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RESUMEN

El edema en astrocitos se presenta en accidentes cerebrovasculares, en traumatismo
craneoencefalico y tras episodios de isquemia cerebral, patologias en las que
coincide con un aumento de los niveles de trombina. En esta investigacion se
encontré que la trombina potencia la salida de glutamato sensible a volumen, en
cultivos de astrocitos corticales y de cerebelo expuestos a hiposmolaridad. Esta
salida fue reducida con el empleo de los blogueadores de canales de CI', lo que
sugiere que el glutamato se desplaza por la via de canales de aniones y osmolitos
organicos sensible a volumen (VSOAC). El efecto de la trombina dependi6é de su
actividad proteolitica sobre la isoforma 1de su receptor (PAR-1). La potenciacion de
la salida de glutamato fue dependiente de un incremento en la concentracion
citosolica de calcio, provocada por la trombina, e implica una via dependiente de la
calcio-calmodulina (CaM). Ademas de esta via sensible a calcio, el efecto de la
trombina en la liberacion de glutamato, involucra la activacion de la cinasa-3 de
Inositol (PI3K). Con la demostracion del incremento en la salida de glutamato, en
condiciones de edema hiposmético en presencia de trombina, se explord el dafio
potencial que esta proteasa podria provocar al incrementar los niveles de glutamato
durante un episodio de isquemia, mediante la activacion de mecanismos
excitotoxicos. No obstante, la trombina en astrocitos expuestos a una despolarizacién
de membrana (como la que ocurre a consecuencia de un episodio de isquemia) 0
mediante un modelo de induccidn quimica de isquemia, no incrementd los niveles de
liberacion de glutamato. La razon por la cual la trombina no pudo activar el mismo
mecanismo potenciador de la liberacion hiposmotica, puede ser que bajo este modelo
de isquemia, los astrocitos no presenten hinchamiento, y a su vez, la inhibicién
glicolitica y respiratoria inducida, reduce los niveles de ATP impidiendo el
funcionamiento de la via de VSOAC, por la cual se movilizan los osmolitos durante
el mecanismo desencadenado por la trombina. En el modelo de K*./Ouabaina, se
concluye que glutamato liberado se moviliza fundamentalmente por el
funcionamiento en reversa de su transportador, y en menor medida por la via
activada por volumen, la cual puede tener mayor relevancia en areas adyacentes al

foco isquémico.
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EFECTO DE LA TROMBINA EN LA MOVILIZACION DE GLUTAMATO EN
ASTROCITOS EXPUESTOS A EDEMA HIPOSMOTICO E ISQUEMIA QUIMICA

INTRODUCCION

REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR

El volumen celular es una caracteristica adaptativa, regulada continuamente por las
células animales, como parte de su dindmica homeostatica. EI mantenimiento de un
tamafo celular casi constante, ante una gran variedad de situaciones ambientales,
implica la participacion de diversos mecanismos reguladores del volumen,
incluyendo el movimiento de agua, iones y osmolitos organicos, a través de la
membrana celular. Para mantener sus funciones metabdlicas, las células acumulan
cierto numero de sustancias cuya concentracion, tasas de sintesis y degradacion, son
determinantes para procesos que van desde el crecimiento, diferenciacion,
excitabilidad y mecanismos de muerte, y que a su vez contribuyen a la creacién de
gradientes osmaticos entre la célula y su medio (Pasantes-Morales, 1996; Lang et al.,
1998; Pasantes-Morales et al., 2006).

Las membranas de las células animales son altamente permeables al agua, por
lo que el volumen celular, estd determinado por la osmolaridad intracelular y
extracelular (Lang et al., 1998). Ante esta diferencia en la osmolaridad, ocurren
flujos netos de agua en la direccion necesaria para alcanzar un equilibrio osmotico
(Lambert, 2004; Ordaz et al., 2004); esta diferencia, también es compensada por la
movilizacién de osmolitos, ya sea por mecanismos difusionales o acoplados a un
gasto energético.

Las células presentan una regulacién constante de su volumen, que ocurre
mediante flujos activos y pasivos de iones, que se dan en funcién de sus gradientes
electroquimicos y de las caracteristicas particulares de membrana (presencia de
bombas, transportadores, canales). ElI mecanismo principal que contribuye al
mantenimiento de los gradientes transmembranales, es el funcionamiento de la
ATPasa Na'/K"; mediante esta bomba las células sacan Na" que intercambian por
K", lo cual implica un gasto de energia, pero permite en gran parte, el mantenimiento

del volumen celular. Como la membrana celular es poco permeable al Na*, su salida



contrapesa la osmolaridad creada por los solutos organicos que permanecen en el
interior de la célula. Asimismo, la célula tiene una membrana altamente permeable al
K"; de modo que el K™ (pero no el Na*), puede moverse a favor de su gradiente
electroquimico. La salida de K* crea el lado externo positivo de la membrana, y
como consecuencia el CI” sale de la célula. La baja concentracion de CI intracelular,
es compensada por la presencia de sustancias organicas intracelulares (Lang et al.,
1998; Kimelberg, 2005; Friedrich et al., 2006) figura A.
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Figura A. La regulacién del volumen es uno de los procesos que permiten el mantenimiento de la
homeostasis celular. Los tres principales mecanismos que contribuyen al mantenimiento del volumen
celular y que determinan los gradientes transmembranales normales, son: (1) La operacion de la
ATPasa Na*/K*, que permite la acumulacion del Na™ extracelular y la captura de K*; (2) a su vez, el
potasio puede moverse facilmente a través de la membrana celular mediante los canales de K™ y (3)
los canales de CI, movilizan al ion hacia el exterior, para alcanzar el equilibrio electroquimico
impuesto por el interior negativo de la membrana, consecuencia de la operacion de los mecanismos

anteriores.

En las células operan mecanismos de regulacion del volumen celular, ante
cambios abruptos de osmolaridad, originados principalmente durante procesos
patoldgicos (Lang et al., 1998; Friedrich et al., 2006). Si las células se exponen a una

condicion hiposmotica (con una menor cantidad de solutos, que los que contiene la



célula), inicialmente se hincharan, pero luego se activard un mecanismo tendiente a
recuperar su volumen original, mediante la liberacion de iones y osmolitos organicos,
proceso llamado “Decremento Regulador de Volumen” (DRV). Si las células se
exponen a un fluido extracelular hiperosmético (con mas solutos, que los contenidos
en el interior de la célula), inicialmente se encogeran, pero luego tenderan a acercarse
a su volumen original, por medio de la acumulacion de iones, en un proceso
conocido como “Incremento Regulador del Volumen” (IRV) (Lang et al., 1989;
Lang et al., 1998; Friedrich et al., 2006).

La regulacion del volumen celular, es un mecanismo que probablemente
implica un sensor al cambio del volumen, el cual transmite la sefial mediante una
cadena de osmotransduccion, tendiente a la recuperacion del volumen original de la
célula. En la actualidad, se desconoce la identidad de dicho sensor de volumen; sin
embargo, se ha propuesto que pudieran funcionar en ese sentido moléculas como
integrinas, algun receptor de cinasas de tirosina (TRK) o bien receptores de potencial
transitorio (TRP) (Pasantes-Morales et al., 2006), pues hay reportes que muestran la
activacion de dichos receptores ante un estimulo hiposmotico (Xu et al., 2003;
Franco et al., 2004; Cohen, 2005). Es sabido que el hinchamiento hiposmaético,
conduce a cambios en la concentracién de segundos mensajeros tales como el Ca?*,
AMP-ciclico (AMPc), Inositol-3-fosfato (IP3) y acido araquidonico (Pasantes-
Morales et al., 2000; Cardin et al., 2003; Lambert, 2004) por mencionar algunos; sin
embargo, las sefiales de transduccion que median el reconocimiento de un cambio de
volumen en la célula y la activacion de mecanismos de salida de osmolitos,
permanecen sin ser dilucidados completamente.

El DRV requiere de un sistema de transporte particular, que involucra la
activacion de canales anionicos y canales de K. Los canales de osmolitos organicos
y aniones sensible a volumen (VSOAC), son no selectivos, es decir, permiten el paso
tanto de CI, HCO3 y aniones organicos. En este proceso de regulacion, existe
evidencia de la participacion del cotransportador electroneutro de K'/CI'; otras
células aparentemente liberan KCI por la activacion paralela del intercambiador
K*/H" y el CI7THCOs’; asimismo, el hinchamiento puede conducir a la activacion de
canales catidnicos no selectivos en algunos tipos celulares, dichos canales permiten
el paso de Ca** que entra a las células activando canales de K* sensibles a Ca®* (Lang
et al., 1998; Friedrich et al., 2006) figura B.
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Figura B. Una célula expuesta a un medio extracelular isosmético (a), al recibir un estimulo
hiposmotico, moviliza agua a su interior para compensar la mayor cantidad de solutos que contiene en
comparacion con su medio extracelular, lo que le provoca un hinchamiento (b). Para compensar dicho
hinchamiento, las células activan determinados sistemas de transporte, durante el proceso de DRV (c),
éstos implican el funcionamiento del cotransportador CI'K* (c1), la activacion de canales anidnicos
(c2), canales de Ca*" (c3) y de K" (c4); no obstante la via de salida de los osmolitos organicos

(VSOAC), constituye uno de los principales mecanismos que contribuye al DRV (c5).

No solo los cambios abruptos de osmolaridad pueden afectar el volumen
celular, pues incluso ante una osmolaridad extracelular constante, el volumen puede
cambiar debido a una composicion iénica extracelular alterada, que puede producirse
tanto en condiciones fisioldgicas, como patologicas (Ordaz et al., 2004, Pasantes-
Morales, 2006). Un ejemplo tipico ocurre cuando hay un incremento del K*
extracelular, que eventualmente conduce a su acumulacién junto con diversos
aniones (CI" y HCOg3', principalmente), con el subsecuente hinchamiento celular
(Pasantes-Morales, 2006).
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OSMOLITOS

Los osmolitos son un conjunto de pequefias moléculas de estructura
heterogénea, que varian en concentracion dependiendo del tipo celular y estan
ampliamente distribuidas (Pasantes-Morales; 1989; Yancey, 2005). Segun su
naturaleza quimica, se han agrupado en osmolitos organicos e inorganicos; ambos
contribuyen de manera significativa a la regulacion de volumen celular, mediante su
movilizacion, sintesis y degradacion.

Los iones como el CI', K" y Na*, se consideran dentro del grupo de osmolitos
inorganicos (Wehner et al., 2003); no obstante, este tipo de moléculas tienen
repercusiones importantes en el metabolismo habitual de las células, sobre todo si
aludimos a las células nerviosas, debido a su tipo de comunicacion. De este modo,
las fluctuaciones de estos osmolitos, en respuesta a una alteracion del volumen
celular, no pueden sino ser un fenomeno transitorio y de corta duracion, a fin de no
provocar un colapso en la excitabilidad neuronal (Pasantes-Morales, 2006).

Los osmolitos organicos, se pueden clasificar en tres grupos: (1) los
polialcoholes (sorbitol, inositol), (2) las metilaminas (glicerolfosforilcolina, betaina,
amina, creatina, creatinina) y (3) los aminoacidos con sus derivados (glicina,
glutamina, glutamato, aspartato y taurina). La acumulacion intracelular de osmolitos
organicos, involucra su sintesis a través de reacciones metabdlicas, asi como su
captura por medio de sistemas de transporte especificos a través de la membrana
celular (Wehner et al., 2003; Pasantes-Morales et al., 2006). A estos osmolitos se les
ha asignado la caracteristica de ser “solutos compatibles”, debido a que no
desnaturalizan macromoléculas (Brown y Simpson, 1972).

Cuando ocurre la adaptaciéon de una célula a una condicién hiposmética, se
produce la salida de osmolitos organicos y electrolitos, como parte del DRV. Se ha
logrado determinar que el flujo de osmolitos organicos, tiene un perfil farmacolégico
similar, pues es sensible a los bloqueadores generales de canales de CI, lo que
permite sugerir que ésta sea una de las rutas por las cuales los osmolitos son
liberados. Sin embargo, no se ha logrado la plena caracterizacion de la via de salida,
ni se conoce cual es la verdadera relacion que guarda con los flujos aniénicos
(Friedrich et al., 2006; Pasantes-Morales et al., 2006).
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Uno de los osmolitos mas estudiados es la taurina (acido pB-
aminoetansulfonico), dada su ubicuidad en células animales (Pasantes-Morales,
1989); es producto final de la sintesis de aminoacidos como la cisteina y la
metionina, quedando la mayor parte libre como zwiterion (Sturman, 1987; Lambert,
2004; Yancey, 2005). Se encuentra en muy altas concentraciones en diversos tejidos
de los mamiferos, como la retina, el corazén, musculo esquelético, leucocitos y en
menor cantidad en otros tejidos, incluidas las células cerebrales (Sturman, 1987;
Pasantes-Morales, 1989; Schuller-Levis y Park, 2003). No obstante su abundancia, se
sabe que la taurina no forma parte estructural de las proteinas, ni tampoco participa
en reacciones metabolicas a nivel celular. El interés en saber el por qué la taurina
estd en concentraciones tan elevadas en algunos tejidos, pese a la nula evidencia de
su participacion en las vias del metabolismo celular, llevo a investigar y encontrar su
papel fundamental como osmolito organico, con evidentes implicaciones en el
control del volumen celular. Ha sido reportado que la liberacion de taurina, se
incrementa proporcionalmente con la reduccion en la osmolaridad del medio
extracelular, que a su vez, estd en relacién con el incremento en el volumen de la
celula (Pasantes-Morales, et al., 1992).

Otro de los osmolitos ampliamente estudiados es el acido glutdmico
(glutamato®), que forma parte de los aminodcidos estructurales de las proteinas,
cuenta con un grupo radical cargado negativamente (a pH 7.0) y es considerado una
molécula metabdlicamente muy activa, pues se ubica entre los mas importantes
neurotransmisores en mamiferos (Fonnum, 1984). La transmision excitadora
glutamatérgica, es la forma predominante en los procesos de sefializacion cerebral, es
aqui donde los astrocitos cobran especial importancia, al ser requeridos para la
biosintesis?, captura y reciclaje de glutamato, tras los procesos de liberacion
sindptica (Hertz y Zielke, 2004). El glutamato es responsable del inicio de la
sefializacion postsinaptica, a través de receptores ionotropicos como el NMDA (N-
Metil-D-Aspartato), AMPA (a-Amino- 3-hydroxy- 5-Methylisoxazole- 4-Propionic
Acid) y Kainato, cuya activacion modifica la permeabilidad a los iones sodio, potasio
y/o calcio; o bien por medio de sus receptores metabotropicos, que median su

sefializacion a través de proteinas G (Fonnum, 1984; Furukawa et al., 1997; Hertz y

1 “Acido glutdmico”, nombre asignado al aminoacido, mientras que “glutamato” se le llama a su
forma ionizada.

2 El 4cido glutamico es sintetizado a partir de glutamina, por medio de la glutaminasa mitocondrial de
las terminales sinapticas.
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Zielke, 2004). Esta actividad metabdlica y de transmision sinaptica, hace que la
movilizacion de glutamato como osmolito, represente un riesgo para la célula, en
particular si pertenece al sistema nervioso central (SNC). En cuanto a la salida de
glutamato inducida por hiposmolaridad, ha sido ampliamente estudiada en células
gliales, reportandose un incremento proporcional de la liberacion, respecto a un
estimulo hiposmético (Kimelberg et al., 1990; Rutledge et al., 1998); también hay
reportes del incremento de la salida de glutamato bajo ciertas patologias, que
implican un desbalance en la composicion iénica del espacio extracelular (Rutledge y
Kimelberg, 1996; Liu et al., 2006; Molchanova et al., 2006). Dado que el glutamato
cumple funciones adicionales a su papel como osmolito, la liberacion y el
consecuente incremento de su concentracion en el espacio extracelular, repercute
fuertemente a nivel cerebral, donde en principio, su salida sera parte del proceso de

regulacién del volumen celular, pero con consecuencias adicionales.

EDEMA CEREBRAL

La alteracién del volumen celular ocasionado por la acumulacién de agua por parte
de las células, es un cambio que cobra especial relevancia a nivel cerebral, con
consecuencias que pueden llegar a ser dramaticas. Esto es debido a los limites que
impone el créneo, al dejar un espacio limitado para un incremento en el volumen
celular; ademés las alteraciones de la composicion idnica, pueden afectar la
excitabilidad (Pasantes-Morales et al. 2000). La palabra edema, alude a esta
condicion y deriva del griego oedema, que significa hinchazén. Cuando ocurre
edema en células cerebrales (principalmente gliales), se ejerce una fuerte presion del
tejido sobre el craneo, lo que puede conducir a la compresion e incluso ruptura de los
vasos sanguineos que irrigan al cerebro, llevandolo a una condicién de privacion de
oxigeno y nutrientes (isquemia).

El edema cerebral puede ocurrir asociado a hiponatremia, es decir, una baja
concentracion en el sodio del plasma sanguineo (Upadhyay et al., 2006); fue
inicialmente clasificado por Klatzo (1967), en funcién de el area afectada por el
incremento en su contenido de agua. Cuando ocurre un aumento del contenido de
fluidos a nivel celular, se habla de un edema citotoxico; en cambio, cuando el

incremento del contenido de agua, ocurre en el espacio intersticial del cerebro en su
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totalidad, se habla de un edema vasogénico, cuya causa de manera general es una
alteracion en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

Durante un proceso de isquemia, la falta de oxigeno, es una cuestion
determinante sobre todo para las neuronas, por ello el edema cerebral se asocia
frecuentemente a muerte neuronal. Bajo ciertos casos de traumatismo créneo-
encefalico, ocurre edema agudo, en el cual el tejido cerebral puede ejercer presion
sobre las areas de menor resistencia, ubicadas en la base del cerebro (tallo cerebral),
sitio donde se hallan los centros de control respiratorio y cardiaco, conduciendo a un
paro de los mismos (Pasantes-Morales et al. 2000; Liang et al., 2007).

Recapitulando, en el cerebro los cambios en el volumen celular, pueden ser
consecuencia tanto de hiposmolaridad extracelular, donde el edema se produce por
una disminucion en la osmolaridad del plasma; o bien ser producto de un incremento
en la presion osmética intracelular, bajo una condicién isosmotica, como ocurre en la

isquemia.

ISQUEMIA CEREBRAL

Isquemia es el proceso por el cual las células se ven sometidas a condiciones
deficientes de oxigeno y glucosa, lo que afecta de manera determinante su
metabolismo. Algunos de los cambios asociados incluyen la produccién de radicales
libres, la alteracion de la homeostasis de calcio y la activacion de diversas proteasas.

El metabolismo de las células cerebrales tiene caracteristicas particulares, que
incluyen una alta tasa metabolica, almacenes de energia limitados y una dependencia
critica del metabolismo aerdbico de la glucosa, esto hace que el cerebro exhiba una
gran vulnerabilidad ante el dafio isquémico. Dicho dafio ocurre a consecuencia de
diversas alteraciones bioquimicas y neurofisiologicas, comunmente se origina por
golpes, o por disrupcion focal o global del flujo sanguineo en el cerebro (Dugan y
Choi, 1999). La isquemia puede originar severas discapacidades dependiendo del
area del cerebro afectada, de la distribucién e intensidad del blogueo del flujo
sanguineo y de la poblacién celular dafiada, ya que cada tipo celular puede
manifestar distintos grados de vulnerabilidad ante un mismo proceso isquémico
(Hossmann, 1998; Dugan y Choi, 1999; Suresh et al., 2006).

Con la declinacion del flujo sanguineo, las funciones neuronales se afectan

primero y conforme la isquemia progresa, la actividad metabdlica se suprime,
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llegando a afectar la integridad estructural de las células (Suresh et al., 2006). Los
eventos que le siguen a la isquemia son la excitotoxicidad mediada por glutamato, la
acumulacion excesiva de calcio, el estrés oxidativo, alteraciones neurovasculares,
inflamacion y la expresion de genes de muerte celular (Won et al., 2002; Dienel y
Hertz, 2005; Suresh et al., 2006).

Cuando la isquemia ocurre, las demandas energeéticas del tejido cerebral no se
pueden cumplir, dada la caida de niveles de ATP; la disminucion de esta molécula,
resulta en la pérdida de la funcién de las bombas de iones que dependen de ATP,
como la ATPasa Na'/K"* (Dhar-Chowdhury et al., 2007); consecuentemente ocurre la
pérdida de los gradientes ionicos transmembranales, la despolarizacion de la
membrana, la apertura de canales iénicos sensibles a voltaje y la activacion de una
cascada de eventos, que si se mantienen conduciran en Gltima instancia a la muerte
celular (Dugan y Choi, 1999; Dienel y Hertz, 2005). Tras algunos segundos de dafio
isquémico, la actividad eléctrica cerebral normal cesa, debido a la activacion de
canales de K* y al esparcimiento de una hiperpolarizacion neuronal (Kristian y
Siesjo, 1997). La hiperpolarizacion, puede ser debida a la apertura de canales de K,
que responden a los cambios en las concentraciones locales de ATP, H* o Ca®*, lo
conduce a una regulacion alterada de dichos canales (Haddad y Jiang, 1997).

La caida de O, durante la isquemia lleva a un aumento de la produccién de
acido lactico y disminucion del pH, conforme las células experimentan un cambio de
dependencia de un metabolismo aerdébico, a una dependencia de la glicdlisis
(Pasantes-Morales y Franco, 2004); ademas, la salida de K de las neuronas
despolarizadas, resulta en prolongadas elevaciones de la concentracion extracelular
de potasio ([K']e) y en una masiva despolarizacion celular (Haddad y Jiang, 1997).
Otros gradientes i6nicos de la célula también se pierden, de manera que el Na* y el
Ca®* intracelular se elevan, mientras que hay una caida del Mg?* (Kristian y Siesjo,
1997).

Las concentraciones extracelulares de muchos solutos, se incrementan ante
una situacion de isquemia, esto debido a que la despolarizacion induce la entrada de
Ca’* via los canales de Ca?* sensibles a voltaje, estimulando la liberacion del pool
vesicular de neurotransmisores, incluido el aminoacido excitador glutamato (Nelson
et al., 2003; Kimelberg et al., 2004; Cavallini et al., 2005; Liu et al., 2006).
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EL PAPEL DE LOS ASTROCITOS EN EL EDEMA

Uno de los cambios méas conspicuos que ocurren en el SNC tras un episodio de
edema, se presenta a nivel de los astrocitos, los cuales son las células gliales mas
abundantes en el cerebro y las responsables del soporte de las neuronas. Los
astrocitos juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la homeostasis,
previenen la excitotoxicidad, limpian el sistema de radicales libres, proveen de
nutrientes y factores de crecimiento, estan involucrados en el control del movimiento
de fluidos entre el espacio intracelular y extracelular, controlan el metabolismo y
captura de glutamato, la neurotransmision normal y también participan en la
formacion de la barrera hematoencefélica. Ademas, los astrocitos contienen las mas
grandes concentraciones de antioxidantes en el cerebro y proveen a las neuronas de
substratos tales como glutation como antioxidante (Dringen, 2000; Panickar y
Norenberg, 2005; Verkhratsky y Toescu, 2006).

Tras un dafio isquémico, los astrocitos desempefian funciones
neuroprotectoras y pueden contribuir a la recuperacion de las neuronas (Panickar y
Norenberg, 2005). Es sabido que los astrocitos son mas resistentes que las neuronas
ante el dafo isquémico (Almeida et al., 2002; Dienel y Hertz, 2005; Panickar y
Norenberg, 2005) y esto es porque en el caso de falla energética, tienen la capacidad
de activar la via glicolitica, al tener almacenes de sustratos metabolicos, que les
permiten mantener un aporte energético en ausencia de glucosa (Yuy Hertz, 1983).

Los astrocitos tienen caracteristicas morfoldgicas similares, pero manifiestan
diferencias funcionales en distintas areas del SNC. Tal heterogeneidad es observada
en su perfil de receptores de membrana, canales ionicos, capacidad para la toma de
neurotransmisores, contenidos enzimaticos, habilidad para generar factores de
crecimiento, sus uniones intercelulares y la expresion de genes (Cholewinski y
Wilkin, 1988; Wilkin et al., 1990), lo que contribuye a que puedan manifestar una

capacidad de respuesta distinta ante una misma situacion de dafio.
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MECANISMOS DE DANO CEREBRAL DURANTE LA ISQUEMIA

Hinchamiento celular

El hinchamiento de los astrocitos es una respuesta temprana ante una condicion de
isquemia en el cerebro (Garcia et al., 1977; Kimelberg, 2005). Los mecanismos que
propician su hinchamiento son variados e incluyen el aumento en la concentracion de
[K™]e, glutamato, acido lactico y radicales libres, la entrada de agua al espacio
intracelular, resultado del movimiento osmotico tras la disrupcion de la homeostasis
ionica y la participacion de intercambiadores como el de Na*/H", que participa tanto
en el hinchamiento, como en el incremento de la concentracion de Na* intracelular
(Norenberg, 1998; Kintner et al., 2004; Kimelberg, 2005). De estas consecuencias, la
liberacion de glutamato es considerada potencialmente deletérea (Kimelberg et al.,
1990; Budd, 1998).

Aumento de la concentracién de glutamato extracelular

Bajo condiciones fisiologicas normales, la concentracion extracelular de glutamato
es mantenida en el rango micromolar (1uM a 2uM), lo cual esta constantemente
regulado por la operacion de transportadores de glutdmico dependientes de Na',
principalmente por los transportadores de los astrocitos (Erecinska y Silver, 1990;
Anderson y Swanson, 2000). Después de un proceso isquémico, hay una excesiva
liberacion de glutamato (Benveniste et al., 1984; Budd, 1998), esto ocurre porque
durante la isquemia, hay una ruptura de los gradientes iénicos celulares y la fuerza
conductora para la entrada de glutamato se pierde; como el transportador es
electrogénico (es decir, transfiere una carga positiva hacia el interior), la
despolarizacion de membrana lo puede llevar a su funcionamiento reverso,
produciendo la salida de glutamato al espacio extracelular. La entrada normal de
glutamato, ocurre por al menos tres tipos de transportadores conocidos como
GLAST-1 (EAAT1), GLT-1 (EAAT2) y EAACL en astrocitos, o bien por el
transportador neuronal (EAAT-3) (Nicholls y Attwell, 1990; Rothstein et al., 1994);
los cuales pueden ser regulados por la oxidacion mediada por los radicales libres que
son producidos en la isquemia (Trotti et al., 1997). Asi, el fallo en la entrada del
glutamato por la activacion del transportador en reversa y la liberacion potenciada

17



por el hinchamiento celular, contribuyen a la elevacion sostenida de los niveles
extracelulares de glutamato en el cerebro isquémico (Nicholls y Attwell, 1990;
Kimelberg y Mongin, 1998). En las fases tardias de la isquemia, cuando los
mecanismos de movimiento del glutamato operan ineficientemente, se desencadena
una cascada de excitotoxicidad, con un inevitable aumento en la concentracion de
Ca®* intracelular, degradacién de fosfolipidos, liberacién de &cidos grasos libres y
formacion de especies reactivas de oxigeno (Pasantes-Morales y Franco, 2004;
Arudine y Tymianski, 2004).

Excitotoxicidad

Onley (1972) describié por primera vez el término excitotoxicidad, al referirse al
dafio inducido por glutamato en el cerebro. Desde entonces, la excitotoxicidad ha
sido relacionada a varios desordenes neurolégicos, episodios traumaticos, episodios
convulsivos e isquemia (Hugon et al., 1996; Bittigau e Ikonomidou, 1997; Doble,
1999). Cuando los niveles extracelulares de glutamato se elevan, se sobreactivan sus
receptores, en particular el NMDA, que conducen a un incremento de los niveles de
calcio, lo que parece ser el factor determinante de los procesos patoldgicos que le
siguen y que llevan en Gltima instancia a la muerte celular (Beal, 1992; Hugon et al.,
1996).

Los iones Ca** son reguladores de un gran nimero de procesos celulares, a
nivel del SNC modulan la excitabilidad, al ser responsables de la liberacion vesicular
de neurotransmisores. Las concentraciones fisiologicas de Ca®* se mantienen en el
orden de 100nM, mientras que en el espacio extracelular estan alrededor de 1mM; a
la vez los receptores ionotrépicos NMDA estan bloqueados por iones Mg?* de forma
dependiente de voltaje. La elevacién de Ca”* resulta en el inicio de procesos que
conducen a la degeneracion neuronal, esto involucra la degradacion de proteinas
estructurales por activacion de proteasas, lipasas, endonucleasas y consecuentemente
a la ruptura de la membrana celular, citoesqueleto y dafios a nivel del DNA
(Furukawa et al., 1997, Suresh et al., 2006). Ademas el influjo de Ca®* puede llevar a
la activacion de la oxido-nitrico-sintasa de tipo neuronal (nNOS) y a la liberacién de
oxido nitrico (NO) que conduce a la formacion de radicales superéxido Os,

peroxinitrito e hidroxilo (ladecola, 1997).
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PAPEL DE LA TROMBINA EN EL DANO CEREBRAL

La trombina es una proteasa de serina, que tiene una funcién bien conocida en la
cascada de coagulacion sanguinea, lo que la ha llevado a ser objeto de multiples
investigaciones biomédicas (Huntington, 2005). Sin embargo, va en aumento la
evidencia que la implica como una potente molécula sefializadora, que regula
respuestas fisioldgicas y patoldgicas, en una gran variedad de poblaciones celulares y
tejidos (Suo et al., 2004).

La trombina transduce su sefial a través de receptores activados por proteasas
(PAR, Protease-Activated Receptors), que son un tipo particular de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), descubiertos a principios de los afios 90’s (Vu et
al., 1991). Los GPCR’s son proteinas caracterizadas por presentar siete dominios
transmembranales, siendo receptores ubicuos a lo largo de la escala filogenética.
Existen cuatro miembros de la familia de los PAR identificados y clonados, que
comparten el mismo mecanismo de activacion, todos ellos presentes en el SNC.
PAR-1 y PAR-3 son activados especificamente por trombina, PAR-2 se activa por
una gran variedad de proteasas, incluyendo a la tripsina y triptasa, mientras que
PAR-4 se activa principalmente por trombina, pero también por tripsina (Schmidlin y
Bunnett, 2001; Cottrell et al., 2002; Mackie et al., 2002). A su vez se ha demostrado
que los cuatro tipos de PAR mencionados, se coexpresan funcionalmente en cultivos
de astrocitos de rata (Wang et al., 2002). De los cuatro receptores a trombina
conocidos, el PAR-1 resulta de especial interés, ya que ha sido detectado cerca de los
capilares que conforman la barrera hematoencefalica, lo cual lo ubica en una
posicidn dptima para responder a la trombina derivada de cualquier influjo de sangre
originado por algun dafio (Junge et al., 2004; Sheehan y Tsirka, 2005).

Para que un PAR sea activado, se requiere de un corte proteolitico especifico
en su extremo amino terminal extracelular, lo cual deja al receptor con un “nuevo
extremo amino”, que es capaz de unirse a una region propia del receptor, iniciando la
cascada de sefializacion (Wang et al., 2002) Figura C. Este corte proteolitico, no solo
puede estar mediado por trombina, sino por una familia de enzimas bien
caracterizada que requieren serina dentro de su sitio activo (Scott et al., 2001). Una
vez activado, el PAR se puede asociar a diversas proteinas G heterotriméricas y
activar una cascada de eventos de sefializacion; dependiendo del tipo de PAR, la
proteina G asociada es distinta. La activacion de los PAR’s a través de sus proteasas,
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ocurre de manera irreversible y los mecanismos de desensibilizacion de la respuesta
desencadenada, implican la fosforilacion del receptor a través de cinasas para
GPCR’s conocidas como GRK’s (GPCR Receptor Kinases), de proteina cinasa C
(PKC), asi como la participacion de B-arrestina (Schmidlin y Bunnett, 2001).

a b &
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Sitio del corte Nuevo extremo NH,*
proteolitco interacciona con un

sitio del receptor
TROMBINA

Activacion de
Proteinas G

Figura C. Mecanismo de accioén de la trombina sobre su receptor PAR. (a) Estado inactivo del
receptor en el que su extremo amino terminal expuesto a la parte extracelular interactda con el sitio
catalitico de la trombina. La proteasa hace un corte en dicho extremo generando un nuevo extremo
amino terminal en el receptor. (b) El corte origina un cambio conformacional y el nuevo extremo
amino interactda con una region del mismo receptor activandolo y desencadenando una sefilalizacion

mediante proteinas G.

Mediante técnicas de hibridacion in situ, se ha localizado el RNAm de la
protrombina y de sus receptores, en diversas regiones del cerebro (Dihanich et al.,
1991; Weinstein et al., 1995). Ha sido bien documentado que ante diversos dafios en
el SNC, existe una activacién de la protrombina, mediante un corte que genera
trombina activa (Scott et al., 2001; Suo, et al., 2004). Para estudiar los efectos de
accion de la trombina sobre los receptores PAR’s, se han utilizado péptidos
sintéticos, para activarlos sin el uso de la proteasa natural, la cual podria tener efectos
independientes del receptor (Schmidlin y Bunnett, 2001).
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Otros estudios in vitro, sefialan que los efectos de la trombina varian de
acuerdo a su concentracion, de modo que a bajas concentraciones, es capaz de
proteger a neuronas y astrocitos de la muerte celular causada en diversos dafios. In
vivo, tratando previamente al cerebro con una baja dosis de trombina, se atenua el
dafio inducido por una hemorragia intracerebral o por isquemia cerebral focal. En
cambio, altas dosis de trombina inducen muerte celular en neuronas y astrocitos in
vitro, y causan la disrupcion de la barrera hematoencefalica, edema cerebral y
convulsiones in vivo (Striggow et al., 2000; Xi et al., 2003). Los efectos citotdxicos o
citoprotectores de la trombina de acuerdo a su concentracion, podrian deberse a
cascadas de transduccion distintas o traslapadas, debido a la activacion diferencial de
sus receptores (Wang y Reiser, 2003). Asimismo, han sido reportados cambios en los
patrones de expresion de los receptores a trombina, los cuales se incrementan durante
los periodos de isquemia cerebral (De Castro Ribeiro et al., 2006); esto se alina a que
mientras altas dosis de trombina conducen a la activacién de microglia e inducen
muerte a los astrocitos, bajas concentraciones de esta proteasa tienen un efecto
protector en la isquemia (Sheehan y Tsirka, 2005).

Puede haber otros mecanismos por los cuales la trombina ejerce sus efectos
bajo una condicién isquémica; hay reportes que evidencian que la presencia de
trombina, potencia la liberacion de taurina bajo una condicion hiposmotica (Cheema
et al., 2005), aunado a que la salida sensible a volumen de otros osmolitos, como el
glutdmico y el aspartico, se ha visto potenciada a través de la activacion de
receptores muscarinicos y colinérgicos (Heacock et al., 2004). Estos antecedentes
abren pautas para indagar, los mecanismos por los cuales la trombina, pudiera estar
ejerciendo sus efectos perjudiciales ante una condicion de isquemia cerebral, pues
podria ocurrir una exacerbacion de la liberacion de glutamato, inducido por un
aumento en volumen, que condujera a una cadena excitotoxica. Por lo tanto, en el
presente trabajo se estudiara si la presencia de trombina, induce un aumento
significativo en la salida de glutamato, bajo condiciones de incremento en el

volumen celular de astrocitos.
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OBJETIVO

Determinar los efectos de la trombina en la movilizacion de glutamato, en cultivos de
astrocitos expuestos a modelos de edema, generados por hiposmolaridad y por

isquemia inducida quimicamente.

Objetivos particulares

e Determinar si la trombina en una condicion hiposmotica, potencia la salida de

glutamato®H en astrocitos de cerebelo.

e Determinar el tipo de receptor que activa la trombina en astrocitos sometidos

a un choque hiposmadtico.
e Identificar algunas de las proteinas de sefalizacién implicadas en la
liberacion de osmolitos, que subyacen a la activacion del receptor de

trombina, durante una condicion de hinchamiento.

e Monitorear los cambios en la [Ca®']; en astrocitos durante un estimulo

hiposmético con trombina.

e Identificar la via por la cual el glutamato es movilizado cuando su liberacion

es potenciada por trombina.

e Investigar si la trombina potencia la salida de glutamato en astrocitos

expuestos a edema isosmotico mediante modelos de isquemia.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Materiales
Productos Compafiia proveedora

Medio basal Eagle, suero fetal bovino y Fura-2 Invitrogen, Eugene, OR.

Trombina bovina Bio Pharm Laboratories, LLC.

W7-HCI, queleritrina, G66976, EGTA Yy EGTA-AM Calbiochem-Novabiochem Corp.
(San Diego CA.)

DCPIB (4-[2-Butyl-6,7-dicloro-2-cyclopentyl-2,3-dihydro-1-oxo-1H- TOCRIS

inden-5-yl)oxy]butanoic acid) (Ellisville Mo.)

D-[2,3-3H]4cido aspartico, L-[G->H]écido glutdmico New England Nuclear (Boston,

MA)

[*H]-taurina American Radiolabeled Chemicals
(St. Louis Mo).

Trombina de plasma humana, NPPB (5-Nitro-2-(3-phenylpropyl-amino)- | Sigma Chemical (St. Louis, MO.)

benzoic acid), tamoxifen, U73122, PPACK, SFFLRN, GYPGKF, ouabaina

octahidratada, ionomicina, TBHA (Treo-B-Hidroxyaspartic-Acid) y azida

de sodio (NaN3), sal de &cido iodoacético (ICH,COONa).

Sales para preparar medios Merk (México)

Medio isosmotico
NaCl 135mM; KH,PO4 1.17mM; KCI 4.7mM; CaCl, 1mM; glucosa 5mM; MgSO,
1.17mM; HEPES 10mM; (300mOsm).

Para el resto de los medios, se parte de la misma composicion del medio

isosmatico con las siguientes variaciones:

Medio hiposmético
Se reduce la concentracion de NaCl para obtener la osmolaridad requerida: 30%
(210mOsm), 15% (255mOsm), 7.5% (277mQOsm).

Medio isosmético libre de Ca®*
Se elimina el CaCl,, compensando el CI" afiadiendo MgCl, (10mM) y se adiciona
EGTA (0.1mM), (300mQOsm).

Medio hiposmético libre de Ca**
Misma composicién del medio isosmético libre de Ca?*, reduciendo la concentracién

de NaCl para obtener la osmolaridad requerida (30%, 210mQOsm).
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Medio alto [K*]
Se agrega la concentracion requerida de KCI (40mM, 80mM, 100mM y 120mM) y
se hace la reduccion respectiva en la concentracion de NaCl; (300mOsm).

Medio isosmotico sin glucosa 10A-NaN3;
Unicamente se elimina la glucosa del medio (300mOsm, la osmolaridad se ajusta una

vez agregados los inhibidores ICH,COONay NaNs3).

Todos los medios son ajustados a pH de 7.4 con NaOH 0.1N y la osmolaridad
es determinada por punto de congelacion osmético (Automatic osmometer, Precision
Systems INC).

Cultivos celulares

Se emplearon cultivos de astrocitos corticales y de cerebelo obtenidos de ratas
Wistar postnatales de 2 y 8 dias, respectivamente. Las suspensiones celulares
obtenidas fueron sembradas en cajas petri plasticas de 35mm a una densidad de

2.1x10* células/cm? para los experimentos de medicién de calcio, las células

cultivadas sobre cubreobjetos rectangulares previamente esterilizados y colocados en
el fondo de cajas petri plasticas de 60mm. Para el cultivo se empleé medio basal
Eagle adicionado con 10% de suero fetal bovino, glutamina (2mM), penicilina
(50U/mL) y estreptomicina (50ug/mL). Los cultivos fueron mantenidos en

incubadora (5%C0,/95% aire atmosférico) a 37° C, durante al menos 15 dias.

Medicién de la salida de osmolitos

Los experimentos fueron llevados a cabo usando astrocitos cultivados en cajas petri
de 35mm. Tras retirar el medio de cultivo, son lavados con 1mL de medio isosmotico
y se incuban a 37° C en 1mL de medio isosmético con la molécula®H trazadora
necesaria de acuerdo al experimento: L-acido glutdmico-*H (0.075uCi/mL), D-4cido
aspartico-°H (0.05uCi/mL) o taurina-*H (0.5uCi/mL). Para los casos donde se
emplean inhibidores como ouabaina (ImM), U73122 (5uM), W7 (50 uM), G66976
(1 puM), queleritrina (2.5 pM), wortmanina (100nM), DCPIB (1, 5 6 10 pM),
tamoxifen (2.5, 5 6 10 uM) o NPPB (10, 25, 50, 100 M), estos se incuban dentro de

este periodo de tiempo en condiciones isosmoticas, junto con la marca radiactiva,
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durante un lapso de 30min previos a iniciar las perfusiones®, salvo la wortmanina que
se pre-incuba durante 1h.

En la perfusion las células se lavan dos veces consecutivas con 1mL de
medio isosmotico, con la finalidad de retirar el exceso de radiactividad; luego
durante 8min con 1mL/min para alcanzar un nivel basal estable, posteriormente se
realizan 5 colectas bajo la misma condicion isosmética; en los casos donde se
emplean inhibidores, éstos se deben afiadir al medio empleado y a la concentracién
indicada. Tras las 5 muestras isosmoticas colectadas se cambia al medio con el
estimulo requerido, el cual puede ser un medio: (a) hiposmotico 7.5%, 15% 6 30%
(H7.5, H15 o0 H30); (b) hiposmético con trombina (5U/mL?) adicionada al respectivo
medio reducido en osmolaridad (HT); (c) hiposmotico 30% con PPACK (1uM)
SFFLRN (5uM) o GYPGKF (50uM); (d) isosmotico con la adicién de algln
inhibidor o con trombina (Iso); (e) hiposmético en presencia de algun inhibidor, con
0 sin trombina; (f) hiposmético libre de Ca**, con o sin wortmanina; (g) isosmético
alta [K'] con ouabaina (ImM) (K[mM]O); condicién también probada en presencia
de trombina, TBHA (50 pM) o DCPIB (10uM)?2.

Al finalizar con las perfusiones, se colecta el remanente de radiactividad
contenido en todas las células. Cada una de las alicuotas obtenidas se mezcla con
liquido de centelleo y se mide empleando un contador de radiactividad por centelleo

(Beckman Instruments CA.).

Particularidades.

e El uso de agentes quelantes, como el EGTA-AM (25 puM) se incuban en un
medio libre de calcio durante 20min, posteriores a la hora de incubacién con
el trazador radiactivo y previos al inicio de la perfusion. No es necesario
afiadirlos durante las perfusiones.

e El uso del inhibidor PPACK (1uM) requiere de una pre-incubacion junto a la
trombina, durante 30min previos al inicio de las perfusiones correspondientes

al estimulo.

1 Cambios consecutivos del medio con el que se tratan a las células en cada modelo experimental, en
todos los casos de este trabajo, el recambio de medio es de 1mL/min, tanto en lavados como en
colectas.

2 Concentracion estandar empleada en la mayor parte del trabajo, pero es usada a menores
concentraciones para realizar curva dosis-respuesta. Ver figura 2.

% El efecto directo de los farmacos empleados se describe en el Glosario (pp. 51).
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e Para el modelo de isquemia con I0A y NaNs, todos los lavados iniciales se
realizan con el medio de estimulo (isosmético sin glucosa + loA-NaN3),

durante 10min y luego se realizan colectas de 1mL cada 5min durante 50min.

Los resultados obtenidos se expresan como porcentaje de radiactividad
liberada respecto al total de radiactividad incorporada en las células durante la hora
de carga (el total de radiactividad se considera como la suma de la radiactividad
medida en cada una de las colectas més la radiactividad presente en las células al
final del experimento) y se muestran graficamente como un proceso curso-temporal
de liberacion (Figura Da). Estos mismos valores permiten calcular el porcentaje de
liberacion neta, entendido como la suma de la liberacion alcanzada en los 5 puntos

méaximos durante el periodo de estimulo respecto al nivel basal (Figura Db).
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Figura D. Ejemplo de la presentacién y manejo de los datos en liberaciones curso temporales y su
expresion en liberacion neta. a) Liberacion curso-temporal que muestra el porcentaje de radiactividad
(eje Y) presente en cada colecta (eje X). Los porcentajes son respecto al total de radiactividad
(determinado por la radiactividad de Zo-pt mas la radiactividad presente en las células al finalizar las
perfusiones). La linea negra representa la salida de la molécula trazadora en una condicion basal
estable; la linea gris representa la salida de la misma molécula ante la aplicacidn de un estimulo en el
tiempo ¢ y mantenido hasta el final de la liberacidn. b) La diferencia entre suma de la liberacion
evocada durante un estimulo (Z¢-@) y la suma de la liberacion en su estado basal estable (Za-¢) da

como resultado el valor de la liberacion neta.
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Medicion de calcio

El [Ca®*]i fue determinado usando Fura-2/AM, en astrocitos cultivados sobre
cubreobjetos de 60mm. Las células se incuban en medio isosmético libre de Ca?*,
con EGTA (0.1mM) o EGTA-AM (25uM) el cual es incubado Unicamente durante
20 minutos, o bien con ionomicina (1uM) incubada previamente durante 5min. Las
condiciones son mantenidas durante la determinacion de fluorescencia, la cual fue
determinada en un espectrometro de luminiscencia (Fluoromax-3 Horiba), donde la
excitacion fue alternada entre 340nm y 380nm, mientras que emision fue
monitoreada a 510nm. La fluorescencia fue medida bajo condiciones isosmaticas
hasta alcanzar una linea basal estable (durante 100s) y después el medio se reduce en
osmolaridad mediante la adicion del volumen apropiado de agua destilada, con o sin
los agonistas. Los resultados son calculados empleando una ecuacion que relaciona
la proporcidn entre la cantidad de calcio unido al indicador utilizado, con la cantidad

de calcio libre y su constante de disociacion (Takahashi et al., 1999).
Anélisis estadistico
Los resultados expresan valores promedio + error estandar, la significancia (p<0.01,

p<0.05) fue determinada usando andlisis de varianza (ANDEVA) y pruebas de
Newman-Keuls (Zar, 1984).
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RESULTADOS

La estimulacion de astrocitos de cerebelo con un medio reducido en osmolaridad
(edema hiposmético), provoca la liberacion de glutamato®H, que bajo esta condicién
se comporta como un osmolito, moviéndose del interior al exterior de la célula como
parte del DRV. Los experimentos fueron hechos usando L-glutamato®H como
trazador y avalados con experimentos control con acido D-aspartico, una molécula
anéloga al acido L-glutdmico, que se desplazara por la misma via, pero que tiene la
ventaja de no ser metabolizable, que permite asegurar que es despreciable la cantidad
de glutamato que se metaboliza a glutamina durante el periodo experimental. Se
probaron diferentes disminuciones en la osmolaridad a partir de un medio
isosmotico, examinando lo que ocurre a reducciones del 7.5%, 15% y 30%,
encontrandose un incremento en la liberacién de glutamato®H al pasar de medio
isosmatico al hiposmético. La liberacion basal promedio neta fue de 0.2%; en una
condicion H7.5 aumento a 1.42%, con el estimulo de H15 la liberacion alcanzada fue
de 1.47% y para la condicidon H30, el porcentaje de liberacién pasé de 0.2% a 5.74%
(Figura 1).

Liberacién neta de L-glutamato®H (%)

0 momm
Isos H7,5 H15 H30

Figura 1. La hiposmolaridad provoca un aumento en la salida de glutamato en astrocitos de
cerebelo. La liberacion de glutamato®H fue evaluada en cultivos primarios de astrocitos, en
osmolaridades de 300mOsm, 277mOsm, 255mOsm y 210mOsm, respectivamente. Resultados
expresados como promedio + error estdndar. Los distintos estimulos hiposmoéticos difieren

significativamente de la condicién isosmética con p<0.01; n > 5.
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Para conocer el efecto de la adicion de trombina en la liberacion estimulada
por un medio hiposmotico (210mOsm), se realizé una curva del efecto por trombina,
con dosis desde 0.005U/mL hasta 5U/mL, encontrandose un efecto maximo y
saturable a partir de 20nM, equivalente a 0.1U/mL (Figura 2), concentracién a la cual
se alcanzé una liberacion neta del 25%. Se decidio adicionar, a distintas reducciones
de osmolaridad, 5U/mL de trombina equivalentes a una concentracién de 1uM; se
optd por dicha concentracion, pues es la que puede llegar a ocurrir en un proceso
patoldgico como la isquemia. La figura 3 muestra un aumento de la liberacion de

glutamato®H, en cada condicién hiposmética e incluso, en condiciones isosméticas.

35
30 -
25
20
15 +
10 -

Liberacién neta de L-glutamato®H (%)

1 2 10 20 100 | 250 | 500 | 1000

0,005 | 0,010 | 0,050 | 0,100 | 0,500 | 1,250 | 2,5 5
Trombina [nM] y U/mL

Figura 2. La salida osmosensible de glutamato es potenciada por la trombina de manera dosis-
dependiente. Dosis crecientes de trombina fueron adicionadas a un medio hiposmoético (210mOsm).
Los datos se expresan en una curva de liberacién neta de glutamato®H contra la concentracion de
trombina expresada en [nM] (1 a 1000) y con su equivalencia en U/mL (0.005 a 5). Cada punto
representa el promedio + error estandar; entre las concentraciones superiores a 10nM no existe
diferencia significativa p<0.01; n> 4.

29



25

20

15

10

Liberacion neta de L-glutamato®H (%)

Isos H7,5 H15 H30

Figura 3. La trombina potencia la liberacion sensible a volumen de glutamato a diferentes
osmolaridades. Comparacién entre la liberacién neta de glutamato®H en distintas condiciones de
osmolaridad (barras claras) y la liberacion estimulada por la adicién de 5U/mL de trombina (barras
oscuras) en astrocitos de cerebelo. Las condiciones con trombina difieren significativamente de sus

controles respectivos con p<0.025. Los resultados se expresan como promedios + error estandar, n >5.

Para asegurar que el efecto de la trombina sobre la liberacion del trazador, se
debiera precisamente al funcionamiento de dicha proteasa, se empled un inhibidor de
su actividad proteolitica conocido como PPACK (1uM). La presencia de este agente
suprimié practicamente todo el efecto potenciador de la trombina (Figura 4). La
trombina actla a través de PAR’s, de los cuales hay 4 isoformas, todas presentes en
el cerebro de rata (Wang et al., 2002). Para investigar si alguno de estos receptores,
es responsable del efecto potenciador de la liberacién hiposmética de osmolitos, se
emplearon los péptidos activadores especificos a cada probable receptor de trombina
implicado: SFFLRN que es especifico para el PAR-1 y el GYPGKEF especifico para
PAR-4. Se encontré que el SFLLRN (5uM), igual6 el efecto logrado por la adicion
de trombina (22% de liberacion neta), mientras que con el péptido GYPGKF (50uM)
solo se logr6 una liberacion de un 2.12%. Con estos resultados se determina que el
efecto de trombina, en la potenciacion de la liberacion hiposmotica, esta mediado por

su funcion de proteasa, sobre el PAR-subtipol (PAR-1) principalmente (Figura 4).
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H30 HT PPACK PAR-1 PAR-4
Figura 4. La actividad potenciadora de la liberacion de glutamato®H bajo condiciones de
hiposmolaridad estad mediada por la actividad de proteasa de la trombina sobre PAR-1. Las
barras representan el promedio + error estandar de la liberacién neta de glutamato®H tras el estimulo
de un medio a 210mOsm (H30), con la adicién de 5U/mL de trombina més el inhibidor de proteasa
PPACK (1uM), o con el péptido activador para PAR-4 (GYPGKF 50uM), difieriendo
significativamente de la condicién hiposmética con trombina (HT), con p<0.01; PAR-1 (SFLLRN,
5uM) no difiere de HT; n>4.

La cadena de sefializacion que se activa por el receptor PAR-1, involucra de
manera prominente un incremento en el calcio citosélico [Ca®];. Ademas, trabajos
previos han mostrado que la exposicion de las celulas a una condicion hiposmotica,
provoca un pequefio incremento en la [Ca®'];, cuya magnitud varia en funcién del
tipo celular (Pasantes-Morales y Morales-Mulia, 2000). Se midi6 el Ca®*; para
evaluar su efecto, en la accion de la trombina en un medio hiposmético; los
resultados de la figura 5 muestran un aumento de la [Ca?*]i en esa condicion, desde
71.6nM en condiciones isosmaticas, hasta 110nM en la condicion hiposmotica y
380nM en HT o en hiposmolaridad con el agonista de PAR-1 (Figura 5a). Dicha
elevacion se redujo mediante el empleo del agente quelante de calcio extracelular
EGTA (209nM) y fue précticamente eliminada por la omision de calcio intracelular
usando ionomicina, con la cual se registré una [Ca®*]i de 36nM; mientras que con
EGTA-AM se midié una [Ca*']; de 25nM; con ello se identifico a los almacenes
intracelulares de calcio, como la fuente principal del incremento provocado por la
trombina (Figura 5b). Esta elevacion de calcio implica la participacion de una via
que involucra a la fosfolipasa C (PLC), ya que al emplear el inhibidor U73122, se
redujo la liberacién hiposmética de glutamato®H de 5.74% a 1.79%, mientras que la

hiposmética potenciada por trombina de 21.54% a 7.08%, lo que equivale a un
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67.13% de efecto inhibitorio (Figura 6). El efecto de trombina sobre la liberacién de
glutamato®H fue dependiente de Ca®*, ya que hubo una reduccién del 63.88% en la
liberacién neta, cuando se empleé un medio libre de Ca?* con EGTA-AM; cuando
solo se quelé el calcio extracelular, se redujo la liberacién de glutamato®H en un
27.94% (Figura 6).
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Figura 5. La trombina en un estimulo hiposmotico incrementa los niveles de calcio intracelulares
a través de la activacién de PAR-1. a) Aumento de la [Ca®']; en un estimulo hiposmético (30%), en
ausencia (H30) o presencia de 5U/mL de trombina (HT) o con 5uM de SFLLRN (H30 PAR-1). b)
Disminucion de la [Ca®']; en presencia de 0.1mM de EGTA, 25uM de EGTA-AM (HT EGTA AM) o
ionomicina 1uM (HT lonom) comparado a su control HT. Resultados expresados como promedios, el

error estandar fue menor al 5%, n> 4.
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Figura 6. La trombina ejerce sus efectos potenciadores de la liberacion hiposmética a través de
un mecanismo que implica la participacion de PLC y es dependiente de calcio. Liberacion de
glutamato®H potenciada por trombina: a) curso-temporal y b) neta, con la adicién de EGTA (0.1mM),
EGTA-AM (25uM) y U73122 (5uM). Los resultados muestran datos promedio + error estandar, las
reducciones alcanzadas por los agentes quelantes y del inhibidor difieren significativamente de HT a
p<0.05, n > 6.
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Hasta esta parte se concluy6 que el calcio juega un papel muy importante, en
la via activada por trombina que conduce a un aumento en la salida de glutamato, por
lo que posteriormente se analizé la posible implicacién de las principales proteinas
activadas en funcién de un aumento de calcio citosolico, como lo son la proteina
cinasa C (PKC) y la calcio-calmodulina (CaM). Para este propésito se emplearon
bloqueadores especificos de dichas proteinas, la queleritrina y el G66976, inhibidores
de PKC y el W7 de CaM. El G66976 y la queleritrina, mostraron un efecto inhibidor
de la liberacion hiposmética potenciada por trombina de un 15.5% y 19.34%
respectivamente; en ausencia de trombina el uso de los bloqueadores de PKC redujo
la liberacion en 21% y 32%, respectivamente. Con la inhibicién de la CaM, el efecto

de trombina en la liberacion hiposmotica neta se redujo 66.2% (Figura 7).
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Figura 7. El efecto potenciador de la trombina en la salida de glutamato®H depende en menor
medida de PKC e implica la participacion de CaM en astrocitos de cerebelo. Inhibicion de la
liberacion al emplear los bloqueadores de PKC: G66976 1uM (HT Go) o queleritrina 2.5uM (HT
QUEL) y bloqueando a CaM con W7 50uM (HT W?7). El efecto inhibidor de los bloqueadores W7 y
Quel, fue significativamente diferente a su control HT con p<0.025, mientras que G6 no fue

significativo. Se presentan los promedios + error estandar, n>4.

Investigaciones realizadas previamente, por Cardin y colaboradores
(2003), reportaron que la salida de taurina en condiciones hiposmoticas, se reduce
por bloqueadores de la actividad de la proteina cinasa 3 de inositol (PI3K), misma
que es sensible a las variaciones de la [Ca®"]i. Ademas, la sefializacion
desencadenada por trombina implica la activacion de proteinas G, de los cuales la

subunidad By de la proteina G113 ha sido asociada a la activacion de PI3K (Brock et
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al., 2003). Con estos antecedentes se procedié a buscar la relevancia de esta cinasa,
pero en la salida de glutamato, afiadiendo el inhibidor wortmanina (100nM) al
estimulo hiposmético s6lo o con trombina, encontrdndose una reduccién de la
liberacion neta de glutamato®H de alrededor del 50%, para ambas condiciones
(Figura 8). Sabiendo previamente el papel del calcio en la liberacion hiposmética de
glutamato®H potenciada por trombina, se analizé su relacién con la actividad de la
PI3K, para lo cual las células se trataron simultdneamente con un medio hiposmético
libre de calcio usando EGTA-AM y wortmanina, logrando con ello una inhibicién
del 93%, lo que evidencia el efecto aditivo de estos dos elementos (Figura 8),
concluyendo que la via por la cual participa PI3K, en el mecanismo potenciador

evocado por la trombina en un estimulo hiposmético, es totalmente independiente de

calcio.
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Figura 8. La potenciacién de la liberacién de glutamato depende en gran medida de PI3K y su
participacion es independiente de calcio. a) Liberacion curso-temporal de la salida de glutamato®H
potenciado por trombina (5U/mL), con la adicién de wortmanina 100nM, en un medio libre de calcio
con EGTA AM (25uM), o su efecto aditivo. b) Las barras expresan la liberacion neta en las mismas
condiciones. Los resultados se consideran como promedios +* error estandar y son significativamente

diferentes a HT; p<0.01, n > 4.

Se conoce que la movilizacién de osmolitos organicos durante el DRV,
ocurre a través de una via sensible a bloqueadores de canales de CI" (Jackson y
Strange, 1993; Estevez et al. 1998; Abdullaev et al., 2006; Pasantes-Morales et al.,
2006Db). Siendo el glutamato uno de los osmolitos que se movilizan durante el DRV,
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tras una condicién de edema, se indag6 si la liberacion que es potenciada con la
trombina, también ocurre a través de esta via. Se usaron tres tipicos blogueadores de
canales de CI: NPPB (50uM), tamoxifen (10uM) y DCPIB (10uM), los cuales al
afiadirse al estimulo hiposmético redujeron la liberacién de glutamato®H en un
99.7%, 70% y 97.4%, respectivamente. Para el caso de la liberacién hiposmética
potenciada por trombina, también se observd una reduccion de la salida de
glutamato®H que fue proporcional a la dosis de cada bloqueador (Figura 9). Se
elaboraron curvas dosis-respuesta, que permitieron calcular el valor de 1Cs para cada
blogueador; se encontrd que el bloqueador mas efectivo fue el DCPIB con una ICs
de 4.17uM, seguido por el tamoxifen (1C5,=6.60 uM) y el NPPB (IC5,=15.84 uM).
Del mismo modo, la adicién de estos bloqueadores, disminuy6 la salida del trazador

en una condicion isosmaotica con trombina.
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Figura 9. Los bloqueadores de canales de CI', inhiben la liberacién de glutamato®H potenciada
por trombina. a) Efecto de tamoxifen 10uM (TMX), DCPIB 10uM y NPPB 50uM sobre la
condicién isosmética e hiposmotica 30% potenciada por trombina (IsoT e HT), los datos difieren
significativamente respecto a sus controles, con p<0.01 (salvo IsoT TMX). b) Curvas contra

concentracion de los bloqueadores en un medio hiposmdtico 30% en presencia de trombina. Los

resultados se expresan en promedios + error estandar, n > 6.

Habiendo caracterizado la via de salida de glutamato®H potenciada por

trombina, durante una condicion de edema hiposmotico en astrocitos de cerebelo, se
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procedié a indagar si en una condicién de isquemia, patologia en la que ocurre un
edema isosmotico, la trombina también incrementa la salida de glutamato. Para este
propdsito se emplearon dos modelos experimentales que simulan procesos que

ocurren durante la isquemia a nivel celular.

Uno de estos modelos simula el proceso de despolarizacion celular que ocurre
en células en isquemia, producto de la acumulacion de potasio extracelular ([K']e) y
del bloqueo del funcionamiento de la ATPasa Na*/K" mediante ouabaina (1mM). En
esta condicion se encontré un incremento en la liberacién de glutamato®H, que fue
proporcional al aumento de la [K*]e (Figura 10). Este incremento fue de un 136%,
226% y 440% para 40mM, 80mM y 100mM de [K'], con liberaciones netas de
0.99%, 3.47% y 9.32%, respectivamente. Sorprendentemente, la adicion de trombina
a las condiciones anteriores no potencid la liberacion del osmolito (Figura 11), a la
misma concentraciéon a la cual provocaba un notable incremento de la salida de

glutamato®H en la condicién de edema hiposmético (Figura 3).
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Figura 10. Concentraciones altas de potasio extracelular ([K*],) junto al aumento intracelular de
sodio ([Na'];) evocan un aumento en la salida de glutamato de astrocitos de cerebelo. a) Salida
curso-temporal de glutamato®H de astrocitos expuestos a medios isosméticos (300mOsm) con
distintas concentraciones de [K'] (40mM, 80mM y 100mM) y ouabaina (O) 1mM. b) Curva contra
concentracion de K* respecto a la liberacion neta de glutamato®H. Los datos son promedios + error

estandar de n > 6.
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Figura 11. La trombina en la condicion de K*;/Ouabaina no incrementa la salida de glutamato
de astrocitos de cerebelo. Comparacion entre el valor promedio + error estandar de la liberacidn neta
de glutamato®H de astrocitos expuestos a altas [K*]. (40, 80 y 100 mM de KCI) més ouabaina (O)
1mM (barras claras) y las mismas condiciones en presencia de 5U/mL de trombina (barras oscuras);

n> 6.

Como los efectos de una misma condicién de isquemia difieren de acuerdo al
tipo celular expuesto al dafio, incluso dentro del mismo tejido nervioso (Dienel y
Hertz, 2005), se probo el efecto de la trombina en astrocitos corticales expuestos a
alta [K']e y ouabaina, lo que provocé un aumento de la salida de glutamato desde un
nivel basal de 2.7% hasta un 6%, sin registrarse de nueva cuenta potenciacién con la
adicion de la proteasa (Figura 12).

El segundo modelo empleado fue la isquemia por inhibicion glicolitica y
respiratoria, que implica la adicion de iodoacetato (I0A) y azida de sodio (NaN3) con
la finalidad de bloguear la glicolisis y la cadena respiratoria de manera simultanea
(Longuemare y Swanson, 1997; Cavallini et al., 2005). Se encontr6 que la adicion de
un medio sin glucosa con I0A (5mM) y NaN3; (20mM), incrementa progresivamente
la salida de aspartato®H desde un 2.52% hasta un 6.67%. Con la trombina en dicha
condicion, no se potencia la liberacion del osmolito mencionado. El control de este
experimento muestra que la movilizacién de aspartato®H, disminuye progresivamente

en funcion del tiempo (Figura 13).
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Figura 12. La adicién de trombina no potencia la liberacién de glutamato de astrocitos corticales
sometidos a la condicién de K*./Ouabaina. a) Sefiala la liberacién curso-temporal de glutamato®H
de astrocitos expuestos a un medio isosmatico con 100mM de KCl 'y 1mM de ouabaina (O) con y sin

trombina (5U/mL). b) Porcentaje de liberacidn neta de las mismas condiciones; n > 6.
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Figura 13. La trombina no potencia la salida de aspartato en astrocitos corticales expuestos a
isquemia quimica por inhibicién glicolitica y respiratoria. a) Efecto en la liberacién curso temporal
de aspartato®H durante el tratamiento con un medio isosmético (300mOsm) con loA 5mM mas NaN;
20mM o bien adicionando 5U/mL de trombina, comparado con su control isosmoético libre de
farmacos. b) Barras que representan la liberacién neta de aspartato®H de las condiciones anteriores.
Los datos representan promedios * error estandar, la condicién isosmética difiere significativamente

del modelo de isquemia (p<0.025), n > 12.

El nulo efecto de la trombina bajo los modelos de K's/Ouabaina y de
isquemia quimica presentados, conduce a indagar si ocurre hinchamiento en los

astrocitos. Gran parte de los trabajos realizados en el laboratorio, han demostrado
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que la taurina, es un osmolito que puede evidenciar un evento de hinchamiento
celular (Schousboe y Pasantes-Morales, 1992; Jentsch et al., 2002), por ello se
registré la salida de taurina®H bajo las condiciones trabajadas. Se encontré que la
liberacion de taurina se potencia durante el estimulo de K*s/Ouabaina, desde un nivel
basal neto en condiciones isosméticas de 1.1% hasta 2.3% en el estimulo, ademas la
adicion de trombina en esta condicidn potencié la salida neta de taurina en astrocitos
de cerebelo hasta 5.7%, lo que equivale a una potenciacion mayor al 100%. También
se incrementa la liberacion de taurina®H en astrocitos corticales, durante isquemia
por inhibicion glicolitica y respiratoria (de 9.38% a 33.96%), sin embargo, no se

potencid significativamente con la trombina (Figura 14).
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Figura 14. La trombina potencia la liberacion de taurina de astrocitos expuestos al modelo de
K*s/Ouabaina, pero no durante un proceso de inhibicidn glicolitica y respiratoria. a) Efecto de la
adicion de un medio isosmotico con 100mM de KCI y ouabaina 1mM, con y sin trombina (5U/mL) en
la salida de taurina®H. b) Representacion en barras de la salida neta bajo las mismas condiciones, los
valores difieren significativamente a p<0.05. c) Salida curso-temporal de taurina®H en un medio
isosmético con 10A (5mM) y azida de sodio (NaNs3) con y sin trombina comparado con la liberacion
evocada por una condicién libre de isquemia. d) Liberacion neta de taurina®H donde la condicién

isquémica no es afectada por la trombina. Los valores son promedios = error estandar, n > 6.
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Por otra parte, como se evidencié en los resultados iniciales (Figura 9),
agregando DCPIB a una condicién de hiposmolaridad, se anula por completo la
salida de osmolitos potenciada por trombina, misma que ocurre por la via de
VSOAC, de tal manera que para indagar si la salida de glutamato®H o aspartato®H
observada durante el modelo de K'¢/Ouabaina o de isquemia quimica (Figura 10-
Figura 13) también se moviliza por esta via, se afiadio el blogqueador mencionado. En
los resultados de la figura 15, se observa que el empleo del DCPIB (10uM),
disminuye la salida de glutamato®H en el modelo de K*;/Ouabaina solo un 53.69%;
mientras que la liberacion neta en el modelo de isquemia por inhibicién glicolitica y
respiratoria se inhibi6 un 18% la salida de aspartato’H.

Los datos hasta ahora presentados, sugieren que la via principal de salida de
osmolitos organicos, ya sea durante un proceso de isquemia o cuando se induce
despolarizacion por K'./Ouabaina, es distinta a la via de liberacion sensible a
volumen que tipicamente se activa bajo una condicién hiposmotica. Los efectos que
suceden bajo un periodo isquémico, implican la acumulacién de &cido glutamico
extracelular, que en parte se debe al funcionamiento reverso de su transportador
(Rutledge y Kimelberg, 1996), por ello se empled un bloqueador del transportador de
glutamato, el &cido treo-B-hidroxiaspartico (TBHA), el cual inhibié en un 99% la
liberacion de glutamato bajo la condicion de alta [K*]e mas ouabaina y redujo en un
85% la salida de aspartato en la condicion de 10A méas NaNj; (Figura 16). La adicién
de TBHA no afect6 la movilizacién dede aspartato®H en el control isosmético, en
cambio la adicién del DCPIB redujo la salida desde un 17.5% hasta un 11.5%
(Figura 15), lo cual refleja que en ausencia de una condicion de isquemia la via
sensible a volumen es funcional. Por lo tanto se concluye que la salida de osmolitos
organicos en el modelo K'g/Ouabaina o durante isquemia quimica, depende
principalmente del funcionamiento en reversa del transportador de glutamato y en
menor medida depende de la via sensible a volumen, que se presenta bajo una
condicion de edema celular hiposmético y sobre la cual la trombina evidencia su

efecto.
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Figura 15. La salida de glutamato o aspartato, en condiciones de hinchamiento isosmotico
inducido durante la condicion de K*/Ouabaina o durante la isquemia quimica, ocurre en menor
medida por la via VSOAC. a) Salida curso-temporal de glutamato®H durante la condicién de alta
[K*]e mas ouabaina inhibida por 10uM de DCPIB, en b) su correspondiente valor neto de liberacion.
c) Salida curso-temporal de aspartato®H con adicion de DCPIB (10uM) durante una condicion
isosmatica sin farmacos y mientras se induce isquemia por inhibicion glicolitica y respiratoria,
mostrandose los valores netos en d). Las condiciones con DCPIB no difieren de sus controles
respectivos en la condicion de isquemia, pero si en el modelo de K'/Ouabaina, con p<0.025.
Resultados expresados como promedios + error estandar, n > 8.
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Figura 16. La liberacion de glutamato o aspartato de astrocitos expuestos a K*;/Ouabaina o a
isquemia quimica, depende en mayor medida del funcionamiento en reversa del transportador
de glutamato. a) y b) Liberacién curso-temporal y neta respectivamente, de glutamato cuando se
aflade TBHA (50uM) al estimulo alta [K*], més ouabaina. La inhibicion del mismo farmaco bajo el
estimulo de isquemia por inhibicién glicolitica y respiratoria se muestra en ¢) de manera curso-
temporal y en d) como liberacion neta de aspartato. Los resultados son promedios + error estandar de
n > 8; con diferencia significativa entre los estimulos de K*./Ouabaina e isquemia con TBHA y sus

controles respectivos, p<0.01.
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DISCUSION

Las células animales activan mecanismos de liberacion de osmolitos organicos, tras
ser sometidas a condiciones que incrementan su volumen. Los osmolitos organicos
son un grupo variado de moléculas, que presentan diferencias respecto a su
abundancia relativa y a la cinética de su liberacion en los distintos tipos celulares.
Los aminoacidos examinados en este trabajo, la taurina y el glutamato o aspartato,
funcionan como osmolitos universales, de éstos, la taurina tiene una inercia
metabolica que le permite movilizarse sin afectar el funcionamiento celular; no asi en
el caso del glutamato, que en el cerebro funciona como el neurotransmisor excitador
mas importante.

En el cerebro de mamiferos, los astrocitos son el tipo celular mas susceptible
a cambios drasticos en su volumen, debido a su funcion amortiguadora de los
cambios en el espacio extracelular, dirigida a la proteccion del volumen de las
neuronas (Mongin et al., 1999; Panickar y Norenberg, 2005). Ante un incremento en
el volumen, los astrocitos iniciaran el proceso de DRV liberando osmolitos, entre
ellos el glutamato. En células nerviosas, esta respuesta adaptativa puede incrementar
los niveles de glutamato y si éstos exceden la capacidad del transportador, podria
existir el riesgo de dafio por excitotoxicidad debido a la sobreactivacion de los
receptores neuronales de tipo NMDA.

En los resultados iniciales se mostro que la salida de glutamato, se incrementa
significativamente en funcion del aumento en la hiposmolaridad del medio (Figura
1), a consecuencia del mecanismo del DRV, contribuyendo con ello, a aumentar los
niveles de glutamato extracelulares en el tejido cerebral ante un episodio de edema.
Bajo condiciones normales, cualquier aumento en los niveles del glutamato
extracelular, es amortiguado por su captura a través de los transportadores
especializados de los astrocitos; no obstante, como fue mencionado, la capacidad del
transportador puede ser rebasada o bien, bajo condiciones patoldgicas como la
isquemia, la falla energética causa la disipacion de los gradientes idnicos
transmembranales y lleva a que los transportadores operen en reversa, contribuyendo
al aumento de glutamato extracelular (Anderson y Swanson, 2000; Camacho y
Massieu, 2006; Maragakis y Rothstein, 2004). Este estado patoldgico, puede ser
agravado por la ruptura de la barrera hematoencefélica, lo que daria paso a diversas
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moléculas de actividad proteolitica y/o proinflamatoria, que estan presentes en el
torrente sanguineo, como la trombina, agente activador de los GPCR’s del tipo PAR,
lo que podria incrementar aun mas los niveles de glutamato extracelular.

Existen antecedentes que muestran que la activacion de algunos GPCR’s, se
asocia con un incremento en la liberacion sensible a volumen de osmolitos organicos.
Este es el caso de receptores purinérgicos, histaminicos, muscarinicos colinérgicos y
prostanoides (Mongin y Kimelberg, 2002; Loveday et al., 2003; Falktoft y Lambert,
2004; Heacock et al., 2004; Mongin y Kimelberg, 2005; Heacock et al., 2006;
Heacock et al., 2006 b); lo cual denota una regulacion de los VSOAC a través de
GPCR’s. En el caso de la trombina, existen reportes previos acerca de la
potenciacion de la liberacion de osmolitos sensible a volumen en células de
neuroblastoma (Cheema et al., 2007) y fibroblastos (Vazquez-Juérez et al., 2007).
Existen receptores a trombina en un gran nimero en células cerebrales (Weinstein et
al., 1995; Junge et al., 2004), lo que puede implicar que esta molécula tenga un papel
en la regulacién de eventos de sobrevivencia o muerte celular durante el dafio
cerebral, pues la trombina a concentraciones nanomolares esta asociada a proteccién
celular; sin embargo, a concentraciones altas como las que ocurren en circunstancias
patoldgicas, incluyendo la isquemia y el trauma craneoencefalico, la trombina causa
un dafio celular evidente (Striggow et al., 2000; Wang y Reiser, 2003; Xi et al.,
2003). Por ello en este trabajo, se explord una concentracion de trombina equivalente
a la que puede llegar a ocurrir en estas circunstancias.

En el presente estudio, a través del marcado efecto potenciador de la trombina
en la liberacion de glutamato, se demostré su papel como modulador del mecanismo
de activacion de los VSOAC bajo condiciones de edema hiposmético en astrocitos
de cerebelo. Esta accion se llevo acabo a través de la actividad proteolitica de la
trombina, esencialmente a través de la isoforma PAR-1, ya que el agonista de este
receptor, logré mimetizar completamente el efecto potenciador de la trombina, a
diferencia del agonista del PAR-4. No fue explorado el efecto de las otras isoformas,
que aunque estan presentes en los astrocitos, se activan por otras proteasas y no por
trombina.

Una observacion interesante fue el encontrar que la trombina potencia la
liberacion de glutamato bajo condiciones isosmoticas (Figura 3), lo que puede estar

evidenciando un papel regulador de esta proteasa en las células del SNC, indicando
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que la via a través de la cual se sale el glutamato (VSOAC), esta parcialmente abierta
incluso en ausencia de un cambio osmolar.

En este trabajo se demostré que la trombina potencia la salida de glutamato
sensible a volumen, a traves de un incremento en el calcio intracelular, corroborando
su aumento en astrocitos expuestos a una medio hiposmético, como fue sefialado por
estudios previos (Morales-Mulia et al., 1998; Cardin et al., 2003) y se encontré un
notable incremento de la [Ca?']; en presencia de trombina, que fue mediado por
PAR-1. Se demostrd también que este incremento en la [Ca®'], proviene
mayormente de fuentes intracelulares, posiblemente del reticulo endoplasmico, a
través de una reaccién mediada por PLC. Las fosfolipasas actuando sobre los lipidos
de la membrana celular, generan segundos mensajeros como el inositol-3-fosfato
(IP3), que conduce a la liberacion de calcio del reticulo endoplasmico y el
diacilglicerol (DAG); este Gltimo en presencia de Ca** es capaz de activar a PKC,
una cinasa que coordina maltiples respuestas a nivel celular. La salida de glutamato
responde en paralelo a estas manipulaciones, ya que se inhibe por prevenir el
incremento en la [Ca*']; y la actividad de la PLC. Esta fosfolipasa participa en la
potenciacion de la liberacion osmosensible de osmolitos mediada por GPCRs en
varios tipos celulares (Bender et al., 1993; Heacock et al., 2004; Cheema et al.,
2005; Mongin y Kimelberg, 2005; Chema et al., 2007), aunque en otros es
independiente de PLC (Heacock et al., 2006).

El incremento en la [Ca®*]; inducido por hiposmolaridad mas trombina, puede
activar a las cinasas de la familia PKC. Estas cinasas estan involucradas en el DRV
en ciertos tipos celulares (Chou et al., 1998; Estevez et al., 1999; Heacock et al.,
2006) y podrian estar vinculadas con la potenciacion por trombina en la salida de
glutamato. Los resultados de este estudio muestran que dicha cinasa, no tienen una
participacion importante en este proceso. La via de la CaM mostré tener una
influencia mayor, ya que su inhibicion redujo considerablemente la liberacion de
glutamato potenciada por trombina. Esta via también participa en la liberacién
sensible a volumen de taurina en distintos tipos celulares (Kirk y Kirk, 1994; Huang
et al., 2001) incluidos los astrocitos (Bender et al., 1992; Li et al., 2002).

La cinasa PI3K estd involucrada en la liberacion de taurina activada por
hiposmolaridad en células gliales del nucleo supradptico (Deleuze et al., 2000), en
neuronas granulares (Morales-Mulia et al., 2001) y en astrocitos (Cardin et al.,
2003). El presente estudio mostré que la PI3K contribuye asimismo a la salida de
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glutamato potenciada por trombina. EI mecanismo por el cual la hiposmolaridad y la
trombina pueden activar a PI3K, no se conoce con exactitud. Entre las posibilidades
consideradas estdn un efecto a través de la subunidad Gpy (Leopoldt et al., 1998;
Brock et al., 2003), mediante la transactivacion de EGFR (Vazquez-Juérez et al.,
2007), o por algun otro mecanismo dependiente de calcio (Cardin et al., 2003). Esta
ultima posibilidad parece estar descartada en nuestras condiciones ya que la
prevencion del incremento en la [Ca?*]i y la inhibicién de PI3K tuvieron un efecto
aditivo.

La liberacién de glutamato potenciada por trombina ocurrié a través de la via
sensible a volumen que moviliza a los osmolitos organicos en la mayor parte de las
células (Kimelberg et al., 1990; Sanchez-Olea et al., 1996; Estevez et al., 1998), ya
que los bloqueadores de esta via redujeron practicamente en su totalidad la salida de
glutamato. En conjunto, los resultados hasta esta parte, establecen la influencia de la
activacion de PAR-1 mediada por trombina en la modulacién de la via VSOAC
durante un modelo de edema hiposmatico.

En este trabajo también se examinO el efecto de la trombina sobre la
liberacion del glutamato en edema isosmotico, simulando condiciones de isquemia.
Los modelos empleados fueron el de un incremento en [K*]e junto con el blogueo de
la ATPasa Na'/K" (K'./Ouabaina) y el de isquemia por inhibicion glicolitica y
respiratoria. El uso de dichos modelos, se justifica porque en cerebros con isquemia
se alcanzan niveles de [K']e superiores a 80mM (Somjen, 1979); asimismo se ha
demostrado que el uso del iodoacetato como inhibidor de la glicolisis, ofrece un buen
modelo para la induccién de isquemia quimica, en el que los niveles de captura de
glutamato, se inhiben alrededor de un 90% (Gemba et al., 1994) y es reportado el uso
de NaN3 como una toxina mitocondrial, capaz de inducir un fallo energético
reversible, generando episodios de isquemia quimica en modelos in vitro
(Longuemare y Swanson, 1995; Longuemare y Swanson, 1997; Cavallini et al.,
2005).

Esta bien documentado el hecho de que en condiciones de isquemia, se
incrementan notablemente los niveles de glutamato extracelular, pero existe una
controversia acerca de los mecanismos responsables de este incremento. Se
consideran como posibilidades por una parte, la operacién del transportador en
reversa (Szatkowski et al., 1990; Gemba et al., 1994; Kimelberg et al., 1995; Rossi
et al., 2000) y por otra la activacion de la via sensible a volumen (Kimelberg y
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Mongin, 1998; Phillis et al., 1997; Feustel y Kimelberg, 2004; Kimelberg et al.,
2004), ya que se ha reportado un incremento temprano en el volumen celular en esta
condicion. Existen estudios que usan inhibidores de la via VSOAC o de los
transportadores, sefialando que ambos mecanismos contribuyen en igual medida a la
liberacion de aminodcidos excitadores durante la isquemia (Kimelberg et al., 2004).
Por otra parte, hay estudios que confirman el incremento en la liberacion de acido
glutdmico bajo condiciones de isquemia a través de la activacién de receptores
purinérgicos (Sperlagh et al., 2007), que al igual que los PAR’s, son GPCR’s. La
importancia de este tema radica en la posible muerte por excitotoxicidad en las
células sobrevivientes alrededor del foco isquémico. Sin embargo, una de las
conclusiones de este trabajo, es que si bien la trombina incrementa notablemente a
salida de glutamato en astrocitos sometidos a edema hiposmotico, no lo hace bajo la
condicion de isquemia quimica o en el modelo K*./Ouabaina.

En este estudio se mostré que la via de salida de glutamato®H, en astrocitos
de cerebelo y corticales expuestos a K'./Ouabaina, no ocurre mayormente como
consecuencia de un incremento en volumen, ya que se reduce en menor medida por
el blogueador altamente selectivo DCPIB y de acuerdo a los experimentos mas
recientes del laboratorio persiste en condiciones hiperosmoéticas. A este respecto
existen resultados contradictorios pues algunos bloqueadores menos selectivos de la
via VSOAC, como el tamoxifen o el NPPB, inducen una reduccion de la liberacion
de aspartato, glutamato y taurina (Rutledge et al., 1998; Nelson et al., 2003; Feustel
et al., 2004) en modelos similares, en tanto que hay reportes del nulo efecto de otros
bloqueadores como el L644711 (Jabaudon et al., 2000; Rossi et al., 2000). Estas
diferencias podrian deberse a las variaciones en el modelo experimental utilizado in
vitro. En nuestras condiciones, la mayor parte de la salida de glutamato ocurre a
través del transportador operando en reversa, ya que la liberacion se elimind en
presencia del inhibidor del transportador (TBHA). Con estos experimentos se
concluye la predominancia del transportador sobre la via VSOAC, como mecanismo
de liberacion del glutamato en el modelo K*e/Ouabaina. En el modelo de isquemia
por inhibicion glicolitica y respiratoria, la liberacion de aspartato no se afectd en
absoluto por el DCPIB y por el contrario, se elimino en presencia del bloqueador del
transportador, por lo que se concluye igualmente, que el mecanismo de salida del

aspartato es la operacién reversa del transportador.
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El abordaje experimental usado para investigar si la via VSOAC esté activada
en los modelos de isquemia, fue seguir la liberacion de taurina, que consistentemente
responde a condiciones de incremento en el volumen (Jentsch et al., 2002). Los
resultados sugieren un incremento en el volumen en el modelo de K*./Ouabaina,
mientras que no parece ser el caso en la condicion de isquemia quimica.

Los resultados sobre un posible efecto de potenciacion de la liberacion del
glutamato por trombina en las condiciones de isquemia probadas en este estudio
llevaron a las siguientes consideraciones: la trombina potencia la liberacién de
taurina en el modelo K*¢/Ouabaina, en el que la salida de taurina ocurre a través del
mecanismo sensible a volumen, pero no lo hace en el modelo de isquemia quimica
cuando la salida de taurina no parece ocurrir a través de esta via. En este Ultimo caso
puede ocurrir que los astrocitos expuestos a ese modelo de isquemia, no
experimenten hinchamiento celular y que la salida de taurina ocurra
fundamentalmente por el funcionamiento en reversa de su transportador; o bien que
la via esté inoperante debido a la caida de los niveles de ATP, pues se ha
documentado sélidamente que la operacion de la via VSOAC requiere de una accion
alostérica de ATP, sin que sea necesaria su hidrélisis (Strange et al., 1996), ademas
existen reportes que sefialan una disminucion dréstica del ATP intracelular con el uso
de los agentes iodoacetato y NaN3; (Gemba et al., 1994; Longuemare et al., 1999).
Por lo tanto, se puede comprender que con este modelo de isquemia, la salida de
taurina y de glutamato, no se hayan visto afectadas por la trombina.

En el caso del glutamato, su liberacion en los dos modelos tiene lugar
esencialmente por la operacion reversa del transportador, ya que tuvo un reducido o
nulo efecto el uso del DCPIB, lo que implicaria que no hay participacion la via
VSOAC, sobre la cual la trombina ejerce su efecto potenciador. En cambio, los
resultados sobre el efecto de trombina en condiciones hiposmoticas, mostraron que la
liberacion del glutamato estimulada por hiposmolaridad y potenciada por trombina
ocurre por completo a través del VSOAC, que no es el caso para su movilizacion en
los modelos de isquemia.

En el modelo de K*./Ouabaina el incremento en volumen ocurre debido a que
la ATPasa Na'/K" es inoperante, pero los niveles de ATP permanecen sin ser
alterados a corto plazo (Silver y Erecinska, 1997); sin embargo, la salida de
glutamato parece ocurrir enteramente a través del bloqueo del transportador, (aunque
no puede descartarse una participacion tal vez temprana del VSOAC, con base en la
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inhibicion parcial por DCPIB), un mecanismo sobre el cual la trombina no ejerce

ninguna influencia.
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inhibicién parcial por DCPIB), un mecanismo sobre el cual la trombina no

ejerce ninguna influencia.

CONCLUSIONES

En conjunto, los resultados permiten obtener las siguientes conclusiones:

1. Latrombina provoca un incremento considerable en la salida de glutamato de
astrocitos expuestos a edema hiposmatico. El glutamato se desplaza por la via

de movilizacion de osmolitos organicos sensible a volumen (VSOAC).

2. El efecto potenciador de la trombina, en la liberacion de glutamato en
condiciones hiposmoticas, es resultado de su actividad proteolitica sobre la

isoforma 1 del el Receptor Activado por Proteasas (PAR-1).

3. La trombina ocasiona un aumento notable de los niveles de [Ca*'];, en los
astrocitos expuestos a hiposmolaridad. Este incremento se origina
principalmente de pozas intracelulares y es dependiente de la activacion de un
mecanismo que implica a la PLC. El incremento en [Ca*];, activa a la
proteina CaM y en menor medida a la PKC.

4. La cinasa PI3K, participa en el mecanismo potenciador de la trombina, en la
salida de glutamato sensible a volumen. La contribucion de PI3K es
independiente de la via de sefializacién mediada por PLC-Ca?*. Se sugiere
que PI3K puede ser activada a través de un mecanismo dependiente de

proteinas G, de manera directa desde PAR-1.

5. El glutamato se libera en dos modelos de edema isosmotico que simulan una
condicion isquémica: un incremento en [K'] a niveles que se alcanzan en la
isquemia, junto con el bloqueo de la ATPasa Na'/K" por ouabaina; asi como

en la isquemia por inhibicidn glicolitica y respiratoria.
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6. La salida de glutamato en estas dos condiciones tiene lugar por la operacion
reversa del transportador y no se potencia por trombina. Se concluye que en
el modelo de K*/Ouabaina, el detonador de la salida es la despolarizacion
causada por la disipacion de los gradientes iénicos y no el incremento en el
volumen. En el caso de la isquemia quimica, la falta de hinchamiento o bien,
el déficit de ATP generado en esta condicion, impide la operacion de la via

VSOAC que requiere ATP alostérico para su activacion.

7. No se descarta la posibilidad de que la trombina potencie la liberacion de
glutamato, en las células del area adyacente al foco isquémico, en las que
persiste la condicion de hinchamiento pero en las que los niveles de ATP

intracelular permitan todavia la operacion de la VSOAC.

Con el desarrollo de esta investigacion se espera contribuir a la comprension de los
mecanismos moleculares y celulares, que subyacen a condiciones de edema e
isquemia cerebral, lo que permitird identificar los blancos terapéuticos para
contrarrestar estas patologias.
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Azida de sodio

DCPIB

EGTA
EGTA-AM
Fura2-AM
G06 6976
GYPGKF

lodoacetato

lonomicina

NPPB
Ouabaina

Osmolaridad

PPACK
Queleritrina
SFFLRN

Tamoxifen

TBHA

Trombina

u73122

W7

Wortmanina

GLOSARIO

Inhibe la funcién de la citocromo oxidasa por unidn irreversible al
cofactor hemo, en un proceso similar al realizado por el monoxido de
carbono. Sus efectos dependen de la cantidad y tiempo de exposicion.
Bloqueador altamente selectivo de la via de canales de aniones y
osmolitos organicos sensible a volumen.

Agente quelante del calcio extracelular.

Agente quelante del calcio intracelular.

Identificador quimico fluorescente del calcio intracelular.

Inhibidor de la actividad de la proteina cinasa C.

Péptido agonista de la isoforma 4 del receptor activado por proteasas.
Farmaco que reacciona con los grupos cisteina (-SH) para formar una
proteina carboximetilada, afectando a enzimas importantes para la
glicélisis. También es conocido como acido iodoacético.

Agente iondforo, derivado de microorganismos, que permite la
movilizacion del calcio a través de la membrana celular.

Bloqueador general de canales de cloro.

Bloqueador de la ATPasa Na'/K".

NUmero de moles de particulas de un soluto por kilogramo de agua, sin
considerar la masa, tamafo, diversidad o actividad ionica de dichas
particulas.

Inhibidor de la actividad catalitica de la trombina.

Inhibidor de la actividad de la proteina cinasa C.

Péptido agonista de la isoforma 1 del receptor activado por proteasas.
Blogqueador de canales de cloro. Modulador selectivo de los receptores
a estrogeno, muy empleado en el tratamiento contra el cancer.

Inhibidor competitivo del transportador de glutamato presente en el
sistema nervioso.

Proteasa de serina presente en el torrente sanguineo, importante en los
procesos de coagulacion y modulador nivel celular al actuar sobre
receptores de tipo GPCR.

Inhibidor selectivo de la proteina cinasa-3 de inositol.

Inhibidor de la proteina calcio-calmodulina.

Inhibidor de la proteina cinasa 3 de inositol (PI3K) de la via AKT.
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