION

1.1 Volumen Celular
Las células animales han conservado, como rasgo fundamental a través de la
evolucion, la capacidad de responder a los cambios en volumen mediante
mecanismos adaptativos que le permiten recuperar su volumen original. La
preservacion de un volumen constante es parte de la homeostasis celular, ya
gue mantiene la citoarquitectura y la correcta concentracion de moléculas de
sefalizacion en el citosol, ambas caracteristicas son de importancia clave para el
funcionamiento y comunicacién celular. Pequeios cambios en el contenido de
agua en la célula y la variacién en la cantidad de moléculas solubles que
participan como sefales, modifican la interaccion espacial de enzimas,
sustratos, iones y cofactores perturbando la compleja red de senalizacién bajo
la que opera el metabolismo (Pasantes-Morales et al., 2006).

Debido a que las células animales tienen una proporcion muy alta de
agua, su volumen esta directamente relacionado con su movilizacién a través de
la membrana celular. Los movimientos de agua ocurren de acuerdo a su
potencial quimico que esta en funcidn de la concentracion de solutos a ambos
lados de la membrana. De esta manera, en ausencia de un cambio significativo
en la presion hidrostatica, el agua se movilizara en respuesta a la generacion de
un gradiente osmético, es decir, por cambios en la concentracidon de osmolitos

en los compartimientos intra y extracelular (Pasantes-Morales et al., 2010).

1.2 Variaciones en el volumen celular
El volumen total de una célula se mantiene constante en condiciones fisioldgicas
principalmente por el equilibrio de los distintos sistemas de transporte de iones
y solutos organicos a través de la membrana celular. No obstante, dicha
condicidon se encuentra continuamente comprometida por la generacidon de

microgradientes osmaticos locales y transitorios asociados a funciones celulares



como la entrada de nutrientes, la exocitosis de productos celulares, la
remodelaciéon del citoesqueleto y matriz extracelular, la sintesis o degradacion
de macromoléculas, la transmisidn sindptica, entre otros (Pasantes-Morales et
al., 2006; Hoffmann et al., 2009).

Los cambios significativos en el volumen celular son observados bajo
condiciones patolégicas (Fisher et al., 2008). La palabra edema significa
hinchazén, el término edema celular hace referencia al hinchamiento por
acumulacion de agua en la célula. El edema cerebral ha sido clasificado como
vasogénico, cuando es causado por la disrupciéon de Ila barrera
hematoencefalica, o citotdxico cuando resulta de una condicidn patolégica sin la
disrupcidon de la barrera hematoencefalica. En la mayoria de las patologias un
tipo de edema gradualmente resulta en el desarrollo del otro tipo (Pasantes-
Morales et al., 2010).

El incremento en el volumen celular es particularmente grave en el
cerebro, en donde la restriccion que impone el craneo a la expansion tisular trae
como consecuencia la ruptura de vasos, anoxia e isquemia. En condiciones
extremas, cuando el incremento en volumen es rapido y muy severo, ocurre el
herniamiento del cerebro, que al hacer presidn sobre los circuitos neuronales de
control respiratorio y cardiaco del tallo cerebral, genera el riesgo inminente de

muerte (Pasantes-Morales et al., 2006).

1.3 Decremento Regulador de Volumen
La normalizacion del volumen celular ocurre a través de la pérdida de osmolitos
acompanados de agua osmodticamente obligada que restablece el equilibrio
osmotico (Pasantes-Morales et al., 2006; Fisher et al., 2008). El Decremento
Regulador de Volumen (DRV) es la suma de las multiples respuestas
concomitantes a la recuperacién del volumen original de una célula que fue
expuesta a condiciones de aumento en volumen. Dicha respuesta requiere un

mecanismo sensor que detecte el cambio en volumen, una cascada de



transduccidn, que organice y active la salida de solutos intracelulares que
ajusten el contenido de agua con la consecuente correccidn del volumen celular
y una “memoria” del volumen celular original que inactive el proceso de

regulacién de volumen (Pasantes-Morales et al., 2006) (Fig. 1.1).
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Fig. 1.1. Esquema representativo del DRV (Vazquez-Juarez et al., 2008a).

Sensor de volumen. La célula percibe el incremento en volumen mediante
un mecanismo sensor que a su vez debe guardar memoria del volumen original
de la célula, lo que le permite desactivar los mecanismos de regulacién. El
mecanismo sensor no ha sido identificado, ni se ha determinado si participa un
tipo o una variedad de moléculas. Entre los candidatos propuestos se incluyen
moléculas transmembranales que podrian percibir cambios en el ambiente
extracelular y a su vez transducir la sefal al medio intracelular. Los receptores
con actividad de cinasa de tirosinas (RTKs) son sitios de convergencia de una
gran variedad de vias de sefalizacion que al final regulan la expresiéon vy
actividad de numerosas funciones celulares. Los canales receptores a
potenciales transitorios (TRP) como el TRPV4, son canales catidnicos no

selectivos sensibles a osmolaridad y a estiramiento de la membrana. Las



integrinas son moléculas de adhesién célula-matriz extracelular que interactuan
a nivel intracelular con elementos del citoesqueleto, activan sefiales de alerta
que participan en el control del transporte de iones, en la regulacién del
volumen, asi como en el transporte vesicular. También se han considerado
como posibles sensores de volumen sefales como cambios en la concentracion
. . 247 N . .

intracelular de calcio [Ca“']i, variaciones en el agrupamiento macromolecular
por dilucién del citoplasma, cambios en el citoesqueleto o la disminucidén en la

fuerza idnica (Pasantes-Morales et al., 2006).

Osmotransduccion. Es la fase del DRV en la que se activan una variedad
de vias de sefializacidon tendientes a permitir la adaptacion de la célula a la
nueva condicion. El cambio en volumen es un fendmeno complejo que implica
modificaciones en un gran nimero de funciones celulares y no sélo las que
estan directamente relacionadas con la recuperacion del volumen. Entre otras
respuestas celulares que se activan durante el DRV, se encuentran las que estan
encaminadas a la remodelacion de la membrana, reorganizacion del
citoesqueleto y reacciones de adhesidon vinculadas al cambio fisico que
experimenta la célula, el cambio en volumen y su recuperacién; éstas permiten
a la célula adaptarse rapidamente sin rupturas o deformaciones mayores que
interfieran con la integridad de la membrana. Ademas, durante el hinchamiento
y la subsecuente recuperacién del volumen, se presenta la activacion de
proteinas de estrés y elementos de vias de supervivencia de la célula, entre
otras (Vazquez-Judrez et al., 2008a).

Después de que la célula ha percibido el cambio en volumen se amplifica
dicha sefial mediante una cascada de transducciéon que conecta la sefial con los
efectores. Entre los segundos mensajeros que se han postulado como
participantes de esta etapa se encuentran el Ca** y proteinas con actividad
cinasa. El aumento en la [Ca’]i es una respuesta celular consistente a

hiposmolaridad; sin embargo, su contribucién al DRV parece depender del tipo
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celular. También se ha reportado que varias cinasas como proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK), ERK1/2 y p38; la cinasa de adhesién focal
(FAK), miembros de la familia de Src y receptores a factores de crecimiento son

activadas en respuesta a hiposmolaridad (Pasantes-Morales et al., 2006).

Vias de movilizacion de osmolitos. El desplazamiento de agua y la
restauracion del equilibrio osmético con la condicidn a la que quedd expuesta la
célula se logra mediante la movilizacion de osmolitos del interior de la célula al
espacio extracelular. En principio todos los solutos libres en el citosol participan,
pero los que adquieren una contribucion sustancial son los que estan en altas
concentraciones. Los osmolitos en células animales son los electrolitos
presentes en altos niveles en los fluidos intracelulares, por ejemplo K*, ClI' y
pequeifas moléculas orgdnicas de estructura heterogénea: aminoacidos,
polialcoholes y aminas.

Los iones K* y CI" permean principalmente por canales separados pero
interdependientes. El canal de CI" sensible a volumen (Cl',y), a través del cual
sale este anidon en respuesta al hinchamiento celular, ha sido caracterizado en
numerosos tipos celulares y muestra caracteristicas electrofisiolégicas, biofisicas
y farmacoldgicas similares. Se trata de un canal con rectificacidon saliente, con
una conductancia unitaria intermedia de 40-78 pS y muestra una inactivacién
dependiente de voltaje = +60 mV. Exhibe una alta selectividad por los aniones
sobre los cationes, especificamente aniones monovalentes. Su secuencia de
permeabilidad SNC > I'> NO; > Br > CI' > F > gluconato®; corresponde a una
secuencia Eisenman I. El Cl',, es independiente de Ca®', su activacion requiere
de ATP mas no de su hidrdlisis y de su concentracién intracelular. Es sensible a

los bloqueadores generales de canales de ClI” tales como DIDS, SITS, 9-AC, NPPB,

1. . .
Tiocianato > yoduro > nitrato > bromuro > cloruro > fluoruro > gluconato
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DDF?, 4cido niflamico y &cido flufenamico. El 4cido araquiddnico y otros &cidos
grasos poli-insaturados también bloquean la funcion del Cl',. Actualmente se
utiliza al DCPIB como inhibidor especifico del Cl',, porque no afecta a otros
canales de CI" (Decher et al., 2001). A pesar de su distribucion ubicua, la
identidad molecular de Cl,, se desconoce, aunque se han clonado vy
caracterizado numerosos tipos de canales de CI" y que algunos muestran
activacion por hinchamiento, ninguno de ellos reune las propiedades tipicas del
Cl',o (Pasantes-Morales et al., 2006).

En contraste con el Cl',,, que presenta caracteristicas similares en los
diferentes tipos celulares sugiriendo que participa un solo tipo de canal en el
DRV, las observaciones indican que el K que se moviliza en respuesta al
incremento en volumen celular lo hace a través de diversos tipos de canales
involucrados en otras funciones celulares, pero que se activan en respuesta a
sefiales consecuentes al hinchamiento como pueden ser un aumento en [Ca*']i.
El incremento en la [Ca*']i es una respuesta consistente a hiposmolaridad vy
principalmente en células de tipo epitelial, esta elevacion en la [Ca*']i, activa a
los canales de K' dependientes de Ca** (KB), estos canales muestran
conductancia unitaria grande (100-200 pS), sensibilidad al TEA3, caribdotoxina e
iberotoxina. Muchas células como neuronas, astrocitos y otros tipos celulares
regulan su volumen independientemente al incremento en [Ca®*]i como sedal
acopladora; en estas células, el K se moviliza por la apertura de canales
activados por voltaje (Kv), estos canales son rectificadores salientes, se
bloquean por TEA, moxiustoxina, argiotoxina y dendrotoxinas. Los canales de K*
activados por hiposmolaridad o aumento en volumen (K',,) presentan una

conductancia unitaria intermedia, son independientes a Ca”" y voltaje,

? pIDS=Acido 4’ 4diisotiocianatostilbeno-2,2’ disulfénico; SITS=Acido 4-acetamido-
&'isotiocianatostilbeno-2,2’ disulfénico; 9-AC= Acido 9-antraceno-carboxilico; NPPB=Acido 5-nitro-2-(3-
fenilprolilamino) benzoico; DDF= 1,9-dideoxi-forskolin

* TEA Tetraetilamonio
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insensible a los inhibidores clasicos de canales de K* pero que pueden ser
inhibido por clofilio. Los canales de K activados por estiramiento son
insensibles a bloqueadores tipicos pero son inhibidos por gadolinio y quinidina
(Pasantes-Morales et al., 2006).

Los osmolitos organicos que participan en la regulaciéon de volumen
celular forman parte de un grupo heterogéneo de moléculas pequenas que
incluye a los aminoacidos de mayor concentracion intracelular (taurina,
glutamato, glutamina, glicina y alanina), polialcoholes (sorbitol y mio-inositol),
metilaminas (glicerofosforilcolina y betaina) y otros compuestos como
fosfoetanolamina, creatinina, fosfocreatinina y N-acetil-aspartato. En la mayoria
de las especies los osmolitos organicos que estan presentes en mayor
concentracion en el cerebro son glutamato, mio-inositol, creatina, taurina y N-
acetilaspartato, agrupando cerca del 80% del total de la poza de osmolitos
organicos (Pasantes-Morales et al., 2010). Aunque la pérdida de CI' y K'
contribuye de manera significativa al DRV, la reduccién en la concentracion
intracelular de estos iones puede alterar la excitabilidad neuronal (Fisher et al.,
2008). Los osmolitos organicos contribuyen a una recuperacion del volumen
celular de aproximadamente 30-35%. En el sistema nervioso central los
aminoacidos como glutamato, GABA y glicina tienen un doble papel, como
osmolitos y como neurotransmisores, por lo cual su traslocacion puede alterar
la excitabilidad neuronal y la transmisién sindptica (Pasantes-Morales et al.,
2010).

La via de permeabilidad de los osmolitos organicos sensible a volumen se
desconoce molecularmente y se le ha denominado Canal Anidnico Regulado por
Volumen (VRAC). Con base en la sensibilidad farmacoldgica se ha propuesto una
via comun para el ClI" y los osmolitos organicos, ya que la liberacidon de estos
osmoefectores se inhibe en presencia de bloqueadores de canales de Cl tales
como el DIDS, NPPB y DCPIB (Pasantes-Morales et al., 2006); sin embargo, esta

propuesta permanece en discusion.
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La taurina es un aminoacido azufrado que se encuentra en
concentraciones muy elevadas en un gran nimero de tipos celulares, se halla
esencialmente soluble en el citosol, a pH fisiolégico se encuentra como
zwitteridon o ién dipolar, no forma parte estructural de las proteinas, participa
en pocas reacciones metabdlicas como la conjugacién de acidos biliares (acido
taurocélico), es un elemento terminal en el catabolismo de la cisteina y
metionina, lo que le confiere un costo de producciéon notablemente bajo. Estas
propiedades le confieren a la taurina ventajas Unicas como osmolito que
permiten considerarla como representante de los osmolitos organicos u
osmolito ideal al desplazarse dentro y fuera de la célula sin alterar el
metabolismo celular. La activacidon de la salida de taurina se observa frente a
cambios muy pequeiios en osmolaridad, la liberacién de taurina se incrementa
proporcionalmente con la reduccidon de la osmolaridad del medio extracelular
gue a su vez esta en relacidon con el incremento en volumen de la célula (Tuz et
al., 2001); resultando en una alta eficiencia en comparacion con otros

aminoacidos que participan en otras funciones como la neurotransmision.

1.4 GPCRs y DRV
La activacidon de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) inicia una gran
variedad de vias de sefializacion intracelular que influyen en diversas respuestas
celulares, dentro de dichas respuestas hay evidencia que indica que la liberacién
de osmolitos dependiente de volumen puede ser incrementada
significativamente por la activacion de GPCRs (Fisher et al., 2008; Vazquez-
Judrez et al., 2008a).

De manera clasica la activacion de los GPCRs, receptores de siete
dominios transmembranales, resulta de la unién de un ligando especifico que
induce un cambio conformacional en la estructura del receptor que le permite
activar a las proteinas G heterotriméricas, compuestas por las subunidades a, B

y v. Al activarse las proteinas G por la unién de GTP, las unidades se disocian en
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a y el dimero By; la subunidad a tiene cuatro subtipos, de los cuales Ga, activa
la enzima Fosfolipasa C (PLCg) que cataliza la produccién de los segundos
mensajeros inositol 1, 4, 5 trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG), mediante la
hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) en la membrana plasmatica. El
IP; se une a un canal especifico ubicado en el reticulo endoplasmico que
interviene en la liberacion de Ca** hacia el citoplasma celular. El DAG y Ca* por

su parte activan a la proteina cinasa C (PKC) (Fig. 1.2).

Endoplasmic reticulum

Fig. 1.2. Relacion entre la activacidon de un GPCR, la hidrdlisis de fosfoinositidos, la sefializacion

de Ca®™ y la activacion de la PKC (Basic Neurochemistry, 62 edicién).

El aumento en la [Ca®]i es una de las respuestas mas consistentes
inducida por hiposmolaridad; esta respuesta se presenta en la mayoria de los
tipos celulares aun cuando el proceso de regulacién de volumen en algunos
casos ocurre de manera independiente a este incremento, como sucede en
neuronas y astrocitos. Sin embargo, se ha observado que cuando se aumenta la

[Ca*]i por encima del nivel inducido por la hiposmolaridad se magnifica la
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respuesta de liberacién de osmolitos del DRV, asi como su eficiencia. Este efecto
se ha visto empleando un inductor no fisioldgico como el ionéforo ionomicina o
A23187 (Cardin et al., 2003) o por una condicidon fisiolégica como la
estimulacion de un GPCR (Ramos-Mandujano et al., 2007; Vazquez-Juarez et al.,
2008b).

La potenciacidn en la liberacién de osmolitos dependiente de volumen ha
sido observada en respuesta a distintas clases de neuropéptidos (vasopresina,
endotelina u oxitocina), agonistas colinérgicos o adrenérgicos, adenosina, ATP,
trombina o lisofosfolipidos. La mayoria de los receptores identificados
incrementan la liberaciéon de osmolitos, organicos e inorganicos, dependiente
de volumen acoplado a la homeostasis de Ca** y la activacién de la PKC. La
movilizacion estimulada por la activacion del receptor puede ser prevenida por
inhibidores de VRAC; la activacién del receptor no provoca un incremento en la
liberacion de osmolitos bajo condiciones isotdnicas y la liberacién estimulada es
abolida bajo condiciones de hiperosmolaridad. Los GPCRs modulan la actividad
de los canales que han sido activados previamente por el cambio en volumen y
disminuyen la osmolaridad umbral en la que se produce la movilizacién de
osmolitos (Fisher et al., 2008; Vazquez-Juarez et al, 2008a)

Trombina. Entre la extensa variedad de GPCRs, los receptores activados
por trombina se han descrito con un papel modulador de las respuestas
celulares consecuentes al aumento en volumen por hiposmolaridad en
fibroblastos 3T3 (Vazquez-Juarez et al.,, 2008b) y en cultivos primarios de
astrocitos (Ramos-Mandujano et al., 2007). Recientemente se describié que la
trombina también modula la liberacion de osmolitos, en un modelo de aumento
en volumen isosmdtico, inducido mediante una alta concentraciéon de K*
extracelular, en cultivos primarios de astrocitos de corteza de rata (Vazquez-
Judrez et al., 2009).

La trombina es una serina proteasa que se genera en respuesta al dafio

en el tejido vascular y desempefia un papel fundamental en el proceso de
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coagulacion sanguinea (Coughlin, 2000). Ademas de su participacion en la
hemostasis, la trombina induce una gran diversidad de respuestas celulares
mediante la sefalizaciéon a través de la familia de receptores activados por
proteasas (PARs) que consta de 4 miembros, PAR-1 al 4. (Grand et al., 1996;
Coughlin, 2005).

La trombina activa al PAR-1, PAR-3 y PAR-4. La activacion de esta familia
de receptores difiere de la tradicional unién de un ligando exdgeno, el ligando
de los receptores PAR es una secuencia peptidica del propio receptor que queda
expuesta por el corte proteolitico de la trombina en un sitio especifico de la
region amino-terminal extracelular del receptor; ésta secuencia interacciona
con el receptor e induce el cambio conformacional que promueve su interaccion
con las proteinas G iniciando la cascada de sefalizacidon intracelular. Los PARs
pueden estar acoplados a miembros de Giy/13, Gq ¥y Gy por lo tanto puede
regular cinasas de tirosina, produccion de IP3 Ca®*, DAG, la Adenilato Ciclasa,
entre otras (Coughlin, 2000) (Fig.1 3).

Diversas herramientas han sido desarrolladas para el estudio de los
efectos de la trombina sobre los receptores PAR. Experimentalmente se puede
activar especificamente a los distintos miembros de la familia PAR, en ausencia
de trombina, mediante el uso de péptidos sintéticos que modelan la secuencia
ligando especifica para cada receptor (Vu et al., 1991); de las secuencias
disefiadas la TFLLR-NH, muestra gran selectividad para PAR-1. (Hollenberg,
2003). Para caracterizar el efecto catalitico de la trombina se han desarrollado
diversos inhibidores, uno de ellos es el PPACK, que actua formando un enlace
covalente con la serina del sitio catalitico, actuando como un inhibidor
irreversible (Kovach et al., 2009).

Dependiendo de sus niveles en el cerebro, la trombina puede tener
efectos notablemente diferentes, a concentraciones subnanomolares se ha
descrito como un factor neuroprotector y altos niveles de trombina son

reconocidos como una condicidn que contribuye a la muerte neuronal por
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isquemia, hemorragia intracerebral y trauma (De Castro Ribeiro et al., 2006; Xi
et al., 2003). La trombina se genera en respuesta a dafo en el tejido vascular, a

partir de la protrombina en presencia de los factores Xa, Va, Ca*"y fosfolipidos
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Fig. 1.3. Estructura, funcién y sefializacion de PAR-1 (Noorbakhsh et al., 2003).

de membrana; esta trombina vascular entra al parénquima cerebral por trauma
craneano, isquemia u otra patologia en la que se presenten cambios en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica. La barrera hematoencefilica
esta formada por las uniones estrechas entre las células endoteliales y los pies
de los astrocitos perivasculares que envuelven a los capilares cerebrales, esta
barrera puede dafarse por fuerzas mecanicas y hemostaticas o cualquier

situacion que comprometa la funcionalidad de algunos de sus elementos. El
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aumento en la cantidad de trombina en el cerebro bajo condiciones patolégicas
puede generar la activacién anormal de los receptores PAR con consecuencias

lesivas (Xi et al., 2003; De Castro Ribeiro et al., 2006).

1.5 Hiponatremia e isquemia como condiciones de hinchamiento celular.

Hiponatremia. La causa mas comun de hinchamiento hiposmatico es una
condicidn conocida como hiponatremia, que es definida como una reduccién en
la concentracién de Na* en el suero de un valor normal de 145 a 136mEq/litro.
Asi, cuando la concentracidn de Na® en el plasma estd entre 125 y 135 mEq/L,
los sintomas incluyen nausea leve, vdmito y dolores de cabeza; mientras que
por debajo 120 mEq /L (una reduccion en la osmolaridad del plasma de
aproximadamente 20%), paro respiratorio, estado de coma y puede ocurrir
dafio cerebral permanente. Una concentracion de Na* de 110 mEq/L o menor es
asociado con una alta incidencia de mortalidad. La hiponatremia puede ser
resultado de una gran variedad de condiciones patoldgicas como falla cardiaca,
sindrome nefrético o cirrosis hepatica. Un exceso de agua, como ocurre durante
una inapropiada secrecién de la hormona antidiurética (vasopresina) o en
algunos desérdenes psiquiatricos como la polidipsia psicética. Cuando la
osmolaridad del plasma disminuye, como ocurre durante la hiponatremia, el
agua se moviliza siguiendo su gradiente de concentracion y entra al cerebro a
través de la barrera hematoencefalica (Fisher et al., 2008).

Aunque el cerebro no se comporta como un osmémetro perfecto una
reduccion significativa en la osmolaridad del plasma (10-20%), como puede
ocurrir durante la hiponatremia, incrementa el volumen cerebral de un 5 a 7%,
generando compresidon de vasos sanguineos y episodios de anoxia e isquemia
(Fisher et al., 2008).

El edema isosmotico ocurre en ausencia de una variacion en la

osmolaridad del medio externo, este tipo de edema puede presentarse en
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patologias como epilepsia, isquemia, traumatismo craneoencefalico y
encefalopatia hepatica; en estas patologias, los fluidos extracelulares dejan de
ser isotonicos por redistribucion de solutos intracelulares, como K* y CI” ya sea
por falla en sus mecanismos de transporte o por la apertura de vias difusionales,
canales idnicos o por acumulacion de moléculas organicas como urea, lactato o
amonio, que son permeables en la membrana celular. Esto hace al medio
intracelular hipertonico con respecto al extracelular teniendo como
consecuencia un desplazamiento de agua al interior de la célula y por lo tanto
un aumento en su volumen. La respuesta celular al incremento en volumen en
condiciones isosmoticas se ha estudiado en menor detalle que la que tiene lugar
en condiciones anisosmoaticas, los modelos mas estudiados de hinchamiento

isosmético son los que simulan condiciones isquémicas (Tuz et al., 2004).

Isquemia. El metabolismo cerebral depende de la oxidacidn de la glucosa,
la reduccion del flujo sanguineo cerebral causa una rapida disminucion en el
metabolismo originando un severo dano. Cuando la demanda energética del
cerebro no puede ser cubierta por una disminucidon del flujo sanguineo, ya sea
por trauma, hemorragia, paro cardiaco u oclusion arterial, surge una condicion
patolégica conocida como isquemia cerebral. En la isquemia focal el tejido
isquémico es dividido en la zona del foco isquémico y en la zona de penumbra.
En el foco isquémico el flujo sanguineo es disminuido a menos del 15-20% y las
células nerviosas mueren por una rapida despolarizacidon andxica que causa una
pérdida inmediata del potencial de membrana. En |la zona de penumbra las
células son potencialmente rescatables de la muerte por la irrigacién colateral.
La muerte celular inducida bajo estas condiciones esta relacionada con la
pérdida de la homeostasis del Ca** y un incremento en los niveles extracelulares
de aminodcidos excitadores, aspartato y glutamato (Camacho et al.,, 2006;

Mongin, 2007).
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La excitotoxicidad es un tipo de muerte neuronal inducida por la sobre-
estimulacion de los receptores a glutamato, en particular los de tipo NMDA.
Este tipo de receptor muestra una alta permeabilidad a Ca** originando un
influjo masivo de este cation a la célula. La pérdida de la homeostasis del Ca**
activa diversas rutas enzimaticas que participan en la muerte neuronal como
proteasas, que originan dafo celular al degradar proteinas estructurales;
lipasas, que contribuyen al rompimiento de la membrana celular; las
endonucleasas generan alteraciones en el DNA asi como un incremento en la
formacion de especies reactivas de oxigeno por la activacion de la éxido nitrico
sintasa y la disfuncién mitocondrial (Camacho et al., 2006; Mongin, 2007; Rossi

et al., 2007) (Fig.1.4).
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Fig. 1.4. Mecanismos que contribuyen al dafio neuronal por isquemia (Basic
Neurochemistry, 62 edicidn).

Estudios recientes indican que la liberaciéon de glutamato durante la
isqguemia muestra un componente calcio-dependiente, relacionado con la

exocitosis sindptica, un segundo componente relacionado con la activacion de
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canales de ClI sensibles a volumen y un tercer componente asociado a la
actividad en reversa de los transportadores de aminodacidos excitadores. La
liberacion de glutamato a través de estas vias puede ocurrir en diferentes
etapas del episodio isquémico (Camacho et al., 2006; Mongin, 2007).

La liberacion sinaptica es un proceso dependiente de energia y por lo
tanto disminuye durante la falla de energia (Camacho et al., 2006). La falta de
oxigeno y glucosa, afecta la actividad de la ATPasa Na'/K' con un colapso
progresivo de los gradientes idnicos transmembranales, lo que provoca
despolarizacién que origina la acumulacién intracelular de Na* que es seguido
por un influjo pasivo de Cl" y agua, lo cual resulta en un aumento en el volumen
celular. Como consecuencia de la despolarizacién, se genera una liberacion
excesiva de K* y de aminodcidos excitadores con lo que el dafio entra a una
cadena autopropagada de despolarizacidon y excitotoxicidad que causa nuevos
episodios de muerte neuronal (Pasantes-Morales et al., 2000; Tuz et al., 2004).

Los transportadores de glutamato regulan la concentracion extracelular
de este neurotransmisor previniendo neurotoxicidad. La recaptura de glutamato
requiere de Na®, por lo que dependen de su gradiente y del suplemento de
energia. Cuando los requerimientos de energia cerebrales, glucosa y oxigeno, no
son satisfechos por un apropiado riego sanguineo, el gradiente de Na® se
colapsa originando una discapacidad para remover el glutamato y aspartato e
incluso contribuye a la liberacion de estos aminodacidos a través de la operacion
en reversa de los transportadores (Camacho et al., 2006; Mongin, 2007; Rossi et
al., 2007) (Fig. 1.5). En la zona de penumbra isquémica, donde la reduccion del
aporte sanguineo depende de la cantidad de irrigacién colateral, la deplecidn de
energia y la disrupcién idnica son menores, la supervivencia depende del control
de los niveles de aminoacidos excitadores y por tanto las células localizadas ahi
son potencialmente rescatables (Camacho et al., 2006). En estas condiciones
cualquier factor adicional que incremente la salida de glutamato exacerbara el

dano excitotoxico.
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Fig. 1.5. Transportador de glutamato (Camacho et al., 2006).

23



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los cambios significativos en el volumen celular son observados bajo
condiciones patoldgicas. En respuesta al edema celular se pone en marcha el
DRV que mediante la movilizacidon activa de osmolitos intracelulares desplaza
agua osmoéticamente obligada con la consecuente recuperacion del volumen
celular. Dentro de los osmolitos que las células movilizan se encuentran iones
como K, CI"y compuestos de tipo orgénico entre los que destacan aminodacidos
libres. En el caso particular de las neuronas se movilizan aminodacidos que

ademas funcionan como neurotransmisores.

Actualmente se ha reportado que los GPCRs juegan un papel activo
dentro del proceso de regulacion de volumen, debido a que su senalizacion
tiene un efecto potenciador sobre la liberacion de osmolitos dependiente de
volumen. Entre la variedad de GPCRs moduladores del DRV se han descrito a los
receptores activados por trombina (PAR) en fibroblastos, astrocitos corticales y

de cerebelo.

Existen patologias que generan edema neuronal y conllevan cambios en
la permeabilidad de la barrera hematoencefalica; esto se traduce en un
aumento en la concentracidon de trombina en el cerebro. Bajo estas condiciones
nos cuestionamos si la trombina, mediante la activacion y senalizacion de
receptores PAR, puede promover una mayor liberacion de los aminoacidos
excitadores, que funcionan como osmolitos y se encuentran presentes en altas

concentraciones en las neuronas.
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3. JUSTIFICACION

Aunque el DRV ya se ha descrito en cultivos primarios de neuronas granulares
de cerebelo bajo condiciones de hiposmolaridad no se habia estudiado el
potencial efecto que puede adquirir la trombina al promover la liberacién de
aminodacidos excitadores que actuan como osmolitos, que se ha observado en
otros tipos celulares y que se encuentran presentes en altas concentraciones en

las neuronas.

La respuesta celular al incremento en volumen en condiciones
isosmoticas se ha estudiado en menor detalle que la que tiene lugar en
condiciones hiposmoaticas; sin embargo, existen patologias de relevancia clinica

gue presentan hinchamiento de tipo isosmético como el caso de la isquemia.

La importancia del estudio de lo que ocurre con los aminodcidos
excitadores en respuesta al aumento en volumen y a la influencia que pudiera
ejercer un receptor GPCR sobre esta, radica en que una alta concentracion de
aminoacidos excitadores en el medio extracelular induce excitotoxicidad, un
fendmeno desencadenado por la sobreactivacion de receptores NMDA, que
finalmente lleva a la muerte neuronal. Se ha descrito que la excitotoxicidad
consecuente a la isquemia tiene un componente relacionado con la activacion
de la via sensible a volumen, via sobre la cual la trombina podria ejercer un
efecto. De confirmarse este efecto, la trombina podria ser postulada como un
elemento de exacerbacion de la muerte neuronal por excitotoxicidad dentro de
patologias en las que coexistan edema neuronal y cambios en la permeabilidad

de la barrera hematoencefalica.
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4. HIPOTESIS

La trombina como agonista de un receptor acoplado a proteinas G potenciara la
liberacion celular de aminoacidos excitadores, que ocurre en respuesta al

aumento en volumen, en neuronas granulares de cerebelo de rata.
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5. OBIJETIVOS

Objetivo general
Estudiar el efecto de la trombina sobre la liberacién celular de glutamato en
condiciones de edema hiposmadtico e isosmédtico en neuronas granulares de

cerebelo en cultivo.

Objetivos especificos

1. Estudiar si la trombina ejerce un efecto sobre la liberacion osmosensible
de glutamato en respuesta a hiponatremia e isquemia quimica.

a. Establecer si el efecto de trombina depende de su actividad
proteolitica.

b. Identificar si el efecto de la trombina estda mediado por la
activacion de un receptor de la familia PAR.

c. Determinar si el efecto de trombina depende de un incremento en
la [Ca**]i.

2. Estudiar las vias de movilizacion de glutamato en respuesta a las
condiciones de edema empleadas y determinar la via sobre la cual la
trombina ejerce efecto.

a. Determinar si el efecto de trombina ocurre sobre la liberacién a
través de la via activada por aumento en volumen.
b. Establecer la liberacion de glutamato mediada por la actividad

reversa de su transportador.
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6. METODOS

6.1 Modelo de estudio
Se utilizé como modelo experimental cultivos primarios de neuronas granulares
de cerebelo de rata Wistar de 8 dias postnatales (NGC). El empleo de éste
cultivo primario tiene como ventaja que las neuronas derivan de tejido normal,
son de facil acceso, tienen una fisiologia neuronal normal in vitro, asumen las
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y electrofisioldgicas de las neuronas
maduras y el cultivo consiste casi exclusivamente de NGC.

Las NGC son neuronas glutamatérgicas que se localizan en la capa granular
de la corteza de cerebelo y comprenden la poblacidn neuronal mas abundante
de dicho d6rgano. Los cultivos primarios de NGC consisten en neuronas post-
mitdticas, pre-migratorias y pre-maduras; que requieren condiciones
despolarizantes, como agonistas de receptores a glutamato (NMDA) o altas
concentraciones de K* (25mM de KCl); para promover su sobrevivencia en el
cultivo, al simular los requerimientos tréficos de inervaciones glutamatérgicas
durante ese periodo de desarrollo (Alavez et al., 2006).

El reporte de Niclou y colaboradores (1998) indica que en el cerebelo de rata

de 7 dias postnatales se expresa el receptor activado por proteasas 1, PAR-1.

6.2 Cultivo celular
Los animales se obtuvieron del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM. Los cultivos primarios de NGC (Fig. 6.1) fueron preparados como
describen Mordan y Patel (1989). Brevemente, de 4 a 6 ratas fueron decapitadas
para la diseccion, se quitaron la piel y el craneo; el cerebro se removid, se
quitaron las meninges y se extrajo el cerebelo. El cerebelo fue disociado
mecanicamente y el tejido fue digerido con tripsina y desoxirribonucleasa |

(DNAsa); las suspensiones de células disociadas se mantuvieron en Medio Basal
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Eagle suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM de glutamina, 50U/ml
de penicilina, 50 uM de estreptomicina y 4 mM de glucosa. Las células fueron
sembradas a una densidad de 2x10° células en cajas Petri de plastico de 35 mm
de diametro tratadas con poli-L-Lisina (10pug/ml) 24 horas antes. La viabilidad
celular se determind por tincidn con azul tripano y un hemocitdémetro; el cultivo
se incubd a 37°C en una atmdsfera humidificada con 5% CO, y 95% de aire; 24
horas después a los cultivos se les agregd: 25 mM de KCl, para promover la
sobrevivencia de las NGC y 10 uM citosina arabinosa, como agente antimitético

para evitar la proliferacién de astrocitos.

Fig. 6.1. Fotomicrografia del cultivo primario de NGC (Moran et al., 1989)

6.3 Soluciones y farmacos
Todas las soluciones experimentales se ajustaron a un pH de 7.4 vy la
osmolaridad se midi6 en un osmémetro de punto de congelacién marca
Precision System. La solucién isosmodtica contuvo en mM 135 de NacCl, 4.7 de
KCl, 1.17 de KH,PO,, 1.7 de MgS0O,, 1 de CaCl,, 5 de glucosa y 10 de HEPES
(300mOsm). La osmolaridad de las soluciones isosméticas se ajustdé a la
osmolaridad del medio de cultivo de las NGC (325-335 mOsm), en el momento
del experimento mediante la adicion de NaCl. La solucidén hiposmética consistid

en una solucidon a la que se le redujo la osmolaridad 30%, respecto a la
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isosmotica, mediante la disminucion de la concentracion de NaCl. Para la
condicién de isquemia quimica por inhibicion glicolitica y respiratoria se utilizo
una solucién isosmética sin glucosa a la que se le agregd 20 mM de iodoacetato
y 5 mM de azida de sodio. Para las condiciones libres de Ca®* se sustituyd en las
soluciones experimentales el CaCl, por 1 mM de MgCl, y se utilizaron agentes
quelantes de Ca**, se agregd 0.5 mM de BAPTA y se preincubd 50 uM BAPTA-
AM.

La trombina (5U/ml) fue adicionada a la solucidn estimulo sin incubacion
o periodo de pre-estimulacion. El PPACK (1 uM) inhibidor irreversible de la
actividad catalitica de la trombina (Kovach et al., 2009), se preincubd 30
minutos en la solucion estimulo en presencia de trombina antes de comenzar
los experimentos de liberaciéon de aminoacidos. Para reconocer el subtipo de
receptor PAR involucrado en la via de sefalizacion de la trombina se utilizé el
TFLLR-NH, (10 uM), péptido sintético agonista especifico para PAR-1, que se
agrego a la solucidn en sustitucion de la trombina.

El aporte de la via de liberacion de osmolitos organicos activada por
aumento en volumen se establecié mediante el uso de DCPIB (10 uM), inhibidor
selectivo de esta via. El aporte de liberacion de glutamato por la actividad
reversa de su transportador se determind mediante el uso del inhibidor DL-
TBOA (10 uM), ambos inhibidores se agregaron al cultivo con un periodo de
incubacién de 30 minutos y se mantuvieron durante todo el experimento de
liberacién en las soluciones experimentales.

El Medio Basal Eagle, el suero fetal bovino fueron adquiridos de
Invitrogen, L-glutamina de Sigma-Aldrich Chemical (St Louis, MO, USA), TFLLR-
NH, de Bachem Americas (Torrance, CA, USA), la penicilina y estreptomicina de
GIBCO, Invitrogen’s brand, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), el DCPIB y DL-TBOA
de TOCRIS Bioscience (Ellisville, MO,USA), el PPACK de Calbiochem (San Diego,
CA, USA), la trombina fue de Vital Products (de origen de plasma bovino,

actividad especifica > 2000 U/mg proteina), las moléculas radioactivas [2,3->H]-
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Taurina y D-[2,3->H]-Aspartato fueron de American Radiolabeled Chemicals Inc.
(St Louis, MO, USA) y Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK)
respectivamente, las sales para preparar las soluciones experimentales de J.T.
Baker (NaCl, KCI, KH,PO,, MgS0O, y CaCl,), de Sigma Chemicals (D-(+)-Glucosa) y
de Roche (Indianapolis, IN, USA) (HEPES).

6.4 Experimentos de liberacion de aminodcidos

Para determinar la liberacidon de taurina y glutamato se emplearon los
trazadores radioactivos [2,3->H]-Taurina y D-[2,3-3H]-Aspartato, un andlogo no
metabolizable del glutamato, ya que el empleo directo de glutamato tritiado
podria representar un sesgo al ser un aminoacido que participa en una gran
variedad de rutas metabdlicas. A los cultivos primarios de NGC se les cambid el
medio de cultivo por una solucion isosmética y se preincubaron con 0.3 pCi de
cada trazador radioactivo durante una hora; posteriormente se perfundid
1ml/min con medio isosmético, se realizaron 9 lavados para eliminar el exceso
de marca extracelular y estabilizar la liberacidon basal, después se tomaron 3
colectas para establecer la liberacion en condiciones control y 8 colectas en las
qgue la solucidon se remplazé por el estimulo. En los experimentos bajo
condiciones hiposmaticas las colectas se realizaron a una tasa de ImL/min y en
isquemia a 1 ml/5min. Al concluir el experimento se lisaron las células de las
cajas con un raspador. La radioactividad se determind en un contador de

centelleo liquido marca Beckman Coulter.

6.5 Andlisis estadistico
Los resultados se expresaron como el porcentaje de radioactividad liberada en
cada colecta respecto al total incorporada, suma de las colectas y lisado. Con los
porcentajes de radioactividad se construyd un curso temporal de liberacion para
cada condicion, en donde los primeros 3 puntos indican la liberacion basal y los

subsecuentes la liberacion en respuesta al estimulo que fue agregado al tiempo
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t=3 o t=15. Para comparar la liberacién de cada condicién se suméd la
radioactividad acumulada en las 3 fracciones maximas del pico de liberacion.
Los datos mostrados son la media * el error estandar. La significancia estadistica
se determind para comparaciones pareadas con una prueba de t y para
comparaciones multiples con un ANOVA seguido de una prueba post hoc de

Tukey utilizando el software GraphPad Prism.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Edema hiposmoético
El presente trabajo se centrd en el estudio del efecto de la trombina sobre Ia
liberacion de glutamato que ocurre en respuesta al hinchamiento celular. Se
utilizé como aproximacién experimental el seguimiento radioisotépico de
aminodacidos tritiados y se aplicéd la técnica de perfusidn descrita en Vazquez-
Judrez et al., (2008b), detallada en métodos, para establecer la liberacion curso-
temporal de glutamato y taurina en condiciones basales y tras el estimulo de
aumento en volumen, en presencia o ausencia de trombina.

Las NGC exhiben DRV subsecuente al hinchamiento originado por su
exposicidn a una solucién hiposmética (Pasantes-Morales et al., 1993). Como en
la mayoria de los tipos celulares, el DRV en neuronas es un proceso activo
acompafado por la extrusidon de osmolitos como K, CI" y osmolitos orgénicos
(Pasantes-Morales et al., 1994) preferentemente aminoacidos. En un trabajo
previo de nuestro laboratorio se describié que las NGC en cultivo aumentan su
volumen celular cuando son expuestas a una reduccion del 30% en la
osmolaridad externa, asi como que la taurina se moviliza ante cambios minimos
en la concentracién extracelular de osmolitos, lo que permite correlacionar su
liberacion con hinchamiento celular (Tuz et al., 2001).

Para corroborar que una solucidon hiposmoética 30% es una condicidon de
hinchamiento celular en NGC se establecid la liberacidon curso temporal de 3H-
Taurina como una estimacion indirecta de aumento en volumen. Al comparar el
porcentaje de radioactividad acumulada en el pico de liberacion se observé que
la liberacién de H-Taurina en condiciones control es de 1.4%. Al agregar el
estimulo, soluciéon hiposmética 30% (H30), la liberacidén incrementd a un
promedio de 3.5%. La adicién de 5U/ml de trombina a la solucion hiposmética
30% (HT) potencié la liberacion de *H-Taurina a 9.7% (Fig.7.1 A, B y D). Al

considerar solo la liberacion neta, liberacién en cada condicidn sin considerar la
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liberacion basal (Control), la trombina potencid6 4 veces la liberacion
hiposmética (Fig. 7.1 Cy D). La activacién de GPCRs no induce un incremento en
la liberacion de osmolitos bajo condiciones isoténicas (Fisher et al., 2008), por lo
cual el efecto de trombina se describid como potenciador al actuar sélo sobre la

liberacién osmosensible evocada por una condicion de aumento en volumen.
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Fig. 7.1. La exposicidn a una solucion hiposmoética 30% es una condicion de aumento en volumen
en NGC, la adicién de 5U/ml de trombina potencia la liberacién osmosensible de *H-Taurina. A.
Liberacion curso temporal de *H-Taurina: los primeros 3 puntos indican la liberacién basal (Control),
el estimulo H30 o HT fue agregado al tiempo t=3. B. Las barras representan el porcentaje de
radioactividad acumulada en el pico de liberacién (4-6 min.). C. Las barras representan la liberacidn
neta, liberacion en cada condicidn sin considerar la liberacién basal. D. La tabla indica los
porcentajes de estimulacidn de la liberacién en cada condicion. Los datos mostrados son la media +
error estandar. La significancia estadistica se determind para comparaciones pareadas con una
prueba de t y para comparaciones multiples con un ANOVA seguido de una prueba de Tukey.
Significativamente diferente del Control*P<0.05, significativamente diferente de H30**P<0.05; n>4.

El estudio de la participaciéon del glutamato como osmolito en la
regulacién de volumen celular es de particular interés en neuronas por ser el

neurotransmisor excitador del sistema nervioso central de mamiferos.
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La exposicion de NGC a un estimulo H30 provocd un aumento en la
liberacién curso-temporal de *H-D-Aspartato, un analogo del glutamato no
metabolizable, de un 1.8% en condiciones isosméticas (control) a un 3.9 % de
radioactividad acumulada en el pico de liberacion de H30. Tras la adicion de
5U/ml de trombina hubo un pico de 9.5% y al considerar sdlo la liberacion neta
la trombina potencié 3.7 veces la liberacién hiposmética (Fig. 7.2 A, B, Ey F).

La trombina es una serina proteasa y para determinar si el efecto
potenciador de trombina sobre la liberacion de *H-D-Aspartato depende de su
actividad catalitica, se utilizé 1uM de PPACK, inhibidor irreversible de su
actividad proteolitica (Kovach et al., 2009). El tratamiento previene en un 77% la
liberacion osmosensible de *H-D-Aspartato potenciada por trombina (Fig.7.2 C,
E y F). La trombina puede activar a tres de los cuatro subtipos identificados de
PARs, Receptores Activados por Proteasas (Coughlin, 2005). EI PAR-1 es el
subtipo que ha sido descrito como protagonista del efecto potenciador de
trombina sobre la salida de glutamato y taurina en cultivos primarios de
astrocitos (Ramos-Mandujano et al., 2007; Fisher et al., 2008). Para determinar
si es a través de PAR-1 que la trombina ejerce su efecto se utilizé 10uM de
TFLLR-NH,, péptido sintético agonista especifico para dicho receptor
(Hollenberg, 2003). La activacion del receptor PAR-1 independiente de su corte
proteolitico por trombina mediante la unién del péptido TFLLR-NH,, mimetizé el
efecto potenciador sobre la liberacion osmosensible de *H-D-Aspartato que
alcanzé un 9.5% de radioactividad acumulada en el pico de liberacién (Fig. 7.2 D,
E v F). Con los resultados anteriores se concluydé que el efecto potenciador de
trombina sobre la liberacién de 3H-D-Aspartato consecuente a una reduccion en
la osmolaridad extracelular del 30% esta mediado por la activacion proteolitica

del receptor PAR-1.
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Fig. 7.2. La trombina potencia la liberacién osmosensible de *H-D-Aspartato evocada por una
solucion hiposmética 30% a través del corte proteolitico de PAR-1. A, C y D. Liberacién curso
temporal de *H-D-Aspartato: los primeros 3 puntos indican la liberacién basal (Control), el estimulo
H30 o HT fue agregado al tiempo t=3, en presencia o ausencia de inhibidores o agonistas. B. Las
barras representan el porcentaje de radioactividad acumulada en el pico de liberacién (4-6 min.). E.
Las barras representan la liberacion neta, liberacidon en cada condicién sin considerar la liberacion
basal. F. La tabla indica los porcentajes de estimulacidn/inhibicion de la liberacion en cada
condicion. Los datos mostrados son la media + error estandar. La significancia estadistica se
determind para comparaciones pareadas con una prueba de t y para comparaciones multiples con
un ANOVA seguido de una prueba de Tukey. Significativamente diferente del Control*P<0.05,
significativamente diferente de H30**P<0.05, significativamente diferente de HT***P<0.05; n<4.
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Como parte de las seiiales activadas durante la osmotransduccién de la
regulacion de volumen celular hay un aumento consistente en la [Ca®']; se ha
reportado que al promover un aumento mayor, mediante el uso de ionéforos
(Cardin et al., 2003) o por la activacién de GPCRs (Vazquez-Juarez et al., 2008b),
se potencia la liberacion de osmolitos. La activacion del receptor PAR-1 por
trombina aumenta la [Ca®'], cuando esta acoplado a Gag, que al activar a la PLCg
produce, a partir de PIP,, DAG e IP3, este ultimo al ser agonista de canales de
Ca”* del reticulo endopldsmico induce su apertura.

Para determinar si el efecto potenciador de trombina sobre la liberacién

). se establecid la

hiposmotica de osmolitos depende de un aumento en la [Ca
liberacion curso-temporal de *H-D-Aspartato en condiciones libres de este
cation por su omision de las soluciones experimentales junto con el empleo de
agentes quelantes. Este tratamiento no disminuyd significativamente la
liberacién hiposmética de *H-D-Aspartato (Fig.7.3 Ay C), lo que indica que en las
NGC la movilizacién de osmolitos y el DRV son Ca?* independientes, lo que
coincide con el reporte de Moran et al. (1997); asi como que la liberacién
vesicular calcio-dependiente no es una via que contribuye en la liberacién de *H-
D-Aspartato tras el estimulo hiposmoético. La liberacién neta evocada por HT en
las condiciones libres de calcio disminuyd en un 82%, que corresponde a una
completa inhibicion de la liberacién potenciada por trombina (Fig. 7.3 B y C);
con lo cual se concluyd que la liberacion de osmolitos consecuente a la
activacion de PAR-1 por trombina depende de eventos mediados por un
incremento en la [Ca%']..

Se ha reportado que la activacién de GPCRs ejerce efecto sdélo sobre la via
activada por volumen; para corroborar que la via a través de la cual se estd
movilizando el *H-D-Aspartato es la activada en respuesta al aumento en

volumen por condiciones hiposmoticas y que la potenciacion en la liberacidon

ocurre a través de esa via se utilizdo 10uM de DCPIB, inhibidor selectivo de dicha
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Fig. 7.3. El efecto potenciador de trombina sobre la liberacion hiposmaética de 3H-D-Aspartato
depende de un incremento en [Ca er]i. A y B. Liberacion curso temporal de 3H-D-Aspartato, los
primeros 3 puntos indican la liberacion basal (Control) y el estimulo, H30 o HT, en condiciones libres
de Ca** fue agregado al tiempo t=3. C. Las barras representan la liberacién neta, liberacién en cada
condicion sin considerar la liberacién basal. D. La tabla indica los porcentajes de inhibicién de la
liberacién en cada condicion. Los datos mostrados son la media + error estandar. La significancia
estadistica se determind para comparaciones pareadas con una prueba de t y para comparaciones
multiples con un ANOVA seguido de una prueba de Tukey. Significativamente diferente de
H30**P<0.05, significativamente diferente HT***P<0.05, n<4.

via (Decher et al., 2001). El tratamiento con DCPIB previno en un 76% la
liberacién hiposmética de *H-D-Aspartato (Fig. 7.4 Ay C) y disminuyd en un 83%
la liberacidon consecuente a la activacion del receptor PAR-1 (Fig. 7.4 By C), que
corresponde a una completa inhibicion en la potenciacién de liberacidn
osmosensible por HT. Los resultados indican que la principal via por la que se
libera el *H-D-Aspartato en condiciones hiposméticas es la via activada por
aumento en volumen, via sobre la cual la trombina ejerce su efecto al potenciar

la liberacidon de osmolitos.
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Fig. 7.4. La liberacién de 3H-D-Aspartato potenciada por trombina ocurre a través de la via
activada por volumen. A y B. Liberacién curso temporal de 3H-D-Aspartato, los primeros 3 puntos
indican la liberacion basal (Control) y el estimulo, H30 o HT, en presencia o ausencia de DCPIB, fue
agregado al tiempo t=3. C. Las barras representan la liberacién neta, liberaciéon en cada condicién
sin considerar la liberaciéon basal. D. La tabla indica los porcentajes de inhibicion de la liberacién en
cada condicidn. Los datos mostrados son la media * error estandar. La significancia estadistica se
determind para comparaciones pareadas con una prueba de t y para comparaciones multiples con
un ANOVA seguido de una prueba de Tukey. Significativamente diferente de H30**P<0.05,
significativamente diferente HT***P<0.05, n<4.
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7.2 Edema isosmdtico
Poco se sabe sobre la movilizacion de osmolitos por hinchamiento celular en
condiciones isosmdticas como las que ocurren durante la isquemia. Se ha
reportado que el funcionamiento en reversa de los transportadores de
glutamato es el principal mecanismo que conlleva un aumento en los niveles
extracelulares de aminoacidos excitadores durante un proceso isquémico; sin
embargo, otras rutas como la exocitosis y la liberacién inducida por
hinchamiento celular también podrian estar participando (Camacho et al., 2006)
y sobre la via activada por aumento en volumen la trombina podria ejercer
efecto. Con base en esto se caracterizaron farmacolégicamente en un modelo in
vitro, las posibles rutas de liberacién de aminoacidos excitadores asociadas a la
isquemia por inhibicion glicolitica y respiratoria por el uso de 20 mM de azida de
sodio, un inhibidor de la citocromo C oxidasa y 5 mM de iodoacetato, un
inhibidor irreversible de la enzima glicolitica GADPH.

Para determinar si el modelo de isquemia quimica utilizado en el
presente trabajo es una condicién de hinchamiento celular en NGC se establecio
la liberacién curso temporal de >H-Taurina, representante de los osmolitos
organicos cuya liberacidn se correlaciona estrechamente con hinchamiento
celular (Tuz et al., 2001).

La liberacién basal de *H-Taurina (Control) en NGC corresponde a un
3.6%; al agregar el estimulo de isquemia quimica por inhibicién glicolitica y
respiratoria (Isq) la liberacion de °*H-Taurina aumenté a un 8.7% de
radioactividad acumulada en el pico de liberacién y al adicionar 5U/ml de
trombina (IT) al estimulo, se potencid la liberacidn que alcanzé un 12.8% (Fig.
7.5 A, By D). Al considerar sdlo la liberacidn neta, liberacidon en cada condicidn
sin considerar la liberacién basal la trombina potenciéo 1.8 veces la salida
osmosensible de *H-Taurina (Fig. 7.5 C y D); este efecto indicé que el estimulo

de isquemia quimica es una condicion de aumento en volumen en NGC.
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Fig. 7.5. La exposicion a isquemia quimica es una condicion de aumento en volumen en NGC, la
adicién de 5U/ml de trombina potencia la liberacion osmosensible de *H-Taurina. A. Liberacién
curso temporal de *H-Taurina, los primeros 3 puntos indican la liberacién basal (Control) y el
estimulo, Isq o IT fue agregado al tiempo t=15. B. Las barras representan el porcentaje de
radioactividad acumulada en el pico de liberacién. C. Las barras representan la liberacién neta,
liberacidén en cada condicion sin considerar la liberacién basal. D. La tabla indica los porcentajes de
estimulacion de la liberacién en cada condiciéon. Los datos mostrados son la media + error estandar.
La significancia estadistica se determind para comparaciones pareadas con una prueba de t y para
comparaciones multiples con un ANOVA seguido de una prueba de Tukey. Significativamente
diferente del Control *P<0.05, significativamente diferente Isq **P<0.05, n<4.

La liberacion de glutamato por isquemia quimica se estimdé mediante el
empleo del trazador radioactivo 3H-D-Aspartato. Al exponer a NGC al estimulo
de isquemia quimica (Isq) se indujo un aumento en la liberacién de >H-D-
Aspartato, de un 4.2% en condiciones basales (control) a un 17.4%; al agregar
5U/ml de trombina en la solucién de isquemia quimica (IT) la liberacién de *H-D-
Aspartato alcanzé un maximo de 22.9% (Fig. 7.6 A y B). Considerando sélo la
liberacidon neta, la trombina potencié un 42% (Fig. 4.6 Ey F).

Para determinar si este efecto de la trombina depende de su actividad de

serina proteasa se pretratdé con 1uM de PPACK (IT PPACK), un inhibidor
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irreversible de su actividad proteolitica (Kovach et al., 2009), el tratamiento
disminuyd la liberacién en un 36% lo que corresponde a una completa inhibicién
del efecto potenciador de trombina sobre la liberacion de *H-D-Aspartato (Fig.
7.6 C, Ey F). Para determinar la participacion de PAR-1 en el efecto de trombina
se agregd 10uM de TFLLR-NH,, péptido sintético agonista especifico del
receptor PAR-1, a la solucién estimulo (I TFLLRN) pero no se equiparo el efecto
potenciador de la liberacion de *H-D-Aspartato por trombina (Fig. 7.6 D, E y F).
Los resultados anteriores indican que el efecto de trombina sobre la liberacion
de *H-D-Aspartato en la condicidn de isquemia quimica depende de su actividad
catalitica pero no del corte proteolitico de PAR-1; una posible explicacion es que
la trombina, por su actividad enzimatica, es capaz de activar a un mayor nimero
de receptores PAR de los que se podrian activar solamente por uso de un
agonista, como lo es el péptido sintético, convirtiéndose en un factor limitante
para mimetizar el efecto de trombina. Ademds la trombina podria estar
activando otro subtipo de receptor PAR, como el PAR-4 que no se probd en este
trabajo.

La [Ca®'], puede aumentar durante la isquemia por la activacion de
canales de Ca®* sensibles a voltaje, de canales de Ca** del tipo NMDA, por el
intercambiador Na*/Ca®* y por el cese del funcionamiento de la bomba de Ca®
como consecuencia de la disminucion del metabolismo energético y de la
produccidon de ATP. Para determinar la dependencia del efecto potenciador de
trombina al Ca** se realizaron experimentos de liberacién de *H-D-Aspartato en
condiciones libres de este catidon. Bajo estas condiciones la liberacidon neta
consecuente al estimulo de isquemia quimica disminuye en un 39.8% (Fig. 7.7 A,
C y D); lo que sugiere que la liberacion via exocitosis calcio-dependiente
contribuye a la liberacién de >H-D-Aspartato por isquemia. La liberacién
posterior a la activacion del receptor a trombina es completamente prevenida
en condiciones libres de Ca** (Fig. 7.7 B, C y D), lo que indica que el efecto

potenciador de trombina depende de la sefializacién de [Ca®']..
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Las otras vias de liberacion que pueden estar participando en la
movilizacion de *H-D-Aspartato tras la exposicién al estimulo de isquemia
quimica son la actividad reversa del transportador de glutamato, como
consecuencia de la pérdida del gradiente de Na' y la via de liberacién de
osmolitos organicos activada por aumento en volumen. Para corroborar que la
potenciacién en la liberacién de *H-D-Aspartato por trombina ocurre a través de
la via sensible a volumen se utilizd 10uM de DCPIB, inhibidor selectivo de esta
via (Decher, et al 2001). En dichas condiciones la liberacién neta de >H-D-

Aspartato no se previno significativamente (Fig. 7.8 A, Cy D) y la liberacién de
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3H-D-Aspartato por trombina disminuyé en un 39%, que corresponde a una
completa inhibiciéon de la potenciacion (Fig. 7.8 B, C y D). Estos resultados
indican que la condicidn de isquemia quimica genera poca liberacién de *H-D-
Aspartato dependiente de volumen y que la trombina tiene un efecto

potenciador sobre la movilizacidn a través de la via sensible a volumen.
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Fig. 7.8. La via activada por hinchamiento participa en la liberacion desH-D-Aspartato potenciada
por trombina. A y B. Liberacidn curso-temporal de 3H-D-Aspartato, los primeros 3 puntos indican la
liberacién basal (Control), el estimulo Isq o IT fue agregado al tiempo t=15, en presencia o ausencia
de DCPIB. C. Las barras representan la liberacion neta, liberacidn en cada condicidn sin considerar la
liberacién basal. D. La tabla indica los porcentajes de inhibicion de la liberacién en cada condicion.
Los datos mostrados son la media * error estandar. La significancia estadistica se determind para
comparaciones pareadas con una prueba de t y para comparaciones multiples con un ANOVA
seguido de una prueba de Tukey. Significativamente diferente de Isq **P < 0.05, significativamente
diferente de IT ***P < 0.05; n<4.

Para determinar el aporte en la liberacion de 3H-D-Aspartato por la
actividad en reversa del transportador de glutamato se utilizé 10uM de DL-
TBOA, un inhibidor no sustrato que se une extracelularmente al transportador
bloqueando su interaccion con el glutamato impidiendo su movilizacién. Este

tratamiento disminuyé en un 55% la liberacidén neta de *H-D-Aspartato por
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isqguemia quimica y en un 56% la liberaciéon por IT (Fig. 7.9), lo que indica que es
la principal via por la cual se moviliza el *H-D-Aspartato en la condicién de
isquemia quimica; ademas el DL-TBOA al tener el mismo efecto inhibidor indica
que no afecta la liberacion de >H-D-Aspartato dependiente de volumen
potenciada por trombina lo que concuerda con el hecho de que el efecto de

trombina se ejerce Unicamente sobre la via activada por hinchamiento.
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Fig. 7.9. La actividad reversa del transportador de glutamato es la principal via a través de la cual se
moviliza el 3H-D-Aspalrtato por isquemia quimica. A y B. Liberacién curso-temporal de *H-D-
Aspartato, los primeros 3 puntos indican la liberacién basal (Control), el estimulo Isq o IT fue
agregado al tiempo t=15, en presencia o ausencia de DL-TBOA. C. Las barras representan la liberacion
neta, liberacién en cada condicion sin considerar la liberacion basal. D. La tabla indica los porcentajes
de inhibicion de la liberacidn en cada condicién. Los datos mostrados son la media * error estandar.
La significancia estadistica se determind para comparaciones pareadas con una prueba de t y para
comparaciones multiples con un ANOVA seguido de una prueba de Tukey. Significativamente
diferente de de Isq **P < 0.05, significativamente diferente de IT ***P < 0.05; n<4.
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados presentados en este trabajo indican que en cultivos primarios de
neuronas granulares de cerebelo, la trombina tiene un efecto potenciador sobre
la liberacion de glutamato que ocurre en respuesta a condiciones de aumento
en volumen. Este efecto depende de la actividad proteolitica de la trombina y
en el caso del modelo hiposmoético, se tiene la certeza de que la actividad
proteolitica media el corte y la activacion del receptor PAR-1. La cascada
intracelular que participa en el efecto de la trombina en condiciones de
aumento en volumen involucra principalmente la sefializacién de Ca**.

La trombina ejerce su efecto exclusivamente sobre la via de liberacion de
osmolitos activada por volumen. El modelo de isquemia quimica utilizado en
este estudio, no parece inducir un aumento en volumen suficiente para que el
efecto de la trombina sea visualizado con claridad, por lo que se propone
realizar estudios en los que se evaluen otros modelos experimentales de
isquemia que tengan un efecto mas significativo sobre el aumento en volumen,
como pueden ser el burbujeo con 95% N,/ 5% CO,, el remplazo de glucosa por
sucrosa junto con la inhibicidn de la glicolisis y la fosforilacion oxidativa.

Este trabajo demuestra que las neuronas granulares de cerebelo son
susceptibles al efecto de la trombina como potenciador de la liberacién de
glutamato activada por volumen; esto nos lleva a postular que esta proteasa u
otros agonistas de GPCRs pueden promover excitotoxicidad al potenciar la
liberacion de aminoacidos excitadores en patologias donde coinciden el edema

celular cerebral y la pérdida de la selectividad de la barrera hematoencefalica.
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