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INTRODUCCION

1. EL DOLOR ES UNA SENSACION COMPLEJA.

1.1 Definicién vy clasificacion del dolor.

Habitualmente utilizamos el término “dolor” para referirnos a la percepcion de un
sentimiento o una sensacion que describimos de forma variable como irritante,
punzante, lacerante o incluso inaguantable. Sin embargo, el dolor no es sélo una
sensacion desagradable, sino que también es una compleja modalidad sensorial de
supervivencia. La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, del
inglés International Association for the Study of Pain) define el dolor como una
experiencia sensorial y emocional desagradable provocada por un dafio tisular
potencial o real.

Existen muchas maneras de clasificar el dolor (Tabla 1). Por ejemplo,
considerando la duracion sensorial, el dolor agudo actia como una sefal de alarma
gue desencadena la activacion de las vias nociceptivas del sistema nervioso central
para preservar su integridad. La mayoria de las veces el dolor termina una vez el
estimulo doloroso se retira y el dafio se ha curado. Sin embargo, a veces el dolor
persiste en ausencia del estimulo original y continia durante varios meses, pasando
a ser considerado como dolor crénico. Esta distincién sélo tiene en cuenta la
duraciéon y no los mecanismos subyacentes. Contrariamente al dolor agudo, el dolor
cronico es considerado una enfermedad per se, acompafiado de alteraciones en la
calidad de vida de los individuos, con un impacto en la familia, vida social y
profesional (Maletic & Raison, 2009; Radat et al., 2013).

Clasificacién Tipo de dolor

' Nociceptivo:
-Somatico: musculo esquelético, cutaneo; facil localizacion
-Visceral: érganos huecos y musculo liso; frecuentemente es un dolor referido
Fisiologia dolor -Inflamatorio: apendicitis, artritis reumatoide, herpes zoster
Neuropatico:
-Periférico: neuralgia postherpética, neuropatia diabética

-Central: Lesion medular, dolor central post ictus.

Intensidad del Leve-moderado-severo; escala de clasificacion numérica del dolor del 0 al 10 (O=no dolor
dolor y 10=peor dolor imaginable)

Curso temporal Agudo, crénico

Tejido implicado Piel, musculos, visceral, articulaciones, tendones, huesos

Sindromes Cancer, fibromialgia, migrafia, postoperativo, otros

Tabla 1. Clasificacién del dolor. El dolor puede clasificarse atendiendo a diferentes criterios como
su fisiologia, intensidad, caracteristicas temporales, tipo de tejido afectado y/o al sindrome que lo
causa. Algunas de estas clasificaciones pueden solaparse entre si.
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De manera general, atendiendo al mecanismo patofisiolégico subyacente, el
dolor puede clasificarse en dolor nociceptivo o en dolor neuropéatico. La IASP define
el dolor nociceptivo como el dolor provocado por la activacion de los nociceptores
(por ejemplo el dolor inflamatorio). El término nocicepcion (del latin nocere, “herir”)
hace referencia al proceso sensorial que se desencadena y representa una funcion
fisiologica vital con un papel protector para la supervivencia del organismo. Este
dolor se desencadena durante episodios inflamatorios o en lesiones de tejidos a
través de la liberacion de mediadores que estimulan el sistema nociceptivo (Figura
1). Por el contrario, el dolor neuropatico se define como el dolor iniciado o causado
por una lesion primaria o debido a la disfuncion del sistema nervioso periférico o
central. Refleja un fenbmeno patolégico con origen en el sistema nervioso periférico
(nervios, plexos, raices y nédulos linfaticos sensitivos) o central (medula espinal y
cerebro). El dolor neuropatico puede inducirse por una gran variedad de situaciones
patologicas en las que todas ellas, alteran la fisiologia del sistema nervioso. Este
puede clasificarse como dolor neuropatico periférico cuando esta asociado a una
lesion o disfuncion en el SNP que causa dolor, como por ejemplo la neuralgia
postherpética, la neuropatia diabética y la causalgia. Por otra parte, el dolor
neuropatico central estd asociado con una lesion o disfuncion del SNC, como el

dolor central postictus o la lesion medular (Figura 1).

) ) Nociceptor Dolor
A. Dolor nociceptivo Neurona sensorial  Reflejo retirada
- . o
Estimulo NOCIVO =y .
Cal O° Adaptativo, dolor alto umbral
a}or Sistema de alerta temprano
Frio ° (protector)
Fuerza mecanica intensa
Irritantes quimicos
Dafio nervio Dplor espoptén_eo
B. Dolor patolégico periférico Hipersensibilidad
Dolor NEUropPAtiCO  mmp No adaptativo
o P T —_— Dolor bajo umbral
Lesion neuronal

Estado patolégico del
sistema nervioso

=¥ esion, ictus
Procesamiento central anormal

Figura 1. Tipos de dolor. Desde una perspectiva neurobioldgica podemos clasificar el dolor en dos
tipos principales: Nociceptivo: representa la sensacidon asociada con la deteccién potencial de
estimulos nocivos y es protector (A) y neuropatico: dolor patoldgico causado por un dafio al sistema
nervioso (B). Maodificado a partir de: Woolf, 2010.
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1.2 Las vias de transmision del dolor.

Cuando recibimos un estimulo lo suficientemente intenso (por ejemplo un
estimulo mecéanico) se produce la activacion de los nociceptores. Desde un punto de
vista fisiologico, la estimulacién de los nociceptores periféricos inicia una cascada de
eventos en los que se liberan en la periferia moléculas inflamatorias pronociceptivas,
que promueven la activacion de los nociceptores. Estas moléculas inflamatorias
pronociceptivas pueden venir de células dafiadas (iones potasio, prostaglandinas,
leucotrienos), las plaquetas (serotonina), el plasma (bradiquinina), mastocitos
(histamina) y las neuronas aferentes primarias (substancia P, péptido relacionado al
gen de la calcitonina, CGRP) (Basbaum et al., 2009). Estos mediadores influyen
sobre el grado de actividad en el nervio aferente y como consecuencia, en la
intensidad de la sensacion del dolor (Marchand, 2008). Por tanto, una lesion que
pueda producir un riesgo potencial en el organismo activara las neuronas aferentes
primarias (neuronas de primer orden), que responden a la estimulacién nociceptiva y
transmiten esta informacion sensorial hacia la médula espinal a través de las fibras
aferentes. La mayoria de las mismas son polimodales y responden a diferentes
modalidades de estimulacion, incluyendo la estimulacion mecanica, térmica y

quimica (Cordero-Erausquin et al., 2016).

1.2.1 Neuronas de primer orden.
Los diferentes tipos de fibras transmisoras del dolor son los siguientes:

Fibras AB: estan principalmente implicadas en la conduccion de informacién no
nociceptiva como la vibracién, el movimiento o el tacto suave. Ademas, cuando se
reclutan también pueden tener un papel ténico inhibitorio sobre el estimulo
nociceptivo. Excepcionalmente, cuando se sensibilizan debido a un dolor patoldgico,
pueden promover la transmision nociceptiva. Son fibras gruesamente mielinizadas
(6-12um) con una rapida velocidad de conduccién (35-90m/s) (Smith & Lewin, 2009).
Fibras Ad: median el primer dolor rapido e intenso debido a la alta velocidad de
conduccion de estas fibras, conocido como primer dolor (Figura 2). Pueden dividirse
en dos tipos en funcion de si transmiten informacion polimodal o proveniente de los
mecanorreceptores (Abraira et al., 2017). Los mecanorreceptores responden
principalmente a una estimulacion mecanica intensa y también a una estimulacion

térmica intensa (fendmeno hiperalgesia). Las fibras polimodales Ad responden a
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estimulaciébn mecanica, térmica y quimica. Estdn menos mielinizadas que las AB (1-
6um) y su velocidad de conduccién también es alta (5-40m/s).

Fibras C: transmiten una sensacion dolorosa difusa, leve y retardada, conocida
también como dolor secundario o segundo dolor (Figura 2). La mayoria de ellas son
polimodales, respondiendo a estimulos mecanicos, térmicos y quimicos. Algunas sin
embargo responden Unicamente a estimulos mecanicos, estimulos térmicos de calor
o estimulos térmicos de frio. Otro grupo identificado como fibras C ‘silenciosas’ o
‘dormidas’ no se activan normalmente por estimulos mecanicos o térmicos y
Gnicamente responden a estos estimulos después de estar sensibilizadas, previa
incubacion con mediadores inflamatorios. Las fibras tipo C no estan mielinizadas
(0.2-1.5um grosor del axén) y tienen velocidades de conduccion bajas (0.5-2m/s)
(Smith & Lewin, 2009).

-:l& Sulr Ganglio raiz dorsal
Nervio periférico ©

= {
Fibra A3 Fibra C = oo o o
/ 4 T\-X

I\
—— \,_

Médula espinal

Primer dolor

Nndo dolor

“'-...____

Intensidad del dolor

* Tiempo ———»

Estimulo nocivo

Figura 2. Las fibras aferentes primarias son clasificadas por su diametro, grado de mielinizacién y
velocidad de conduccidn. El rapido dolor inicial es mediado por las fibras Ad mielinizadas que tienen
velocidades de conduccion elevadas, mientras que las fibras tipo C no mielinizadas median el segundo
dolor, debido a su baja velocidad de conduccion. Imagen izquierda extraida de: Hendry & Hsiao, 2013.
Imagen derecha modificada de: https://clinicalgate.com/pain-pathophysiology-and-management-2/

Las fibras nociceptivas también se pueden clasificar atendiendo a marcadores
especificos que definen subconjuntos especificos de diversas poblaciones
neuronales. De acuerdo a los receptores neurotréficos que expresan las neuronas
nociceptivas se pueden clasificar en:

TrkA positivas: son neuronas que expresan el receptor TrkA, sensible a la

neurotrofina NGF (nerve growth factor). A esta poblacion de neuronas se les
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denominan nociceptores de tipo C peptidérgicos, ya que liberan los neuropéptidos
CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina) y la sustancia P (SP).

c-Ret positivas: son neuronas que expresan el receptor neurotréfico c-Ret, sensible
a la neurotrofina GDNF (glial-derived neurotrophic factor). Los nociceptores de tipo C
no peptidérgicos estan principalmente compuestos por neuronas c-Ret positivas. La
mayoria de estas neuronas también unen la isolectina I1B4 y expresan subtipos

especificos de receptores purinérgicos, como P2X3 (Basbaum et al; 2009)

Otros marcadores asociados a poblaciones neuronales concretas incluyen los
canales idnicos permeables a calcio. Por ejemplo, el receptor del frio/mentol TRPM8
y el receptor vaniloide del calor TRPV1 se segregan en diferentes clases de

nociceptores que no solapan entre si (Cordero-Erausquin et al., 2016).

Cuando son reclutadas, las fibras nerviosas aferentes AB, Ad y C proyectan
hacia las diferentes laminas del asta dorsal de la médula espinal (laminas de
Rexed). Las fibras AB proyectan hacia las laminas profundas de la médula espinal,
concretamente establecen sinapsis con neuronas de las laminas Ill, IV y V; mientras
que las fibras Ad proyectan en las laminas superficiales | y Il y ademas en la ldmina
V; y las fibras C en las laminas superficiales | y Il (Basbaum et al., 2009). Por lo
tanto, las neuronas de las capas superficiales del asta dorsal de la médula espinal
(laminas | y II) reciben fundamentalmente informacion especifica nociceptiva a traves

de las fibras aferentes primarias Ad y las fibras tipo C.

1.2.2 Neuronas de segundo orden.

El asta dorsal de la médula espinal es el centro de procesamiento sensorial
esencial en el SNC, conectando la periferia con el cerebro. En esta via nociceptiva
las neuronas de la médula espinal, denominadas neuronas de segundo orden,
integran la informacion de los nociceptores periféricos, de las interneuronas locales y
de las proyecciones descendentes y transmiten las sefales procesadas hacia areas
supraespinales, hasta los centros superiores cerebrales. Las neuronas de segundo
orden se dividen en tres clases dependiendo de la informacion recibida por las

neuronas aferentes de primer orden (Craig, 2003; Marchand, 2008):

Neuronas especificas nociceptivas: responden Unicamente a la estimulacion

nociceptiva térmica y mecéanica. Estas neuronas estan implicadas en codificar la
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localizacion del dolor. Las neuronas especificas nociceptivas son activadas por las
fiboras Ad y C y se localizan en las laminas | y II.

Neuronas de amplio rango dinamico (WDR, wide dynamic range): responden
gradualmente a estimulos que van desde inocuos a nociceptivos, ya que reciben
informacion de las fibras AB, Ad y C. Su campo de recepcion es dinamico cambiando
en condiciones de dolor permanente. Estas neuronas se localizan en laminas

profundas, concretamente en las laminas IV, V y X.

Neuronas no nociceptivas: responden a estimulos inocuos térmicos y mecanicos
de baja intensidad, y también a estimulos propioceptivos. Se localizan

principalmente en las laminas I, II, lll y V.

1.2.3 Vias centrales de dolor.

Las neuronas de segundo orden viajan a centros superiores a traveés de dos
principales vias: el tracto espinotalamico sensorial y el tracto espinorreticular
(Villanueva et al., 2006).

Tracto espinotalamico: Los axones de las neuronas de segundo orden que forman
el tracto espinotalamico llevan la informacion sensorial a través de la linea media de
la médula espinal, cerca del canal central, antes de ascender por las columnas
laterales y continuar hacia el tAlamo. Los axones del tracto decusan a nivel de la
médula espinal, generalmente uno o dos segmentos por encima del punto de
entrada, viajando a lo largo de la médula espinal hasta el tronco cerebral. El tracto
ascendente se desplaza dorsalmente después de pasar por médula ventromedial
rostral y finalmente, los axones establecen sinapsis con neuronas de tercer orden,
concretamente en los nucleos ventral posterior lateral y ventral posterior medial del
talamo. Desde alli, las sefales contindan hacia el cortex somatosensorial. Las fibras
del tracto espinotalamico conducen rapidamente las sefales y estan implicadas
principalmente en los aspectos discriminativos del dolor, como seria la localizacion
de los estimulos dolorosos.

Tracto espinorreticular: La via surge a partir de neuronas de segundo orden en la
médula espinal. Sus axones ascienden en columnas por la materia blanca
contralateral de la médula hasta el tallo cerebral estableciendo sinapsis con
neuronas de la formacion reticular. Las neuronas de tercer orden del tracto

espinorreticular contindan viajando hasta el tAlamo y las neuronas de cuarto orden
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llevan la informacién al cértex cerebral. La funcion de este tracto es causar alerta y
excitacion en respuesta a un estimulo doloroso. Ademas, las neuronas de segundo
orden del tracto espinoreticular también establecen sinapsis con neuronas de la
substancia gris periacueductal (SGPA) en el mesencéfalo, area implicada en la
modulacién de la transmisidn nociceptiva. Esta estructura esta comunicada con las
areas limbicas del cerebro (cértex cingulado anterior, insular y prefontal), areas

implicadas en el impacto afectivo del dolor (Bushnell et al., 2013).

Tracto espinotalamico Tracto espinoreticular
Hacia areas asociativas - Hacia areas
del cortex Cortex asociativas del cortex Cortex
somatosensorial

somatosensorial

Talamo

Nucleo
central
lateral
Thalamus
Nucleo
ventral
posterior
lateral

Meurona que

proyecta al talamo Formacion reticular

puente troncoencefalico

Capsula
interna

Puente
troncoencefalico

Formacion
reticular
del bulbo
raquideo

Bulbo raquideo

Médula espinal

Figura 3. Principales vias ascendentes del dolor. Las neuronas de segundo orden de la médula espinal
viajan a los centros superiores cerebrales a través de dos principales vias: el tracto espinotalamico
sensorial y el tracto espinoreticular. En su recorrido establecen sinapsis con neuronas de diferentes
ndcleos entre los que se encuentra el tAlamo. Las neuronas de tercer orden que surgen de esta estructura
proyectan hacia estructuras del sistema limbico o a varias regiones corticales que en su conjunto forman la
‘matriz del dolor’ (cortex somatosensorial primario y secundario, insular, cingulado anterior y cortex
prefrontal). Modificado de: <http://humanphysiology.academy/contents.html>

2. DOLOR NEUROPATICO.

Entender el proceso por el cual se pasa de tener una percepcion fisiolégica del dolor
a que el dolor se convierta en una patologia, asi como conocer cuales son las
causas y los mecanismos que originan el dolor neuropatico, son de vital importancia

para poder mejorar los tratamientos actuales existentes contra el dolor neuropatico.

12



INTRODUCCION

2.1 Epidemiologia, etiologia y evaluacion clinica del dolor neuropatico.

La prevalencia exacta del dolor neuropéatico en la poblacién global no se
conoce con exactitud pero la mayoria de los estudios estiman que entre un 1.5y 8%
de la poblacién sufre dolor neuropatico, o que equivale a entre 100 y 560 millones
de personas en el mundo (Alles & Smith, 2018). El dolor neuropatico esta asociado
con un grupo heterogéneo de condiciones médicas que abarcan un namero elevado
de etiologias, originandose debido a mecanismos muy diversos: compresion
(sindrome del tunel carpiano), metabdlicos (hipotiroidismo), infecciosos (VIH),
isquémicos (diabetes), toxicos (alcohol) y/o traumaticos (lesion medular). Ademas,
en una condicidn médica especifica pueden asociarse mas de un mecanismo que

produzca dolor neuropatico. Por ejemplo, en la neuralgia postherpética, se han

identificado mecanismos infecciosos, inflamatorios e isquémicos.

Condicién que causa dolor neuropatico Incidencia Prevalencia
Neuropatia diabetica dolorosa 15.3/1200000 15%

Neuralgia postherpética 11-40/100000 7-27%

Neuropatia dolorosa relacionada al VIH Datos inadecuados 35%

Neuropatia dolorosa relacionada al SIDA Datos inadecuados 50%

Neuralgia del trigémino 5-8/100000 Datos inadecuados
Dolor del miembro fantasma Datos inadecuados 53-85%

Dolor central post-ictus Datos inadecuados 8-11%

Dolor neuropético relacionado con esclerosis mdltiple Datos inadecuados 23%

Dolor neuropatico relacionado con lesién medular Datos inadecuados 40-70%

Tabla 2. Resumen de la incidencia y prevalencia de las diferentes condiciones que causan
dolor neuropético. Los datos de la incidencia se extraen de la poblacién global, mientras los datos
de la prevalencia se refieren a la proporcién de los pacientes con una enfermedad que ademas
presentan dolor neuropatico Modificado de: Sadosky et al., (2008).

La presencia de dolor neuropatico se diagnostica exclusivamente en base a
criterios clinicos. El motivo es la ausencia de biomarcadores de dolor. De acuerdo a
los criterios del grupo NeuPSIG (Finnerup et al., 2016), el dolor es considerado como
neuropatico si la historia clinica del paciente es compatible con la presencia de una
lesion o enfermedad neuroldgica, si el dolor tiene una distribucién neuroanatomica
perceptible y si la examinacion clinica revela déficits sensoriales y/o hiperalgesia o
alodinia en las mismas areas neuroanatomicas del cuerpo. La examinacion sensorial
es una parte crucial para el proceso diagndstico del dolor neuropético. Su objetivo es
detectar posibles anomalias que sugieran una lesion en el sistema somatosensorial,

principalmente déficits sensoriales mecanicos y/o térmicos. Varias pruebas, como
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una electromiografia estandar, técnicas de imagen de la médula espinal o el cerebro,
asi como una biopsia de la piel o de los nervios, pueden ser Utiles para una
caracterizacion detallada de las potenciales lesiones neuroldgicas que sustentan el
dolor. Sin embargo, ha de acentuarse que estas pruebas no miden el dolor per se y
no pueden confirmar directamente la relacion causal entre la lesion identificada y el
dolor. Por ello, el diagndstico del dolor neuropético depende del juicio de los clinicos

y de la interpretacion de los resultados observados en los test.

2.2 Mecanismos del dolor neuropaético.

El dolor neuropatico se origina por una sensibilizacién. Pero, ¢qué es
exactamente la sensibilizacion? La IASP define la sensibilizacion como el
incremento en la capacidad de respuesta de las neuronas nociceptivas a un estimulo
corriente y/o su reclutamiento en respuesta a estimulos por debajo de su umbral de
activacion habitual. Cuando nos referimos a la sensibilizacion podemos diferenciar

dos procesos principales: la sensibilizacion periférica y la sensibilizacion central.

La sensibilizacién periférica se produce como consecuencia de una reduccion en
el umbral de activacion de los nociceptores periféricos y del aumento en su
capacidad de respuesta al estar expuestos a diversos factores inflamatorios
(citoquinas, bradiquinina, neuropeptidos o prostaglandinas). Como consecuencia de
la hiperactividad del nociceptor periférico, se pueden producir cambios secundarios
en la actividad de las neuronas del asta dorsal de la médula espinal, produciéndose

finalmente la sensibilizacion central (Latremoliere & Woolf, 2009).

El término sensibilizacién central se refiere a un estado en el que las neuronas del
asta dorsal de la médula espinal se encuentran hiperexcitadas de manera incesante
debido a un estado de dolor persistente (Woolf, 1983; Woolf, 2011). Este fendmeno
comparte similitudes con el fendmeno de la potenciacion a largo plazo implicado en

la plasticidad sinaptica (Hulsebosch et al., 2009).
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Término Definicion

Dol Experiencia sensorial y emocional desagradable provocada por un dafio tisular potencial
oot o real.

Alodinia Dolor debido a un estimulo que normalmente no provoca dolor
Analgesia Ausencia de dolor en respuesta a una estimulaciéon que normalmente es dolorosa
Hiperalgesia Incremento del dolor por un estimulo que normalmente produce dolor.
Hipoalgesia Disminucién del dolor por un estimulo que normalmente produce dolor.
Dolor Dolor iniciado o causado por una lesion primaria o debido a la disfuncién del sistema
neuropatico nervioso periférico o central
Nocicepcion Proceso neural por el que se codifica un estimulo nocivo.
Dolor Dolor que surge por un dafio actual o amenazante en tejido no neural y que es debido a la
nociceptivo activacion de los nociceptores.
Estimulo

. . Evento actual o potencialmente dafiino transducido y codificado por los nociceptores.
nociceptivo

) Receptor sensorial de alto umbral localizado en el sistema nervioso somatosensorial
Nociceptor periférico que es capaz de transducir y codificar estimulos nocivos.
Umbral del
dolor Intensidad minima de un estimulo para que sea percibido como doloroso

Incremento en la capacidad de respuesta de las neuronas nociceptivas hacia un estimulo
Sensibilizacion
| normal y/o reclutamiento de las mismas en respuesta a un estimulo situado por debajo del

centra umbral de deteccion normal.

Tabla 3. Glosario con definiciones de diferentes términos relacionados con el dolor.

Los procesos de sensibilizacion periférica y central pueden ayudar a que se
desarrollen los sintomas sensoriales que se manifiestan cominmente en pacientes
qgue sufren dolor neuropatico, incluyéndose la alodinia, la hiperalgesia y el dolor
espontaneo (Jensen & Finnerup, 2014). La alodinia es una sensacion dolorosa
generada por un estimulo que normalmente no se percibe como doloroso, mediada
por las fibras nerviosas aferentes termosensibles o de bajo umbral mecanico
(Lolignier et al., 2015). La hiperalgesia se refiere al incremento en la sensacion del
dolor, generado por un estimulo doloroso normal. Es mediado por fibras tipo C
mecanicas y térmicas. Por su parte, el dolor espontaneo aparece por la generacion
de impulsos ectopicos en la via nociceptiva y esta presente en numerosas
condiciones clinicas como la fibromialgia, el sindrome de fatiga cronica, la

endometriosis y la migrafia (Woolf, 2011).
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Figura 4. Sensibilizacién al dolor. La alodinia se define como la sensacion de dolor generada por
un estimulo no nocivo, mediado por fibras nerviosas aferentes mecanicas o térmicas de bajo umbral;
mientras que la hiperalgesia se define como un incremento en la sensacién de dolor generado por un
estimulo normalmente doloroso y mediado presumiblemente por las fibras tipo C. Modificado de:
Lolignier et al., 2015.

2.3 Fisiopatologia del dolor neuropatico.

Diversos estudios experimentales han descrito varios mecanismos
patofisiologicos como los principales responsables de desencadenar dolor
neuropatico. Entre ellos los mas relevantes se asocian a la sensibilizacion de los
nociceptores, a la actividad ectépica y espontanea de las fibras nociceptivas
aferentes y a la sensibilizacion central. Se producen cambios en la expresion
molecular de canales i0nicos, neurotransmisores y receptores en los axones
nociceptivos, asi como en los cuerpos celulares de las neuronas del ganglio de la
raiz dorsal. A nivel de la médula espinal se produce la sensibilizacion de neuronas
de segundo orden, cambios en la expresion de neurotransmisores, neuropéptidos y
receptores, la reactivacion glial seguida de la sintesis y liberacion de citoquinas
proinflamatorias y finalmente, una reorganizacibn morfolégica y funcional en las
proyecciones aferentes de la médula espinal (Latremoliere & Woolf, 2009; Waxman
& Zamponi, 2014; Boadas-Vaello et al., 2016).
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2.3.1 Sensibilizacion periférica.

La sensibilizacion periférica resulta comunmente de cambios asociados al
entorno quimico inflamatorio. Varios estudios experimentales han demostrado que
lesiones en nervios periféricos asi como la inflamacion de la piel, de articulaciones
musculares u o6rganos internos, pueden causar cambios fenotipicos en las fibras
aferentes sensoriales. Estos cambios se producen por un aumento en el flujo de
calcio intracelular en las fibras aferentes o por la interaccién de los mediadores
inflamatorios con sus respectivos receptores localizados en la membrana celular de
las fibras aferentes (Boadas-Vaello et al., 2016). Los mediadores inflamatorios son
liberados por los nociceptores activados y por las células no neurales que residen o
se infiltran y acumulan en la zona lesionada (mastocitos, basofilos, plaquetas,
macréfagos, neutrdfilos, células endoteliales, queratinocitos y fibroblastos).
Colectivamente estos factores son denominados ‘sopa inflamatoria’ e incluyen
diversas moléculas de sefalizacion como neuropéptidos (CGRP, SP, bradiquinina),
neurotransmisores, citoquinas, eicosinoides vy lipidos relacionados (prostaglandinas,
endocannabinoides), neurotrofinas, quimiocinas, asi como proteasas extracelulares
y protones (Basbaum et al., 2009).

Estas sefales extracelulares inducen cambios en la expresion de genes,
produciéndose una sobreexpresion de canales idnicos voltaje-dependientes
(Cummins et al., 2007; Waxman &, Zamponi, 2014; Daou et al., 2016) de ligandos y
de receptores metabotropicos en las neuronas aferentes nociceptivas. Las
principales consecuencias funcionales por los cambios fenotipicos mencionados son
un incremento de la sensibilizaciébn en los nociceptores por su exposicion a los
diferentes algdgenos, asi como un incremento en la despolarizaciéon de los
nociceptores por la sobreexpresion de varios canales de sodio voltaje-dependientes
(Navl.3 y Navl.7) que provocan un incremento en la generacién de potenciales de
accién asi como en su propagacion a través de las fibras nociceptivas. La
hiperexcitabilidad de los nociceptores produce un incremento de la liberacion de
neurotransmisores y neuropéptidos (glutamato, SP, CGRP, ATP) a las neuronas
nociceptivas de segundo orden en la meédula espinal, incluyendo las neuronas
especificas nociceptivas, las neuronas WDR e interneuronas tanto excitatorias como

inhibitorias (Figura 5).
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[ neuronas nociceptivas de primer orden liberan glutamato,

substancia P (SP), CGRP y adenosina trifosfato (ATP) que
actlan como neurotransmisores y neuromoduladores.
Estas neuronas tienen una serie de receptores de
membrana y canales idnicos donde pueden interaccionar
los diversos algdégenos. Cuando se produce una lesion, se
generan una serie de mediadores algogénicos (1) que se
unen a los canales iénicos o a los receptores metabo-
tropicos de los nociceptores, aumentando el flujo de
entrada de iones de calcio y la generacion de segundos
mensajeros (2). Los mediadores intracelulares facilitan la
transcripcion de ciertos genes y la translaciéon de nuevas
proteinas, como por ejemplo canales i6nicos voltaje-
dependientes (3), que contribuyen a la hiperexcitabilidad
de las fibras nociceptivas aferentes (4). Estas neuronas

? Algogenos 7 Figura 5. Mecanismos de sensibilizacion periférica. Las
1

MNeurona

hociceptiva ; i , .
sobreexcitadas liberan mas neurotransmisores en las
aferente , . . .
neuronas de la médula espinal (5), contribuyendo asi a la
sensibilizacion de neuronas en la médula espinal.
Modificado de: Boadas-Vaello et al. (2016)
3 m . Tm receptores
[5] metabotropicos
receptores
ionotropicos
canales idnicos
voltaje dependientes
]
i Neurona nociceptiva
v asta dorsal médula

El incremento en la actividad de los nociceptores se produce como
consecuencia de los cambios moleculares en la expresion de varios canales idnicos
(Tabla 4). Diferentes mediadores algogénicos inflamatorios como la IL-1B, IL-6,
prostaglandinas o el factor de necrosis tumoral (TNF), interaccionan con los canales
ionicos de las neuronas primarias aferentes e instigan una actividad ectopica en
estas neuronas, lo cual contribuye al dolor espontaneo, estimulo-independiente
(Pitcher & Henry, 2008). De hecho, se ha descrito que después de que se produzca
una lesion en un nervio periférico, hay una actividad sinaptica alterada en las
neuronas de la substantia gelatinosa de la médula espinal sin que se vean alteradas
sus propiedades electrofisioldgicas intrinsecas, lo cual sugiere que la actividad de
las neuronas periféricas puede inducir cambios en el sistema nervioso central
(Balasubramanyan et al., 2006; Devor, 2006). Este hecho es consistente con la
necesidad de una actividad ectOpica continuada en los nervios periféricos para
producir y mantener la sensibilizacion central. Por ejemplo, un incremento en la

actividad de las fibras aferentes primarias produce una sobreexpresiéon de la
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subunidad a28-1 de los canales de calcio voltaje-dependientes. Esta sobreexpresion
altera la funcion del canal de calcio en el terminal aferente primario, incrementando
la liberacion de neurotransmisores (Alles & Smith, 2018). Por otro lado, el
incremento en la corriente de varios canales de sodio voltaje-dependientes, entre los
gue se incluyen los canales Navl.7, Nav1.8 y Navl.9, contribuye al aumento en la
excitabilidad de las neuronas del ganglio de la raiz dorsal. Ademas, un incremento
en la actividad de las neuronas que expresan el canal TRPV1 puede contribuir a la
sensibilizaciéon central de forma indirecta, incrementando la permeabilidad de las
barreras hematoencefélica y hematoespinal (Beggs et al., 2010), permitiendo el
acceso de citoquinas proinflamatorias, linfocitos T y macréfagos.

Clase receptor/ .
Resultado del cambio

canal iénico
Navl.3, Navl.7, Hiperexcitabilidad en las fibras Ad y C. Incremento en la Incremento
Navl.8 y Navl.9 conduccion nerviosa. Generacion de descargas ectopicas expresion
Cav2.1 (P/Q) Incremento en la liberaciéon de neurotransmisores en neuronas Incremento
Cav2.2(N) nociceptivas de la médula espinal. Sensibilizacién nociceptores expresion
. Incrementan la hiperexcitabilidad en las fibras nociceptivas. Incremento
Subunidad a258-1 o . o ] y
Genera alodinia mecanica al sensibilizarse las fibras A expresion
Despolarizacion favorecida en presencia de estimulos
. ) . . . » Incremento
Canal i6nico HCN inflamatorios (prostaglandinas, NO). Incremento liberacion de y
) i ) expresion
neurotransmisores en neuronas de la médula espinal.
Facilmente despolarizado por iones hidrégeno. Incremento
. ) y . i Incremento
Canal ionico ASIC liberacion de neurotransmisores en neuronas de la medula y
) expresion
espinal.
Receptores L Incremento
. Favorecen la neurotransmision y
purinérgicos P2X expresion
Receptores TRP: Despolarizacion favorecida en presencia de estimulos
. ) . . o . Incremento
vaniloide (TRPV1), inflamatorios. Incremento liberacion de neurotransmisores en »
) i } expresion
melastatina (TRPMS8) neuronas de la médula espinal.
Canales K* sensibles ) o ] ) ] Descenso
Incrementan la hiperexcitabilidad en las fibras nociceptivas. y
aATP expresion

Tabla 4. Principales cambios moleculares en los nociceptores después de una lesion. La
actividad alterada de los nociceptores resulta de cambios en las propiedades y/o expresion de varios
tipos de canales entre los que se encuentran los canales de Na*, K, y Ca*" voltaje-dependientes
(Cummins et al., 2007; Waxman & Zamponi, 2014; Daou et al., 2016), canales iénicos de la familia
de los receptores de potencial transitorio, TRP (Basso & Altier, 2017) y de la familia HCN
denominados canales catidnicos activados por la hiperpolarizacién y modulados por nucleétidos
ciclicos (Young et al., 2014). Ademas se producen cambios en la funciéon de Na'-K* ATPases (Ventéo
et al., 2016) y en el manejo de calcio intracelular (D’Arco et al., 2015).
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2.3.2 Sensibilizacién central.

Después de que se produzca una lesion periférica o debido a una neuropatia,
la sensibilizacién central dentro de la médula espinal resulta de cambios en la
transmision sinaptica: los procesos sinapticos excitatorios se potencian mientras que
los procesos inhibitorios se atentan, debido a la pérdida de los controles inhibitorios
tonicos. Como resultado se establece un estado de hiperexcitabilidad en el sistema
nervioso central que conlleva un aumento en el procesamiento de la informacion
nociceptiva (Woolf, 1983; Latremoliere & Woolf; 2009).

.‘?g&"cin (1) NMDA-mediated signaling

Glu

"Cand A ‘| L

nociceptors

Figura 6. Mecanismos de sensibilizacion
central. 1) Potenciacién de los procesos
sinapticos excitatorios. 2) Desinhibicién o
pérdida de los controles inhibitorios tonicos.
Modificado de: Basbaum et al., 2009

ApB myelinated
afferents NMD
C;—VA:,Q Glu @ PKCy & G'YD’
Gly-R

(@ Disinhibition

A nivel de la médula espinal, los neurotransmisores y neuropéptidos liberados
(glutamato, ATP, SP, CGRP) interactian con los receptores AMPA, kainato,
receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR), el receptor de la neuroquinina-1
(NK1R) y receptores purinérgicos (P2X) de las neuronas de segundo orden
nociceptivas. La sumacion de corrientes excitatorias postsinapticas (EPSCs) en las
neuronas postsinapticas resulta en la propagacion de los potenciales de accion y en
la consecuente transmision de sefales dolorosas hacia las neuronas de centros
superiores. De hecho, esta neurotransmision causa una entrada de iones calcio en
las neuronas nociceptivas de segundo orden de la médula espinal, dando lugar a la
activacion de cascadas intracelulares calcio-dependientes y a la sobreexpresion de

receptores de membrana (Tabla 4).

Ademas, la lesién de un nervio periférico puede causar un descenso en las
corrientes postsinapticas inhibitorias en neuronas de las capas superficiales de la
médula espinal. Las interneuronas inhibitorias GABAérgicas o glicinérgicas se
encuentran densamente distribuidas en las capas superficiales de la médula espinal
y un descenso en la inhibicion tonica de las mismas, aumenta la despolarizacion y

excitacion de las neuronas que proyectan a los centros superiores. También hay
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estudios que indican que la desinhibicién ocurre por cambios en las neuronas per se
gue proyectan hacia centros superiores. Concretamente, debido a la desregulacion
en la expresion del cotransportador KCC2 de iones K* y CI' que se expresa en
neuronas de la lamina | que proyectan a los centros superiores. Esta desregulacion
produce un cambio en el gradiente de iones cloruro, de manera que la activacion de
los receptores GABA-A despolariza, en lugar de hiperpolarizar, las neuronas de la
lamina | que proyectan hacia los centros superiores. En consecuencia, aumenta la
excitabilidad e incrementa la transmision de las sefiales nociceptivas (Alles & Smith,
2018).

Las células gliales, principalmente la microglia y los astrocitos, también
contribuyen al proceso de sensibilidad central en el entorno de la lesion. Después de
producirse una lesidn en un nervio periférico, en cuestion de horas la microglia se
acumula en la zona superficial de la médula espinal. Las células microgliales
activadas sintetizan y liberan citoquinas (IL1, IL6, TNF-a), prostaglandinas,
quimiocinas (CCL2) y 6xido nitrico que actian aumentando la sensibilizacién central

neuronal y el dolor persistente inducido por la lesion en el nervio.

Mediadores P2X4 ‘,’,k Mieroglia Vias de control
inflamatorios | ’U.t descendentes
Prostaglandinas DRG # o BDNE & |

ceL2 - CSE-1 o® @ )

IL-1B _ &

TNF- adh ATP

e Fibra aferente primaria ' 34 _

Neuronas del asta dorsal

Astrocitos

Figura 7. Reactivacion glial durante la sensibilizacion central. Estudios recientes implican directamente
al factor de estimulacion colonial-1 (CSF-1) como el primer efector del cambio de fenotipo que se produce
en la microglia en estados de dolor neuropatico (Guan et al., 2016). Diferentes mediadores inflamatorios
como la IL-1B promueven la inducciéon de CSF-1 en las fibras aferentes primarias (Lim et al., 2017). CSF-1
provoca el cambio fenotipico de la microglia que pasa a expresar nuevos receptores como el receptor
purinérgico ionotropico P2X4. ElI ATP liberado por las neuronas secundarias de la médula espinal
interacciona con estos receptores de la microglia (P2X4) y promueven a su vez la liberacion del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), produciéndose como resultado final un aumento en la
excitabilidad de las neuronas de la médula espinal. Modificado de: Alles & Smith (2018)

Todos los cambios fisiopatoldgicos descritos anteriormente, tanto los que suceden a

nivel periférico como a nivel espinal y supraespinal, contribuyen al desarrollo del
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dolor neuropatico expresado en las diferentes condiciones causantes del dolor. Los

procesos moleculares descritos con anterioridad llevan a:

- Sensibilidad exacerbada en las neuronas de segundo orden.

- Descenso en los umbrales para generar y propagar los potenciales de accion.

- Incremento en la actividad espontanea.

- Facilitacion sinaptica.

- Descenso transmisién sinaptica (desinhibicion).

- Aumento en la capacidad de respuesta a estimulos evocados: conversion de las
neuronas especificas nociceptivas en neuronas WDR que responden tanto a

estimulos inocuos como nocivos.

Los citados cambios sinapticos a largo plazo llevan a una activacion
persistente del tracto espinotalamico provocando las consecuencias observadas en
condiciones de sensibilizacion central como la alodinia, la hiperalgesia y el dolor
espontaneo, presentes de forma habitual en pacientes que sufren dolor neuropatico
(Jensen & Finnerup, 2014).

2.4 Tratamientos farmacoldgicos contra el dolor neuropatico.

La farmacoterapia del dolor neuropatico permanece como un reto ya que
sigue siendo frecuentemente insatisfactoria. Los analgésicos son poco efectivos o
directamente inefectivos aliviando el dolor neuropatico. Entre los actuales
analgésicos utilizados sélo el tramadol y algunos opioides fuertes (morfina,
oxicodona) han demostrado evidencias de aliviar de forma parcial el dolor
neuropatico. En 2007, el Grupo de Interés Especial en Dolor Neuropatico
(NeuPSIG), un grupo internacional de expertos en dolor neuropatico, propuso unas
normas generales basadas en evidencias para el tratamiento farmacoldgico del dolor
neuropatico (Dworkin et al., 2007). Los farmacos de primera linea recomendados por
NeuPSIG y otras sociedades del estudio del dolor son: antidepresivos triciclicos
(ATCs), inhibidores selectivos de la recaptacidon de la serotonina/noradrenalina
(IRSN) y los gabapentinoides. En 2015 NeuPSIG actualiz6 estas directrices
(Finnerup et al., 2015) manteniendo a los ATCs, gabapentinoides y a la duloxetina
como los farmacos mas recomendados en el tratamiento de varias condiciones de

dolor neuropatico.
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2.4.1 Tratamientos de primera linea.

La eficacia de los antidepresivos triciclicos proviene de observaciones en
pacientes con depresion tratados con imipramina en los afios 60. Los ATCs tienen
eficacia demostrada especialmente en la neuralgia postherpética y neuropatia
diabética periférica. Estos efectos son independientes de la presencia del sindrome
depresivo y ademas, el alivio en el dolor se produce de manera independiente a la
etiologia del dolor neuropético. Su mecanismo de accidén predominante es impedir la
recaptacion de la serotonina y la noradrenalina, incrementando la concentracion
sinaptica de estos neurotransmisores en el encéfalo. Ademas actian sobre canales
i6nicos, reduciendo la entrada de Ca®" y Na', e interaccionan con receptores de
NMDA y adenosina (Vranken, 2009). Entre los ATCs, la amitriptilina (25-150mg/dia)
es la mas prescrita y estudiada en clinica, con eficacia demostrada en la neuropatia
diabética, neuralgia postherpética y en el dolor central (Saarto & Wiffen, 2007). Alivia
componentes especificos en el dolor neuropatico como la alodinia mecanica, el dolor
constante o el dolor punzante. A diferencia de los analgésicos clasicos, el efecto de
los antidepresivos en dolor neuropatico se observa después de un tratamiento
prolongado (Sindrup et al., 2005), sugiriendo su implicacion en eventos de
plasticidad neuronal, cambios que podrian impactar en los cambios en la plasticidad
gue acompafian al dolor neuropatico (Costigan et al., 2009; Nardone et al., 2013).

En general, en los ATCs el numero de pacientes que hay que tratar para
obtener al menos un alivio moderado del dolor, conocido como Number-Needed-to-
Treat (NNT), es 3.6 mientras que el nimero necesario para causar dafio (Number-
Needed-to-Harm, NNH) calculado por sintomas como somnolencia, mareo, nausea,
sudor, dolor de cabeza, visidn borrosa, palpitaciones, irritabilidad o ataxia es 6. Las
principales ventajas de los ATCs son su bajo coste, la dosificacion Unica diaria y que
ademas presentan efectos beneficiosos en la depresion, enfermedad que puede
cursarse en paralelo en pacientes que sufren dolor neuropatico. Sin embargo, los
ATCs estan contraindicados en pacientes con problemas cardiacos, glaucoma y

disuria, debido a sus propiedades anticolinérgicas.

Los antidepresivos triciclicos pueden actuar sobre los canales de sodio
voltaje-dependientes, propiedad compartida con los anestésicos locales. De hecho,

la amitriptilina produce una accion anestésica aplicada en el nervio ciatico en rata.
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Sin embargo, el interés en los ATCs como anestésicos locales es limitado debido a
su neurotoxicidad y a que puede provocar dafio axonal y degeneracion walleriana.
En humanos, una aplicacién local de amitriptilina produce analgesia cutanea en
pacientes sanos, pero ésta se acompafna de enrojecimiento, picazén y sensacion de
quemazon. En pacientes con dolor neuropatico, la aplicacion de amitriptilina 2-5%
provoca enrojecimiento y no es mucho mas efectiva que el placebo (Ho et al., 2008).
Conjuntamente, estos datos no favorecen el uso de ATCs de forma topica en el
contexto de dolor neuropatico. Mecanisticamente, sin embargo, la acciéon de los
ATCs en los canales de sodio puede contribuir activamente a su accién terapéutica a

dosis clinicas.

Los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotoninal/
noradrenalina como la duloxetina (60-120 mg/dia) o venlafaxina (150-225 mg/dia)
son otro de los tratamientos de primera linea recomendados para aliviar el dolor
neuropatico. Tanto la duloxetina como la venlafaxina son prescritas para tratar la
polineuropatia diabética y el grupo NeuPISG recomienda la duloxetina como
tratamiento de primera linea para tratar condiciones de dolor neuropatico (Finnerup
et al., 2015). Los IRSNs actuan inhibendo la recaptacion de la serotonina y
noradrenalina, incrementando su funcion en las vias descendentes moduladoras. De
acuerdo a resultados clinicos, estos compuestos tienen eficacia demostrada en el
tratamiento de varias condiciones de dolor neuropatico periférico y central como la
polineuropatia dolorosa. El nimero NNT es de 6.4 mientras que el NNH es de 11.8.
Los IRNS presentan menos efectos adversos que los ATCs, al tener menor afinidad
por los receptores histaminicos, muscarinicos, de glutamato y GABA (Vranken,
2009). Entre los efectos adversos mas comunes de los IRNS se incluyen nauseas,
boca seca, dolor de cabeza, descenso del livido, mareo, somnolencia o insomnio,
apetito reducido e hipertension. En general son mas seguros que los ATCs, pero el
uso de la duloxetina esta contraindicado en pacientes con insuficiencia renal o

hepética y el uso de la venlafaxina en pacientes con hipertension.

El tercer grupo de farmacos recomendados como tratamiento de primera linea
son los gabapentinoides. El uso de farmacos antiepilépticos para tratar el dolor
neuropatico se basa en la reduccion de la hiperexcitabilidad neuronal por estos
compuestos, un proceso clave en el desarrollo y mantenimiento del dolor

neuropatico (Vranken, 2009). Los agentes anticonvulsivos actian a través de
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diferentes mecanismos bloqueando canales de Na* o Ca?*, aumentando los efectos
inhibitorios de GABA, o inhibiendo la transmisién sinaptica excitatoria glutamatérgica
(Bialer, 2012). Concretamente, la gabapentina y pregabalina son dos de los
farmacos mas utilizados en el tratamiento del dolor neuropatico en la actualidad, a
pesar de que su mecanismo molecular no se conoce con exactitud. Estos dos
farmacos son ligandos de la subunidad a28-1 y 2 de los canales de calcio voltaje-
dependientes. Globalmente presentan un perfil de efectos adversos favorable,
siendo sus efectos adversos mas comunes mareos, somnolencia, edema periférico,
dolor de cabeza, boca seca, ganancia de peso y astenia (Dworkin et al., 2007). La
gabapentina fue desarrollada como un agente anticonvulsivo y esta aprobada por la
FDA para tratar el dolor neuropatico postherpético. El valor NNT para la gabapentina
es de 6.3 y el valor NNH es 25.6. La gabapentina es generalmente un farmaco
bastante seguro y no tiene interacciones importantes con otros farmacos, siendo sus
principales efectos adversos la somnolencia y el mareo. En pacientes mayores
también puede causar o exacerbar deterioros cognitivos. La dosis efectiva esta entre
1200 y 3600mg/dia repartida en tres dosis, a la que se llega de forma gradual en
varias semanas. El inicio de la actividad analgésica se consigue con retraso cuando
se llega a la dosis terapéutica. De forma similar a la gabapentina, la pregabalina
esta aprobada por la FDA para tratar el dolor neuropatico postherpético y diabético.
Presenta una eficacia y tolerancia bien establecida (Derry et al., 2019) similar a la de
la gabapentina, con un efecto dosis-respuesta mas pronunciado. El valor NNT es 7.7
y el valor NNH es 13.9. Ademas, el inicio del alivio del dolor ocurre antes con la
pregabalina que con la gabapentina y se ha demostrado que una dosis de
150mg/dia ya es efectiva (Dworkin et al., 2007); observandose los beneficios mas

notables a partir de las dos semanas de tratamiento a dosis de entre 300-600mg/dia.

En Estados Unidos la pregabalina estd aprobada como tratamiento adjunto para
enfermedades convulsivas en adultos y para tratar el dolor asociado con neuropatia
diabética periférica, neuralgia postherpética, fibromialgia y dolor neuropatico
asociado con una lesion de la médula espinal (http://labeling.pfizer.com/Show
labeling.aspx?id=561). En la Union Europea esta aprobada para tratar dolor
neuropatico central y periférico, desorden de ansiedad generalizado y como terapia
adjunta para tratar la epilepsia (https://www.medicines.org.uk/emc/medicine/14651
ISPC/) (Tabla 5).
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Indicacion Dosis Dosis maxima
Dolor neL'urop.atlc,o. asocw.ld,o.con 3 dosis divididas por dia 300mg/dia dentro de 1
neuropatia diabética periférica semana
300mg/dia dentro de 1
Neuralgia postherpética 2 o 3 dosis divididas por dia semana. Dosis maxima
600mg/dia

Tratamiento adjunto para

. . 2 o0 3 dosis divididas por dia Dosis maxima 600mg/dia
convulsiones parciales

300mg/dia dentro de 1

Fibromialgia 2 dosis divididas por dia semana. Dosis maxima
450mg/dia

300mg/dia dentro de 1

2 dosis divididas por dia semana. Dosis maxima
600mg/dia

Dolor neuropético asociado con
lesion una lesion medular

Tabla 5. Indicaciones y posologia de la pregabalina.
2.4.2 Tratamientos de segunda linea.

Los tratamientos de segunda linea contra el dolor neuropatico incluyen el
tramadol y los opioides, que de acuerdo a las pautas del grupo NeuPSIG deben
reservarse a pacientes que no responden a los medicamentos de primera linea. Sin
embargo, en algunos casos especificos como el dolor neuropatico asociado al
cancer o en episodios exacerbados de dolor neuropatico severo, estos farmacos son

recomendados como tratamiento de primera linea (Dworkin et al., 2010).

El sistema opioide, a través de los receptores mu (MOP), delta (DOP) y kappa
(KOP) tiene un papel crucial en el control inhibitorio del dolor (Gavériaux-Ruff &
Kieffer, 2002). Los opioides producen su efecto terapéutico a través de la
interaccién con sus receptores especificos mu (M), delta (8) y kappa (k). En el
contexto de la modulacion del dolor, el receptor p-opioide es el mas estudiado al ser
la diana de la morfina, uno de los analgésicos mas potentes. Estos receptores estan
acoplados a proteinas G inhibitorias que producen una disminucion en la liberacion
de neurotrasmisores (Al-Hasani & Bruchas, 2011) (Figura 8). El receptor y-opioide
actua activando los canales correctores del flujo de potasio dependientes de
proteina G (GIRK) e inhibiendo los canales de calcio de tipo N presinapticos en las
fibras aferentes primarias. Ademas, los opiodes pueden actuar directamente sobre la
maquinaria de liberacién de neurotransmisores. Como resultado final se produce una
reduccion de la excitabilidad en las neuronas postsinapticas del asta dorsal por la

activacion de GIRK y como consecuencia se produce analgesia.
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Receptor opioide Morfina Canal de calcio de tipo N

— I_..

(GTP

Figura 8. Inhibicién de los canales de calcio tipo N por las proteinas G. La activacion del receptor
opiode por su agonista (morfina) resulta en la union de la subunidad By de la proteina G a la subunidad a1
de los canales de calcio voltaje dependientes de tipo N. Esta unién media la inhibicién voltaje-dependiente
(VD) del canal, mientras que Ga media la modulacién voltaje-independiente (VI) del canal de tipo N.
Modificado de: Bourinet et al., 2014

Cabe remarcar que la reduccion en la intensidad del dolor neuropatico es
significativamente mayor con tratamientos con dosis mayores de opioides respecto a
tratamientos a dosis mas bajas, sin embargo el uso de dosis elevadas produce mas
efectos adversos sin un beneficio adicional significativo en términos de medida de
resultados (Rowbotham et al., 2003). Los principales efectos secundarios que
producen los opioides son estreflimiento, nausea y sedacion. Algunos de estos
efectos (nausea y sedacion) pueden disminuir con una titulacion gradual del
farmaco. Ademdés, en pacientes mayores pueden producir deterioro cognitivo y
dependencia fisica. Sin embargo, la mayor preocupacion en el uso de opioides es el
riesgo de mal uso, abuso o adiccion en pacientes con dolor cronico, problemas que

pueden darse entre un 5-50% de los pacientes.

En referencia al uso de opioides en estados de dolor, ha de considerarse un
fendbmeno denominado Hiperalgesia Inducida por Opioides (HIO), que tiene lugar
después de administrar opioides de forma cronica y resulta en un aumento de la
sensibilidad a estimulos dolorosos. Este fendmeno podria estar relacionado con la
tolerancia, que se corresponde con un descenso progresivo en la analgesia que
produce una dosis de opioides cuando se administran de forma crénica, lo cual
conlleva a un aumento en las dosis de opioides para que se mantenga el efecto
inicial. Asi, el tratamiento que se supone que tiene que aliviar el dolor del paciente,
provoca en ultima instancia una exacerbacion en la sensacion del dolor (Roeckel et
al., 2016). Por otra parte, diferentes estudios avalan la implicacién del sistema
opioide en la accion de los antidepresivos en el dolor neuropético. Por ejemplo, la
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naloxona (un antagonista del receptor opioide) bloquea el efecto de tratamientos
repetidos o a largo plazo con antidepresivos en modelos animales de dolor
neuropatico (Benbouzid et al., 2008a; Ugel et al., 2015). Ademas, estudios utilizando
ratones transgeénicos deficientes para receptores opioides, han demostrado la
implicacién de los receptores DOP en la accién antialodinica del tratamiento a largo
plazo con los ATCs (Benbouzid et al., 2008b; Choucair-Jaafar et al., 2014).

Otro de los farmacos recomendados como tratamiento de segunda linea es el
tramadol. Al igual que los opioides, el tramadol se considera un farmaco de
segunda linea excepto en circunstancias como el tratamiento de dolor neuropatico
agudo, de dolor neuropatico asociado al cancer o en episodios exacerbados de dolor
severo (Attal et al., 2006). El tramadol es un agonista débil del receptor p-opioide
que también actia parcialmente inhibiendo la recaptacion de noradrenalina y
serotonina. Como la oxicodona (Eisenberg et al., 2006), el tramadol reduce el dolor
en la polineuropatia diabética (Duehmke et al., 2006). Los efectos adversos mas
comunes del uso del tramadol incluyen mareos, nausea, estrefiimiento, somnolencia
y un incremento en el riesgo de convulsiones en pacientes con epilepsia. Ademas,
asociado con otros farmacos serotoninérgicos (ej. antidepresivos o litio) existe el
riesgo de producirse el sindrome serotoninérgico. El resultado de ensayos
controlados aleatorios en pacientes con diferentes etiologias neuropaticas ha
demostrado que el tramadol reduce el dolor y mejora algunos aspectos de la calidad
de vida (Duehmke et al., 2017).

2.4.3. Tratamientos de tercera linea.

Los tratamientos de tercera linea incluyen a los cannabinoides. De forma
general el grupo NeuPSIG recomienda el uso de estos medicamentos en pacientes
que no pueden tolerar o que no responden adecuadamente a los tratamientos de
primera y segunda linea. Los cannabinoides son agentes analgésicos con
evidencias crecientes de mostrar eficacia en estados de dolor neuropético central,
con un valor NNT de 3.4 (Moulin et al., 2014). Por ejemplo, se ha visto que pueden
ser eficaces tratando el dolor neuropatico asociado a esclerosis multiple, reduciendo
el dolor y la espasticidad. El dronabinol produce analgesia modesta en un ensayo en
el que se investigaba dolor central en esclerosis multiple (Svendsen et al., 2004);

mientras que una mezcla 50/50 de los dos principales componentes del cannabis, el

28



INTRODUCCION

tetrahidrocannabinol y cannabidiol, también produjo un beneficio significativo en otro
ensayo clinico investigando dolor central en esclerosis multiple (Rog et al., 2005).
Sin embargo, estos estudios son aun limitados y la eficacia de los cannabinoides es
aun cuestionable. Desde 2006, ha habido siete estudios (clase | y Il) investigando
dolor neuropatico, y todos excepto uno fueron positivos (Lynch et al., 2011). Cuatro
de estos estudios implicaban el uso de cannabis fumado para el tratamiento de la
neuropatia en VIH, para el tratamiento del dolor neuropatico postrauméatico o
postquirdrgico, y en estados de dolor neuropatico combinado central y periférico.
Otros dos ensayos implican el uso de sprays en la mucosa oral en el tratamiento de
estados de dolor neuropatico periférico con alodinia y neuropatia diabética. El Unico
ensayo negativo comparaba la accidon de nabilona, un cannabionoide sintético, con
dihidrocodeina (un opioide) en condiciones de dolor neuropatico periférico y se vio

que la accion de la dihidrocodeina era superior a la nabilona (Toth et al., 2012).

2.4.4 Tratamientos de cuarta linea.

Entre los tratamientos de cuarta linea para tratar el dolor neuropatico se

incluyen agentes anticonvulsionantes, la metadona o la lidocaina topica.

La lacosamida es un agente anticonvulsivo con propiedades bloqueantes
sobre los canales de sodio voltaje dependientes. Su eficacia ha sido estudiada en
varios ensayos sobre neuropatia diabética, observandose modestos beneficios con
un rango del valor NNT de 10 a 12. Por ello, tiene una limitada eficacia para el

tratamiento de la neuropatia diabética.

La metadona es un analgésico opioide sintético que podria ser atil para el
tratamiento del dolor neuropatico debido a sus propiedades antagonistas sobre el
receptor NMDA. Tiene una biodisponibilidad oral excelente y una duracién de accion
de al menos 8h con dosis repetidas. Sin embargo, no existen ensayos que apoyen

el uso de metadona en el tratamiento del dolor neuropatico (Moulin et al., 2014).

El uso de la lidocaina topica, blogueante de los canales de sodio voltaje-
dependientes, puede ser util en el tratamiento del dolor neuropatico. Su uso es
eficaz en pacientes con dolor neuropético periférico, como es el caso de la neuralgia
postherpética, y se mantiene como un farmaco de segunda linea para esta condicion

basado en tres ensayos positivos que investigaban el uso de un parche de lidocaina
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al 5% en el tratamiento de la neuralgia postherpética. Sin embargo, otros ensayos
han fallado en demostrar los beneficios de la crema o el parche de lidocaina 5%. Por
ello, los resultados actuales sobre el uso de lidocaina topica en el dolor neuropatico

son inconcluyentes.

El tapentadol es un farmaco similar al tramadol, con un mecanismo de accién
dual como agonista del receptor p-opioide e inhibidor de la recaptacion de la
noradrenalina. Fue aprobado por la FDA en el afio 2008 para el tratamiento de dolor
agudo moderado a severo y para aliviar el dolor en polineuropatias diabéticas
severas cuando los pacientes no responden a otros tratamientos. Su potencia es
aproximadamente un quinto de la oxicodona y su mecanismo de accion es de
interés. Sin embargo, aun no existen suficientes evidencias publicadas sobre su
efectividad en condiciones de dolor neuropatico y por ello las recomendaciones del

grupo NeuPSIG sobre su uso son inconcluyentes (Finnerup et al., 2015).

La capsaicina topica podria tener utilidad para tratar dolor neuropatico
localizado, como la neuralgia postherpética. Inicialmente produce un incremento en
la sensibilidad de los nociceptores, seguido de una desensibilizaciéon persistente
después de una aplicacion repetida a bajas dosis (<1%) o de una Unica aplicacién a
una dosis elevada (8%), previa aplicacion de un anestésico local debido a la intensa
sensacion de quemazoén inicial que produce. En el tratamiento de la neuropatia
dolorosa relacionada con el VIH y de la neuralgia postherpética, ha demostrado
beneficios relativos significativos respecto a los controles hasta después de 12

semanas con una unica aplicacion (Moulin, 2014).

El uso de la toxina botulinica en ensayos relacionados con dolor neuropatico
ha reportado una reduccion significativa en la intensidad del dolor hasta las 12-14
semanas en dos ensayos, pero el tamafio muestral de los mismos era pequefio. Por
tanto las evidencias para el uso de la toxina botulinica en el tratamiento del dolor
neuropatico son aun preliminares (Moulin, 2014).
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Farmaco Diana Estatus
Gabapentinoides Subunidad auxiliar a28-1 canales Tratamiento primera linea
(pregabalina, gabapentina) Ca”" voltaje dependientes (Finnerup, 2015)

Antidepresivos triciclicos
(amitriptilina)

Tratamiento primera linea

Sistemas recaptacion NA, serotonina (Finnerup, 2015)

Inhibidores de la recaptacién
NA/serotonina (duloxetina, Sistemas recaptacion NA, serotonina
venlafaxtina)

Tratamiento primera linea
(Finnerup, 2015)

Receptores opioides y sistemas Tratamiento segunda linea

Tramadol L . .
recaptacion NA, serotonina (Moulin, 2014)

Tratamiento segunda linea

Liberacion controlada opioides  Receptores opioides (Moulin, 2014)

Tratamiento tercera linea

Cannabionoides Receptores CB1 y CB2 .
P y (Moulin, 2014)
Toxina botulinica Liberacion neurotransmisores Tratamiento cuarta linea
(Moulin, 2014)
. Tratamiento cuarta linea (Moulin,
Metadona Receptores opioides y NMDA (

2014)

Canales Na” voltaje dependientes,

: A Tratamiento cuarta linea
canales Ca’* voltaje dependientes

Lamotrigina . Moulin, 2014
g tipoN,LyP ( )
Lacosamida Inactivacion lenta canales Na” voltaje  Tratamiento cuarta linea
dependientes (Moulin, 2014)
Receptor p-opioide y sistema Tratamiento cuarta linea
T tadol L, :
apentado recaptacion NA (Moulin, 2014)
. Canales Na" voltaje dependientes y Uso restringido a neuralgia del
Carbamazepina o
receptores GABA, trigémino (Demant, 2014)

+ . . Administracion intratecal cuando
Canales Ca®* voltaje dependientes

Ziconotide tino N otros tratamientos no responden
P (McGivern, 2007)
. Uso clinico no habitual (Niesters,
Ketamina Receptores NMDA 2014: Maher, 2017)
. . . . . En uso clinico
Parche de lidocaina Canales Na” voltaje dependientes (Finnerup, 2015)
Parche de capsaicina Canales TRPV1 En uso clinico (Dworkin, 2007)

Tabla 6. Tratamientos farmacolégicos actuales contra el dolor neuropético. Modificado de: Alles
& Smith, 2018.

3. GABAPENTINOIDES Y LA SUBUNIDAD a25.

En la actualidad, los farmacos de la familia de los gabapentinoides son de los
mas prescritos para aliviar el dolor neuropatico en enfermedades como la
fibromialgia, la neuropatia diabética o la neuralgia del trigémino (Finnerup, 2015). Su
uso extensivo contrasta, sin embargo, con el limitado conocimiento sobre las
implicaciones funcionales que produce la interaccion de los gabapentinoides con la
subunidad a2&-1 y cuales son sus efectos sobre la neurotransmision.
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3.1 Gabapentinoides prototipicos: Pregabalina y gabapentina.

Tanto la pregabalina como la gabapentina son compuestos aminoacidicos
que se utilizan para prevenir las convulsiones parciales en la epilepsia y para tratar
algunos tipos de dolor neuropatico. La pregabalina y la gabapentina son ligandos
especificos de la subunidad auxiliar a26 de los canales de calcio voltaje-
dependientes, subunidad que se expresa fundamentalmente en los terminales
presinapticos de las neuronas de la médula espinal y del cerebro. A pesar de su
similitud estructural con el acido gamma-aminobutirico (GABA), la pregabalina y la
gabapentina no se unen a los receptores GABAA 0 GABAg (Li et al, 2011) ni afectan
a la recaptacion, sintesis o0 metabolismo del GABA (Taylor, 2009). La importancia de
la subunidad a2 para la accion de los gabapentinoides esta descrita en multiples
estudios. Por ejemplo, utilizando ratones mutantes en los cuales se substituye el gen
de a28-1 por otro con una Unica mutacion en un aminoacido (arginina en la posicion
217 es substituida por alanina, R217-028-1), la union de los gabapentinoides a la
subunidad a28-1 se reduce y ademas se pierde la inhibicién de la alodinia (Field et
al, 2006). Por otra parte, estudios de actividad estructural también han demostrado
que pregabalina y gabapentina se unen a las subunidades 020-1 y a20-2 en
sistemas nativos y recombinantes humanos y porcinos, sugiriendo que los efectos
clinicos de los gabapentinoides son debidos a su interaccion con las subunidades
a20-1 y a20-2 de los canales de calcio voltaje-dependientes (Li et al, 2011). Por ello,
a los gabapentinoides se les denomina ligandos a28. Su afinidad es mayor por a26-
1(Kg =59nM) comparado a a28-2(Kq =153nM) (Marais et al., 2001). Debido a que la
purificacién parcial de las subunidades a2 incrementa su afinidad aparente hacia la
pregabalina (Davies et al., 2006), se ha sugerido que los gabapentinoides compiten
por la union de a2d con un ligando endégeno como podria ser la L-leucina, L-
isoleucina o la valina (Hendrich et al., 2008; Alles & Smith, 2018).
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Gabapentina Pregabalina

Figura 9. Estructuras quimicas de la gabapentina, pregabalina, &cido gamma-aminobutirico y L-leucina.
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3.2 Lugar de accion de los gabapentinoides.

En la actualidad, el Unico lugar molecular conocido donde se ejercen las
acciones relevantes de la pregabalina y la gabapentina es la subunidad a25-1 y en
menor medida a25-2. A pesar de su similitud quimica con el GABA, la pregabalina y
gabapentina no imitan la accion del GABA, no se unen a receptores GABAA O
GABAg (Lanneau et al., 2001) y no afectan a la recaptacion, sintesis o metabolismo
del GABA (Taylor, 2009). Es posible que puedan existir otros sitios de accion ain no
descubiertos, pero las evidencias actuales sugieren que Unicamente los sitios de
unién a a2d son relevantes para la actividad funcional de estos compuestos. La
afinidad de unién de la pregabalina y la gabapentina a las proteinas a26 (Ky) es del
orden nanomolar, mientras que las acciones fisioldégicas de estos farmacos estan
normalmente en un rango micromolar. Una razén probable para que se de esta
discrepancia es que los ligandos enddégenos de a2 en tejidos vivos (ej. L-leucina, L-
Isoleucina, L-valina) estan presentes a concentraciones micromolares y éstos han de
ser desplazados del receptor por los farmacos (Stahl et al., 2013).

En el SNC de rata, la subunidad a26-1 se expresa abundantemente en los
terminales de las neuronas sensoriales primarias en el asta dorsal de la médula
espinal, en los terminales glutamatérgicos de las fibras musgosas hipocampales y en
las capas | y Il del neocértex, especialmente en las éareas insular, entorrinal,
perirrinal y piriforme. Otras areas con alta densidad en a26-1 incluyen el bulbo
olfactorio, la amigdala, la substancia gris periacueductal, el nacleo accumbens y la

substantia nigra (Taylor et al., 2008).
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Figura 10. Areas anatomicas en el cerebro de rata con una expresion elevada de la proteina
0a25-1. Se asume que las areas marcadas densamente para la proteina a28-1 (tincion marrdn)
coinciden con los sitios de accién del farmaco. Modificado de: Taylor et al., 2008.
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3.3 Papel de a2d como receptor de los gabapentinoides: isoformas, estructura
y distribucién tisular.

Existen cuatro isoformas conocidas de la subunidad 026: a26-1, a26-2, a20-3
y a26-4. Estas subunidades estan codificadas por uno de los cuatro genes de
mamiferos, CACNA2D1, 2, 3y 4. A pesar de que la subunidad a2 es codificada por
un unico gen, se expresa como dos proteinas (a2 y 8), que posteriormente se
reensamblan y asocian con la subunidad formadora del poro a1 de los canales de
calcio voltaje-dependientes (VGCCs) (Dolphin, 2013, 2016).

Todas las isoformas tienen una estructura similar, con una secuencia sefial en
la parte N-terminal del polipéptido que guia a a2d hacia el lumen del reticulo
endoplasmatico. Una vez transportada a la membrana se expresa extracelularmente.
La secuencia proteica de todas las isoformas de a26 tiene un dominio denominado
“Von Willebrand Factor A” (VWA), dominio implicado en las interacciones proteina-
proteina, dependiente de cationes divalentes. Un motivo clave en este dominio es el
sitio de adhesion dependiente de iones metalicos, denominado motivo MIDAS, que
participa en la coordinacién de los cationes divalentes (frecuentemente Ca** o Mg**)
mediante un anillo de hasta cinco residuos polares o cargados (Whittaker & Hynes,
2002). Si el motivo MIDAs esta intacto y tiene la totalidad de los cinco residuos
polares o cargados, es muy probable que esté implicado en las interacciones
proteina-proteina (Whittaker & Hynes, 2002) y éste es el caso de a26-1 y a20-2,
mientras que a 020-3 y 020-4 les falta un residuo polar en el motivo MIDAS (Canti et
al., 2005). También hay otra region en las subunidades 0a2d que contiene los
denominados dominios “Cache”, dominios extracelulares implicados en el
reconocimiento de pequefias moléculas. La obtencion de la estructura por
microscopia crioelectrénica de la subunidad a26-1 ha identificado un total de cuatro
dominos “Cache”, uno de ellos localizado N-terminal al dominio VWA (Wu et al.,
2016). Este dominio Cache contiene una repeticion de argininas triple (RRR) que es

fundamental para la unién de la pregabalina y la gabapentina (Field et al., 2006).
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Figura 11. Principales dominios en las subunidades a23. En la imagen se muestra la localizacion
aproximada del dominio “Von Willebrand Factor A" (VWA), implicado en interacciones proteina-
proteina y de la repeticién triple de argininas (RRR), motivo fundamental para la uniéon de los
gabapentinoides. Modificado de: Dolphin, 2016.

La naturaleza del pequefio dominio hidrofébico en la parte C- terminal de las
subunidades a2 predice que éstas son proteinas con anclaje-glicosilfosfatidilinositol
(GPD*. En parte porque el dominio hidrofébico C-terminal es muy corto y esta
presente en el extremo C-terminal, como por la presencia de un posible motivo de
anclaje-GPI (CGG, w-site) en las subunidades a28-3 y 4 (Dolphin, 2016). Los genes
para todas las subunidades a2d codifican una unica proteina precursora, que es
procesada post-translacionalmente en dos polipéptidos (a2 y 8), que se unen a

través de puentes disulfuro.
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Figura 12. Topologia de las subunidades a23. Todas las subunidades son productos de un Unico gen
que es cortado post-translacionalmente en dos polipéptidos (a2 y &) que se unen por puentes disulfuro. La
subunidad & estd anclada a la membrana plasmatica a través de un anclaje-GPI. Se ensefia la posicion
aproximada del dominio von Willebrand factor A. *Los anclajes-GPI estan constituidos por glicolipidos que
se unen a la parte C-terminal de algunas proteinas hidréfilas durante su maduraciéon postraduccional. A
través de este tipo de anclaje las proteinas se localizan en el lado extracelular de la membrana. Imagen
izquierda de: Wu et al., 2016. Imagen derecha de: Patel & Dickenson, 2016.

La distribucion de las subunidades a2d es ubicua (Tabla 6). Mientras que la
subunidad a28-1 se expresa en musculo esquelético, cardiaco y liso, asi como en el
sistema nervioso central, sistema nervioso periférico y tejidos endocrinos, la

subunidad a2d-2 se expresa predominantemente en el SNC, especialmente en el
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cerebelo. La subunidad a26-3 se expresa en el SNC, mientras que a20-4 se expresa
mayoritariamente en la retina y en tejidos endocrinos (Dolphin, 2013). EI mRNA de
a206-1 se encuentra en muchos tipos de células neuronales en el SNC y en el
sistema nervioso periférico, incluyendo las neuronas del DRG. El transcrito de a26-1
colocaliza preferentemente con neuronas excitatorias mientras que el mRNA de a26-
2 colocaliza con neuronas inhibitorias GABAergicas (Cole et al., 2005). Esta
observacion es respaldada por estudios que muestran que una sobreexpresion de
a206-1 aumenta la transmision sinaptica excitatoria en neuronas de la médula espinal

sin afectar a la transmision sinaptica inhibitoria (Zhou & Luo, 2015).

. y Patologias asociadas con la
Gen Proteina Lugar expresion ) .
disrupcion del gen

Musculo esquelético, cardiaco y liso. SNC, SNP Disfuncién cardiaca, disrupcion
CACNA2D1 a26-1

y tejidos endocrinos del dolor neuropatico
CACNA2D2 0a25-2 SNC, especialmente cerebelo Epilepsia, ataxia cerebelar
CACNA2D3 a26-3 SNC, SNP Procesamiento central del dolor
CACNA2D4 a25-4 Retina, tejido endocrino Distrofia retinal, ceguera nocturna

Tabla 7. Resumen de las subunidades a2&. Modificado de: Dolphin, 2013
3.4 Funciones fisiolégicas de la subunidad a25-1.
3.4.1 Implicaciéon de a2d-1 en el dolor neuropaético.

La implicacion de la subunidad a2d-1 en el dolor neuropatico se ha
caracterizado a lo largo de los ultimos afios a través de multiples estudios que
muestran que hay un aumento en la expresién de a2d-1 tras producirse una lesion
nerviosa, en estudios donde se ha modificado genéticamente su expresion

aumentandola y en estudios donde se ha eliminado el gen de a26-1.

Después de que se produzca una lesidn en un nervio, las alteraciones
transcripcionales que suceden son consideradas como una respuesta adaptativa
para preservar la funcion neuronal. La lesion de una neurona sensorial provoca
cambios en la transcripcibn de muchos genes que contribuyen a los procesos de
hiperexcitabilidad y plasticidad neuronal observados en el dolor neuropatico (Woolf,
2011). Entre el gran nimero de genes cuya expresion se ve alterada después de la
lesion de un nervio, numerosos estudios han mostrado una elevacion consistente en
el mMRNA de a26-1 (Newton et al., 2001; Xiao et al., 2002; Bauer et al., 2009; Perkins

et al., 2014); produciéndose un incremento equivalente en la expresion de la
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proteina a25-1 en varios modelos de dolor neuropético (Luo et al., 2001; Xiao et al.,
2002; Boroujerdi et al., 2008; Bauer et al., 2009). Por el contrario, no se han descrito
cambios en la expresion del resto de subunidades a2d (a26-2, -3 y -4) después de
inducirse dolor neuropatico. Por ejemplo, un estudio muestra que después de la
ligadura del nervio L5 en rata se produce un incremento en la expresion de la
proteina a20-1 17 veces mayor en los nervios ipsilaterales L5/L6 del ganglio de la
raiz dorsal (Luo et al., 2001). Este incremento se detecta rapidamente después de la
ligadura del nervio, llega a su pico maximo a los siete dias después de la lesion y va
disminuyendo a lo largo del tiempo hasta después de varios meses de haberse
producido la lesion, hecho que correlaciona temporalmente con la aparicion y
desaparicion de la alodina mecanica en el modelo utilizado de dolor neuropatico
(Luo et al., 2001). Otro estudio que utiliza el mismo modelo de dolor, muestra que
las descargas neuronales que se producen después de realizar la lesion del nervio,
regulan la expresion de a26-1 en el asta dorsal de la médula espinal (Boroujerdi et
al., 2008). Boroujerdi y colaboradores encontraron que este hecho es critico para el
inicio del dolor neuropatico y ademas demostraron que el uso de lidocaina topica,
blogueaba la actividad neuronal ectopica inducida por la lesion y la expresion de
0a20-1 en la médula espinal y en el ganglio de la raiz dorsal. En otro estudio, también
se ha observado un incremento en la expresion de a2d-1 en los terminales
presinapticos de fibras aferentes primarias, en el asta dorsal de la médula espinal,
tras producirse la ligadura del nervio (Bauer et al., 2009). En este estudio, tanto las
fibras nociceptivas como las no-nociceptivas parecen contribuir a este incremento,
ya que observaron un incremento en la expresion tanto en capas superficiales como
en capas mas profundas. Ademas, observaron que se producia una acumulacion de
a26-1 proximal a la zona de la ligadura, indicativo de la existencia un transporte
anterogrado. Por todo ello, los niveles de expresién de a2d-1 parecen ser un factor

clave conformando el inicio del dolor neuropético.

Para evaluar si efectivamente el aumento en la expresion de a26-1 puede ser
causa del dolor neuropatico, diversos estudios han utilizado como modelo de estudio
ratones transgénicos que sobreexpresan esta subunidad. Los animales transgénicos
gue sobreexpresan la subunidad a26-1 desarrollan alodinia mecénica de forma
natural, similar a la que exhiben los animales después de ligarles un nervio (Zhou &

Luo, 2015). La alodinia mecanica sucede tras la sensibilizacion de las fibras AR que
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proyectan hacia las capas profundas de la médula espinal. La desregulacién en la
expresion de a26-1 en la médula espinal contribuye a la sensibilizacion de estas
neuronas, al incrementarse la transmision sinaptica excitatoria en las capas
profundas de la médula espinal (Zhou & Luo, 2015). Los mismos autores
demostraron también que niveles elevados de a26-1 contribuyen a la sensibilizacion
central a través de un mecanismo presinaptico, al incrementarse la transmision
sinaptica excitatoria en las neuronas de las capas superficiales de la médula espinal
(Zhou & Luo, 2014). Concretamente, observaron un incremento en la frecuencia,
pero no en la amplitud, de las corrientes excitatorias en miniatura (MEPSCs) en las
neuronas de las capas superficiales de la médula espinal que sobreexpresan a20-1.

Por otra parte, las observaciones descritas se relacionan con resultados
obtenidos en animales knockout de a26-1. Se ha observado que la supresion del
gen a2d-1 en ratones ocasiona un retraso en el desarrollo de la hipersensibilidad
mecanica después de producirse la ligadura del nervio ciatico (Patel et al., 2013),
que ademds resulta en una reduccion de la sensibilidad mecéanica y térmica al frio.
El retraso en el desarrollo de la hipersensibilidad mecénica en los animales sin a26-
1, correlaciona también con la observacion de que las neuronas sensoriales en estos
animales 0a25-17 generan menos potenciales de accién de forma continuada o

repetitiva (Margas et al., 2016).

En resumen, el aumento en los niveles de expresion de a26-1 es un factor
clave conformando el inicio del dolor neuropatico, que se produce a través de la
transmision de la actividad periférica anormal desde las fibras aferentes primarias a
las neuronas centrales (Boroujerdi et al., 2008). Ademas, la desregulacién en la
expresion de a26-1 contribuye a la sensibilizacion central (Zhou & Luo, 2014). Sin
embargo, la ausencia de a2d-1 falla en prevenir la cronicidad y no es esencial en el

mantenimiento del dolor neuropatico (Patel et al., 2013).
3.4.2 Funciones moleculares de la subunidad a25-1.

La funcion méas reconocida de la subunidad a26-1 es el control del trafico
intracelular de los VGCCs a la membrana plasmatica. Sin embargo, para el
estudio de esta funcion de la subunidad 026-1 se han utilizado de manera rutinaria
sistemas de expresion como las células tsA-201 o N2a y en la actualidad se cree

que éste no es el Unico mecanismo de accion de las subunidades a2d (Dolphin,
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2018). También se cree que a26-1 puede influenciar las propiedades biofisicas de
los VGCCs (Dolphin, 2016) y ademas se ha demostrado que su expresion determina
la probabilidad de liberacion de los neurotransmisores excitatorios (Hoppa et al.,

2012), en cultivos primarios de neuronas hipocampales.

De manera general, un aumento en la expresion de las subunidades a2
aumenta la expresion de las subunidades a de los canales de calcio Cavl (tipo L) y
Cav2 (tipo N-P/Q-R) en la membrana plasmatica, asi como la densidad de las
corrientes de calcio en sistemas de expresion heterdlogos. EI motivo MIDAS en el
dominio VWA de las subunidades a26-1 y a26-2 es el responsable de ambos efectos
(Canti et al., 2005; Hoppa et al., 2012). En el caso del canal de calcio Cav1, a26-1
interacciona con varios loop extracelulares en los dominios I-1ll (Wu et al., 2016).
Ademas, un incremento en la expresion de la subunidad a2d produce un aumento de
las corrientes de calcio en los canales de calcio voltaje-dependientes Cayl y Cay2.
Las subunidades a2d incrementan la expresion (bien el numero funcional de canales
o bien la cantidad de proteina en la membrana plasmatica) de varias combinaciones
de los canales de calcio Cayl (L) y Cay2 (N-P/Q-R) con subunidades 3, en sistemas
de expresion heterdlogos (Dolphin, 2016). Varios estudios han demostrado que la
subunidad a2d no altera la conductancia de estos canales (Barclay et al., 2001;
Brodbeck et al., 2002; Dolphin, 2016), por lo que el aumento en la corriente de calcio
puede deberse a un incremento en la insercion de los canales de calcio Cayl y Cay2
en la membrana plasmatica y/o a un descenso en el reemplazamiento de los
canales. Por ejemplo, se ha visto que a2d-1 aumenta la expresion en la superficie
celular del canal Cay2.2 (tipo N) en varios sistemas de expresion (Hoppa et al.,
2012; Cassidy et al., 2014). El motivo MIDAS, presente en el dominio VWA de las
subunidades a26-1 y a26-2, es el responsable del aumento de las corrientes de
calcio (Canti et al., 2005; Hoppa et al., 2012) y de la expresion en la superficie del
canal Cay2.2 (Hoppa et al., 2012; Cassidy et al., 2014). Mutaciones en este motivo
cancelan la capacidad de las subunidades 020-1 y a20-2 de incrementar las
corrientes de calcio. Sin embargo, mientras que el aumento en el tamafio de las
corrientes es 10 veces mayor en células tsA-201 (Hoppa et al., 2012), el incremento
en la expresion proteica en la superficie es menor a 2 veces en células N2a (Cassidy
et al., 2014). Este hecho implica que la accién de a2 es célula-dependiente.
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El incremento en el ‘nimero funcional de canales’ puede indicar un
incremento en la cantidad de proteina de los canales en la membrana plasmatica o
un incremento en la proporcion de canales que ya estan en la membrana plasmatica
y que son capaces de responder a una despolarizacion. Algunos estudios han
senalado que a20-1 podria ayudar a incrementar la velocidad de inactivacion del
canal (Canti et al., 2005; Fuller-Bicer et al., 2009). Sin embargo, este efecto parece
variar dependiendo de la combinacion entre las diferentes subunidades a20, a1l y 3
que se utilicen en el estudio (Dolphin, 2016). Por otra parte, recientemente se ha
demostrado que el corte posttranslacional de a2d-1 en dos polipéptidos (a2-1y ),
gue se unen después por puentes disulfuro, es un paso esencial para la activacion
dependiente de voltaje de los canales de calcio Cay2.2 en la membrana plasmatica
(Kadurin et al., 2016). Esta activacion del canal sucede después de que se produzca
el corte proteolitico de a2d en la superficie celular. Por lo tanto, esta accion es
independiente de la funcidn que pueda tener la subunidad a26 en el trafico de los
canales hacia la membrana celular. Este mecanismo podria mantener a los canales
inmaduros en un estado inhibido, permitiendo el procesamiento posttranslacional de

a20-1 la activacion voltaje-dependiente de los canales (Alles & Smith, 2018).

Ademas, se ha demostrado que las subunidades a28-1, 0206-2 y a26-3
controlan directamente la probabilidad de liberacion de neurotransmisores
(Hoppa et al., 2012). Hoppa y colaboradores vieron en el mismo estudio que a26-1y
2 aumentan la expresion de los canales Cay2.1 (P/Q) en sinapsis individuales. El
estudio se realizd en neuronas hipocampales y muestra que la sobreexpresion de
a2d produce un aumento en la probabilidad de liberacion de vesiculas sinapticas en
sinapsis individuales, postulando a la subunidad a2d como un organizador del
acoplamiento de la entrada de calcio presinaptico con la exocitosis. El proceso
implica interacciones con el motivo MIDAS, que es fundamental para que se
produzca este acoplamiento entre la entrada de calcio con la liberacién de vesiculas
(Hoppa et al., 2012). Este mecanismo tiene especial relevancia para la accion de los
gabapentinoides, ya que la capacidad de a2d para controlar la abundancia de
canales de calcio dependientes de voltaje, no justifica completamente su habilidad
controlando la liberacion de neurotransmisores en las fibras aferentes primarias
(Biggs et al., 2014).
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3.5 Mecanismo de accién de los gabapentinoides: Posibles escenarios.

El mecanismo de accion de los gabapentinoides tanto a nivel celular como
después de producirse una neuropatia ha sido y es un tema muy debatido. En
diferentes modelos animales de dolor neuropatico, por ejemplo en el ratbn generado
con una mutacion puntual en la arginina 217 de la subunidad a26-1 y en el raton
knockout para a2d-1, se eliminan los efectos antinociceptivos de la pregabalina
(Field et al., 2006; Patel et al.,, 2013). A nivel sinaptico se cree que los
gabapentinoides actdan inhibiendo la liberacién de neurotransmisores, sin embargo
el mecanismo molecular preciso por el cual ejercen su accion se desconoce (Patel &
Dickenson, 2016). Las evidencias experimentales obtenidas hasta el momento
muestran que los gabapentinoides actian interfiiendo con las dos principales
funciones de las subunidades 020 de los canales de calcio voltaje-dependientes
presinapticos: el trafico de los VGCCs a la membrana plasmatica y la optimizacion
de las propiedades biofisicas (Simms & Zamponi, 2012). Las sinapsis establecidas
por las neuronas del ganglio de la raiz dorsal en el asta dorsal de la médula espinal
son la principal diana de los gabapentinoides, concretamente las subpoblaciones
neuronales asociadas a fibras C y Ad (Biggs et al., 2014). La exposicion crénica a
los gabapentinoides interfiere selectivamente en el trafico de los canales de tipo N
hacia la membrana plasmatica. Esta accion se cree que podria causar una reduccion
en la entrada de calcio presinaptico cuando llega un potencial de accion y
consecuentemente un descenso en la liberacion de neurotransmisores nociceptivos
(Hendrich et al., 2008; Hendrich et al., 2012).

No obstante, también hay evidencias que indican que los gabapentinoides
actuan sobre canales de calcio dependientes de voltaje de tipo N insertados en las
sinapsis de forma aguda. Sin embargo, las observaciones obtenidas hasta la fecha
en este sentido son contradictorias. Tanto la gabapentina como la pregabalina
parecen ser inefectivas en la transmision sinaptica en neuronas del ganglio de la raiz
dorsal (Hendrich et al.,, 2008; Hendrich et al., 2012). De manera similar, la
gabapentina no inhibe de forma consistente la liberaciébn de neurotransmisores en
experimentos hechos en rodajas de tejido neuronal (Fink et al., 2000; Fehrenbacher
et al., 2003; Brown & Randall 2005; Quintero et al.,, 2011). Sin embargo, la
gabapentina si reduce la liberacién de neurotransmisores bajo previa induccion de

hiperalgesia (Patel et al., 2000). Ademas, se ha visto que la aplicaciébn aguda de
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pregabalina disminuye la transmisidén sinaptica en calices de Held (Di Guilmi et al.,
2011) y reduce la liberacion de vesiculas sinapticas en cultivos de neuronas

hipocampales (Micheva et al., 2006).

Los gabapentinoides ejercen su accion preferentemente sobre neuronas con
nacleos de tamafio medio y fibras tipo Ad y sobre neuronas con nucleos de tamano
pequefio IB4" vy fibras tipo C peptidérgicas (Biggs et al., 2014). Las explicaciones
para esta selectividad sobre algunos tipos neuronales concretos puede deberse a la
falta del transportador de aminoacidos neutros en las neuronas IB4". Otra posibilidad
para explicar esta selectividad puede surgir por las diferencias en las propiedades de
las subunidades a2 entre diferentes tipos neuronales. De hecho se han encontrado
dos variantes de las subunidades a2d en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal
de rata (Lana et al., 2013). La principal variante se denomina a26-1 AA+B-C y es la
misma variante que se localiza en el cerebro, mientras que una segunda variante
denominada a26-1 AA+BAC esta sobrerregulada en subpoblaciones neuronales del

DRG, en neuronas pequeias no mielinizadas de tipo C (Lana et al., 2013).

Figura 13. Subpoblaciones neuronales del
ganglio de la raiz dorsal sobre las que la
pregabalina ejerce su accion. La pregabalina
ejerce su accién preferencial sobre neuronas
con nucleos de tamafio medio y fibras tipo Ad y

PGB / GBP vm CITATORY en neuronas con nlcleos de tamafio pequefio
/ IB4- y fibras tipo C, que proyectan hacia

[ T g neuronas excitatorias de la substancia

gelatinosa. Modificado de: Biggs et al., 2014.
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En sistemas de expresion heterdlogos y en los cuerpos celulares del ganglio
de la raiz dorsal, la interaccion de los gabapentinoides con a2 impide el trafico de la
subunidad formadora del poro de los VGCCs a la membrana celular (Cassidy et al.,
2014; Hendrich et al., 2012; Hendrich et al., 2008; Tran-VanMinh & Dolphin 2010).
Sin embargo, los gabapentinoides no parecen prevenir la insercion de las
subunidades a1 de los VGCCs en los terminales nerviosos, al menos en neuronas
hipocampales (Hoppa et al., 2012). En consecuencia, el mecanismo de accion de los
gabapentinoides no se explica Unicamente debido a que ejerzan una accion
impidiendo el trafico de los VGCCs a la membrana celular, hecho que sugiere la
importancia de la accién directa de los gabapentinoides sobre las sinapsis. Biggs y
colaboradores demostraron que la pregabalina bloquea la transmision sinptica en

neuronas del asta dorsal de la médula espinal y que la reduccién en la liberacion de
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neurotransmisores en presencia de la pregabalina no es debida a una alteracion del
canal de calcio o a una reduccién importante de la entrada de calcio en los
terminales nerviosos presinapticos (Biggs et al., 2014). En este caso, la reduccion en
la liberacion de neurotransmisores implica un mecanismo diferente. Una posibilidad
es que la union de los gabapentinoides a las subunidades a2d interrumpa la
interaccion entre las subunidades de los canales de calcio, con los sitios de
liberacion de neurotransmisores (Hoppa et al., 2012), pero es necesario aportar mas

evidencias sobre una accién directa en las sinapsis.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la lesion de un nervio periférico
incrementa la transmision sinaptica excitatoria entre las fibras aferentes primarias y
las neuronas excitatorias de la substantia gelatinosa (Balasubramanyan et al., 2006).
Estas neuronas presentan patrones de disparo especificos en respuesta a corrientes
despolarizantes. El tratamiento agudo con gabapentina restaura la transmision
sinaptica en animales lesionados a niveles previos a la lesion (Alles et al., 2017). Por
otra parte, también se ha observado que la gabapentina parece incrementar la
transmision sinaptica excitatoria hacia las neuronas inhibitorias, las cuales presentan
un patron de disparo tonico caracteristico (Biggs et al., 2014; Alles et al., 2017). Por
lo tanto, como consecuencia de la aplicacion en agudo de los gabapentinoides se
hipotetiza que se produce un descenso en la excitabilidad de las neuronas de la

médula espinal.

Efecto de la GBP sobre neuronas excitatorias Efecto de la GBP sobre neuronas inhibitorias
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Figura 14. Efecto de los gabapentinoides sobre las neuronas excitatorias e inhibitorias de la
medula espinal. La gabapentina revierte el incremento en la transmision sinaptica excitatoria en las
neuronas del asta dorsal de la médula espinal, tras producirse una lesién. Por otra parte, también se
ha observado una disminucién en la transmision sinaptica inhibitoria en modelos animales de dolor
neuropatico, que la gabapentina también revierte. Modificado de: Alles & Smith, 2018.
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Ademas de las acciones de los gabapentinoides sobre neuronas en la médula

espinal, los mecanismos supraespinales contribuyen con claridad a sus efectos

terapéuticos. Por ejemplo, la gabapentina administrada sistémicamente (100mg/kg)

inhibe las vias serotoninérgicas pronociceptivas descendientes desde el cerebro a la

médula espinal en ratas neuropaticas (Suzuki et al., 2005). En un estudio de imagen

por resonancia magnética funcional, la gabapentina administrada de forma aguda

(100mg/kg) mostré evocar cambios en multiples regiones nociceptivas del cerebro,

como por ejemplo la sustancia gris periagueductal y el tAlamo (Governo et al., 2008).

Ademas,

recientemente se ha demostrado que

la gabapentina

reduce la

hiperexcitabilidad en el cortex somatosensorial inmediatamente después de su

inyeccion en ratas ‘neuropaticas’ (Alles et al., 2017).

Sistema Region anatémica Efecto maximo Concentracion Referencias
neurotransmisor tratamiento
NA Rodajas de neocortex en rata Reduccion liberacién ~20% Dooley et al.
®H-noradrenalina (estimulacién eléctrica, alto K*) con gabapentina y ICs = 10-12uM (2000a)
pregabalina
Glutamato Rodajas nucleo trigeminal en Reduccion liberacion ~35% Maneuf et al.
(*H-glutamato) rata (alto Ky pre-tratamiento con gabapentina 'y ICso = 6.5uM (2001)
con SP) pregabalina
Reduccion liberacion ~12- 100pM (Unica
Glutamato Rodajas de neocortex en rata 25% con gabapentina y concentracién Dooley et al.
(HPLC) (estimulacién alto K" pregabalina probada) (2000b)
Glutamato Rodajas de hipocampo en rata Potenciales accién 10pM (Unica Brown y
(potenciales (estimulacién eléctrica) reducidos un 10% con concentracién Randall (2005)
sinapticos) gabapentina probada)
Glutamato y Rodajas médula espinal en rata Caorrientes sinpticas Bayer et al.
glicina (corrientes (estimulacion eléctrica) reducidas un 45% 1Cs0 = 0.05puM (2004)
sinapticas)
Glutamato y
GABA (corrientes Rodajas de hipocampo en rata Corrientes sinapticas 300 uM Van Hooft et al.
sinapticas) (estimulacién eléctrica) reducidas un 30% I1Cso = 100puM (2002)
Reduccién en los mEPSCs
Glutamato Rodajas cértex entorrinal en rata | del 60% con gabapentina y ICs0 = 10uM Cunningham et
(mEPSCs) pregabalina al. (2004)
Rodajas nucleo trigeminal en un
Glutamato modelo de neuropatia diabética Reduccion liberacion ~24% Maneuf et al.
(*H-glutamato) (SZT) en rata. Estimulacion alto con gabapentina 30 uM (2004)
K"y pre-tratamiento con SP.
Glutamato y
GABA (marcador | Cultivos primarios hipocampales Reduccion liberacién 9.5% 100 pM (Unica Micheva et al.
liberacion en rata concentracién (2006)
vesiculas FM4- probada)
64)
Substancia P y Reduccién liberacién 60- Fehrenbacher
CGRP Rodajas de médula espinal en 70% con gabapentina y 10y 100uM
; L L - et al. (2003)
(inmunoensayo) rata (previa inflamacion) pregabalina
Musculo soleo en raton Contracciones reducidas un 100 pM Joshi & Taylor
Acetilcolina (estimulacion nervio) 30% con pregabalina I1Cs0 = 10uM (2006)
®H-noradrenalina Rodajas de neocortex humano Reduccion liberacién entre
®H-acetilcolina (estimulacién alto K" 22% y 56% con gabapentina 100 pM Brawek et al.
®H-serotonina y pregabalina (2008)
Reduccién liberacion GABA
*H-GABA Sinaptosomas de neocortex 39% y 47% con gabapentina 100 pM Brawek et al.
*H-Glutamato humano (estimulacion alto K*) y pregabalina (2009)
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Microdialisis in vivo en la médula Reduccion liberacion en Kumar et al.
Glutamato espinal de rata (naive y ratas neuropaticas 100mg/kg (2010)
neuropaticas)
Glutamato Di Guilmi et al.
(corrientes Rodajas de mesencéfalo Reducciéon EPSCs 30% 500uM y 1ImM (2011)
sinapticas en
célices de Held)
Reduccion liberacion 46-
Rodajas de neocortex en rata 78% con gabapentina y 0.1-100 uM
Glutamato (estimulacion alto K" pregabalina ICso = 5.3uM Quintero et al.
respectivamente a 100uM (2011)
Ex vivo recordings en neuronas Reduccién amplitud
Neuronas de substancia gelatinosa SEPSCs/mEPSCs
excitatorias (estimulacién alto K" Reduccién excitabilidad 100mg/kg Alles et al.
(delay/transient Cortex somatosensorial (two- cortical 56% con (2017)
neurons) foton imaging) gabapentina

Tabla 8. Accion de los gabapentinoides en la modulacién de la liberacién de neurotransmisores.

3.6 Efectividad de los gabapentinoides.

En modelos animales de dolor neuropatico cada rata o ratén responde a las
acciones antialodinicas de los gabapentinoides (Kimura et al., 2016). Sin embargo,
este hecho difiere bastante de la eficacia clinica de los gabapentinoides, donde solo
un 35% de los pacientes reporta alivio del dolor (Wiffen et al., 2017). Aunque los
gabapentinoides sélo se unen a una diana especifica, la subunidad a20-1, esta
interaccion tiene multiples consecuencias sobre la transmision sinaptica (Tabla 8),
ejerce acciones selectivas sobre tipos neuronales concretos y altera la excitabilidad
tanto a nivel espinal como en centros cerebrales superiores (Biggs et al., 2014; Patel
& Dickennson, 2016; Alles et al., 2017). La multiplicidad de efectos podria explicar su
efectividad terapéutica.

Por otra parte, la desregulacion en la expresion de las trombospondinas (TSP)
podria tener un papel importante en la efectividad de los gabapentinoides. Estas son
proteinas de la matriz extracelular secretadas por astrocitos en el SNC que estan
implicadas en la sinaptogénesis (Erglu et al.,, 2009). Recientemente se ha
demostrado que la TSP4 esta sobrerregulada en la médula espinal después de una
lesion nerviosa periférica, hecho que correlaciona con el desarrollo del dolor
neuropatico. Ademas, se ha visto que la interaccion de TPS4 con a26-1 reduce la
afinidad de los gabapentinoides por esta subunidad (Lana et al., 2016). Este hecho
implica que la interaccion de una proteina extracelular con las subunidades a26-1,
localizadas en la superficie extracelular de los terminales presinapticos, puede
afectar a la afinidad de union de los gabapentinoides a a28-1 en la superficie celular,

lo cual a su vez podria explicar una reduccion de su efectividad. Ademas, la pérdida
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de efectividad de la gabapentina ha sido replicada en un modelo de dolor (poststroke
pain), siendo atribuido a una regulaciéon a la baja de la subunidad a26-1 con el

tiempo, a pesar de continuar el dolor (Yang et al., 2016).

4. PAPEL DE LOS DEPOSITOS DE VESICULAS SINAPTICAS EN LA
NEUROTRANSMISION.

4.1. Bases de la neurotransmision.

Las neuronas, a diferencia de cualquier otro tipo celular, son células
polarizadas que reciben y transmiten informacion. La neurotransmision es la forma
de comunicacion quimica entre las neuronas que sucede en sitios especializados
denominados sinapsis. En las neuronas el potencial de accion (PA) se propaga a lo
largo del axén, transmisor de la sefal, hasta llegar y despolarizar los botones
sinapticos. Dentro de estas estructuras presinapticas, las elevaciones de calcio
intracelular producidas al llegar el potencial de accion desencadenan la liberacion de
neurotransmisores en una diana postsinaptica, tipicamente las dendritas de otra
neurona. Esta transmision de sefiales es la base bajo la cual se fundamenta la
funcion de las redes neuronales, de vital importancia en comportamientos humanos
como la coordinacién de los movimientos, funciones cognitivas como la percepcion,
los pensamientos, el aprendizaje o la memoria.

No fue hasta la mitad del siglo XX cuando se llegd al conocimiento de los
componentes de la neurotransmision, tanto el eléctrico (Hodgkin & Huxley 1952)
como el quimico (Fatt & Katz 1952; Del Castillo & Katz 1954). En particular, Bernard
Katz desarrollé la teoria cuantica de liberacion del neurotransmisor —las moléculas
de neurotransmisores se liberan en paquetes discretos— en colaboracién con José
del Castillo y Paul Fatt. Este trabajo, junto a las primeras imagenes de microscopia
electronica de una sinapsis (Sjostrand, 1953; Palade, 1954) llevaron hasta la
hipotesis vesicular de la neurotransmision, que plantea que los neurotransmisores
son almacenados en vesiculas sinapticas y su liberacién del interior vesicular forma
las bases de la neurotransmision cuantica (Del Castillo & Katz, 1956). El nimero de
vesiculas sinapticas en un terminal varia segun el tipo neuronal oscilando entre
varias docenas hasta unas mil vesiculas. Algunas vesiculas se localizan adyacentes
a la zona activa electrodensa rica en proteinas donde tiene lugar la fusién (Figura
16, indicadas con la flecha blanca), mientras que otras estan diseminadas por el

resto del area del boton sinaptico (Figura 16).
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Figura 15. Curso temporal en la transmision sinaptica. Cuando un potencial de accion invade el
terminal presinaptico, los canales de calcio se abren y la entrada de Ca®* induce la fusién de las vesiculas
sindpticas con la membrana plasmatica, permitiendo asi la liberacion de los neurotransmisores que
contienen las vesiculas al espacio sinaptico. Los neurotransmisores se unen entonces a los receptores
postsinapticos para completar la transferencia de la informacion. El proceso general es increiblemente
rapido, con cada uno de los pasos principales (fusién de las vesiculas sinapticas y recepcion de la sefial
postsindptica) iniciado en menos de 1ms. Se indican los cinco pasos secuenciales medidos

electrofisiologicamente en la sinapsis del célice de Held de rata. Modificado a partir de: Stidhof, 2008.

A lo largo de los Ultimos cuarenta afios numerosos estudios han generado
una cantidad ingente de informacion sobre la vital importancia de las vesiculas
sinapticas para la funcion de los terminales presinapticos, entre ellos los
mecanismos que median la recaptacion de los neurotransmisores en las vesiculas
sinpticas (Blakely & Edwards 2012), la fusion-calcio dependiente de las vesiculas
con la membrana plasmatica (Sudhof & Rizo 2011; Stdhof, 2012) o los modelos de
reciclaje vesicular (Harata et al., 2006). En resumen, las vesiculas sinapticas son
componentes estructurales vitales para la funcion de los terminales presinapticos. La
disrupcion en la liberacidon de vesiculas genera déficits en la neurotransmision, base

bajo la cual subyacen varios trastornos neurolégicos o psiquiatricos.

4.2 Las vesiculas sinapticas se organizan en depositos.

Un terminal presinaptico maduro esta densamente empaquetado con
numerosas vesiculas sinapticas que se organizan en diferentes depdésitos. La
diferente localizacion de las vesiculas sinapticas dentro de un terminal presinaptico
es uno de los factores determinantes para la eficiencia de la neurotransmision. Estos
depositos tienen especial relevancia en la fisiologia presinaptica contribuyendo
directamente a la plasticidad sinaptica a corto término ademas de regular la fuerza

sinaptica y la plasticidad neuronal. En particular, la fuerza sinaptica puede analizarse
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a través de dos parametros: el tamafo del Readily Releasable Pool (RRP, o
depdsito de liberacion rapida) y la probabilidad de liberacién (P;) de cada vesicula
del RRP en respuesta a un potencial de accion. En el 2005, Rizzoli y Betz
propusieron un modelo unificador sobre la terminologia de los diferentes depdsitos
diferenciando tres depdsitos de vesiculas funcionales:

Un primer depoésito de vesiculas ancladas a la zona activa, denominado
depdsito de liberaciéon rapida o RRP (del inglés Readily Releasable Pool). Son las
que presentan mayor probabilidad de ser liberadas. Mantienen la neurotransmision y
modifican la plasticidad. Bajo intensa estimulaciéon es el primer depdsito que se
agota, favoreciendo la depresion sinaptica. Dependiendo del tipo de sinapsis pueden
representar hasta el 5% del cluster vesicular. Las vesiculas que componen el RRP
han sido correlacionadas con aquellas vesiculas fisicamente ancladas a la
membrana presinaptica. Estas se encuentran directamente implicadas en procesos
de plasticidad a corto plazo al ser un parametro determinante en la probabilidad de
liberacion (Dobrunz, LE; 2002).

El segundo depdsito es el depédsito de reciclaje (RP, recycling pool). Son las
vesiculas que rellenan el RRP y las siguientes en liberarse durante periodos de
actividad moderada, después de agotarse el RRP. Este depdsito supone entre el 10-
25% de las vesiculas.

El tercer depoésito es el depdsito de reserva, Unicamente liberado durante
episodios de intensa estimulacion ‘no fisiologica’ (Rizzoli & Betz 2005). Supone entre
el 75-90% de las vesiculas. Tiene tasas de exocitosis mas lentas al situarse
fisicamente mas alejadas de la zona activa. Ademas, las vesiculas de este depdsito
tienen una movilidad reducida por el citoplasma y se mezclan menos con las

vesiculas de los otros dos depdsitos.

Depésito de liberacién

o Deposito de reciclaje, RP
rapida, RRP

Depésito Depésito de reserva

Tamano del % total

de vesiculas

~1-5%

~10-25%

~75-90%

Localizacion de las

Ancladas a la zona

Dispersas en el cluster

Formando el clister
citoplasmatico, lejos de la

vesiculas activa citoplasmatico .
zona activa
. . L . Pocos segundos a alta .
Tiempo de liberacion <1s a alta Frecuencia g . Min-h
Frecuencia
Reciclaje Réapido <10s Rapido (s) Mas lento (s)
Mezcla con otros Rapida mezcla con el Mezcla con el RRP y lenta Mezcla lenta con el RRP y
depdsitos RP mezcla con el de reserva RP

Tabla 9. Principales caracteristicas de las vesiculas sinapticas. Modificado de: Rizzoli & Betz 2005
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Los depodsitos de vesiculas presentan diferentes cinéticas de liberacion (Denker &
Rizzoli, 2010). Cuando son sometidos a una estimulacién a baja frecuencia, el
terminal libera de forma parcial el RRP. Las vesiculas de la zona activa que son
liberadas cuando llega un potencial de accion, son después rellenadas con vesiculas
de otros depdsitos citoplasméaticos, manteniéndose asi la respuesta de una sinapsis
sin que se produzca depresion. Por el contrario, cuando una sinapsis se somete a
una actividad continuada, el depdsito de vesiculas del RRP es el primero que se
libera completamente, seguido de las vesiculas del RP, que son relativamente
moviles. Finalmente, y si la actividad permanece de forma sostenida, las vesiculas
citoplasmaticas que se encuentran mas retenidas en el depdsito de reserva se
liberan, produciéndose depresion sinaptica. Cuando la actividad finaliza, estos

depdsitos se vuelven a recuperar en cuestion de segundos/minutos.
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Figura 16. Cinética de los depésitos de vesiculas sindpticas frente a una estimulacion
sostenida en el tiempo. El RRP es el primer deposito en liberarse. A continuacion se liberan las
vesiculas sinapticas del RP dispersas por el citoplasma y por ultimo se liberan las vesiculas del
deposito de reserva, mas retenidas. Los depdésitos terminan agotandose con una actividad continuada
y se alcanza la depresion sinaptica. Con el fin de la actividad, el terminal recupera sus diferentes
depdsitos. Modificado de: Denker & Rizzoli, 2010.

4.3 Medidas del depdsito de liberacion rapida.

Para medir el tamafio y la cinética de los diferentes depdsitos de vesiculas en
el terminal presinaptico se pueden seguir diversas estrategias. Entre las técnicas
mas utilizadas para observar y cuantificar los depodsitos de vesiculas estan: (a) el
uso de la microscopia electronica, (b) el uso de la microscopia 6ptica utilizando
colorantes fluorescentes de la familia de los FM o indicadores fluorescentes
codificados genéticamente como la sinaptofluorina, (c) el uso de soluciones con alta

osmolaridad y (d) el uso de la electrofisiologia.
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Todos los métodos usados para determinar el RRP requieren la cuantificacién
de las vesiculas fusionadas. Una de las aproximaciones mas comunes para
cuantificar la liberacion de neurotransmisores es medir las corrientes postsinapticas
(Thanawala & Regehr, 2016; Kaeser & Regehr, 2017). Para medir de forma precisa
el RRP el principal reto es liberar todas las vesiculas de este depdsito. Su tamafio
gueda estimado a la baja si la deplecién de las vesiculas del RRP es incompleta
mientras que su tamafo se sobreestima si por ejemplo las vesiculas rellenadas
contribuyen a su medida. Cuando utilizamos técnicas electrofisiologicas, la
estimacion del tamafio del RRP depende de la intensidad de la estimulacion. Entre
los métodos mas utilizados para liberar el RRP se encuentra la aplicacion de
soluciones con una alta osmolaridad (hormalmente 500mM sucrosa) y los trenes de

estimulos a alta frecuencia.

A B 500 mM sucrose

2 nA 200 pA

05s 18

Figura 17. Registros representativos mostrando el vaciado del depdsito de liberacién rapida
(RRP). A) Registro mostrando una respuesta autdptica evocada a una alta frecuencia de
estimulacién. B) Registro que muestra una respuesta autaptica evocada por la aplicacion de una
solucién hiperténica (500mM sucrosa). Modificado de: Ikeda & Bekkers (2009)

Las soluciones con alta osmolaridad provocan la fusion de las vesiculas del
RRP de modo calcio independiente. Este método se ha usado ampliamente para
estudiar las funciones de proteinas especificas en el control del RRP utilizando
ratones knockout. Sin embargo, este método proporciona estimaciones al alza del
RRP comparado con las estimaciones basadas en la liberacion evocada por trenes
de estimulos. La medida del RRP usando trenes de potenciales de accién mide la
liberacion sincronica que ocurre en los milisegundos siguientes a cada PA
presinaptico y no tienen en cuenta la liberacion asincronica, que no contribuye al
pico de las corrientes. En este método se representan las amplitudes cumulativas de
los EPSCs en funcién del nimero de estimulos. En estas representaciones se
observa un salto inicial seguido de una fase lineal. Durante una estimulacion

prolongada, la fase lineal de la respuesta se da como consecuencia del rellenado de
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vesiculas. El ajuste a una funcion lineal permite calcular la medida del RRP
mediante la extrapolacion al eje de ordenadas (Kaeser & Regehr, 2017). En general,
este método proporciona estimaciones a la baja del RRP y lo ideal es usar mas de

un método para determinar de forma fiable el tamarfio del RRP.

4.4 Modalidades de liberacion de neurotransmisores.

Existen tres modos de liberacion de neurotransmisores: la liberacidon
sincronica, que ocurre pocos milisegundos después de la llegada de un potencial
de accion en el botén presinaptico, la liberacidén asincrénica, que persiste desde
décimas de milisegundos hasta decenas de segundos después de la llegada de un
potencial de accion o una serie de PA, tras el cierre de los VGCCs, y la liberacion
espontanea de neurotransmisores, que ocurre en la ausencia de una

despolarizacion presinaptica (Figura 19).

Un distintivo de la comunicacion neuronal es su velocidad, que requiere una
rapida transmision sinaptica. Cuando un potencial de accion invade un boton
presinaptico, los canales de calcio voltaje-dependientes se abren brevemente,
produciéndose un aumento local e intenso de Ca*" intraterminal. El Ca®* se une a su
sensor para inducir la fusion de las vesiculas sinapticas con la membrana plasmatica
presinaptica. En la mayoria de las sinapsis las vesiculas se fusionan en menos de
un milisegundo, dando lugar a la liberacion sincronica de neurotransmisores. Para
alcanzar este grado de sincronicidad, los canales de calcio han de abrirse
brevemente cuando llega el potencial de accion, desactivandose y cerrandose muy
rapido durante la fase de repolarizacion del potencial de accion. La liberacion
sincrénica se produce debida a la alta concentracién local de Ca?* cerca de los
canales de Ca®" abiertos. Entre los mecanismos que son criticos para la liberacién
sincronica estan: 1) la generacion y mantenimiento de un depdésito de liberacion
rapido de vesiculas, facilmente exocitable cuando entra Ca®"; 2) la apertura de los
canales de calcio voltaje-dependientes tiene que suceder con un retraso minimo
después de la llegada del potencial de accion; 3) la maquinaria de liberacion de
vesiculas sinapticas debe estar preparada para responder de forma rapida y precisa
a las sefiales de Ca** tanto cuando aumentan de forma rapida como cuando la sefial

de Ca®* decae; y 4) el canal de calcio presinaptico tiene que estar acoplado
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espacialmente al mecanismo sensor del Ca®", para reconocer rapidamente los

incrementos y descensos de Ca®* cuando el canal se abre y se cierra.
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Figura 18. Diferentes modalidades de liberacion de neurotransmisores. A) En el ejemplo una
estimulacién (flecha) evoca la liberacién sincronica y asincronica de neurotransmisores. PSP:
Corriente postsinaptica (acrénimo del inglés: Post-Synaptic Current) B) Liberacién espontanea de
neurotransmisores. mPSC: corrientes postsinapticas en miniatura (acronimo del inglés: miniature
Post-Synaptic Current). Modificado de: Kaeser & Regehr, 2014.

La liberacion asincronica sucede después del cierre de los canales de calcio
voltaje-dependientes. En la mayoria de las sinapsis la liberacion sincronica
representa casi toda la liberacion (>90%) a frecuencias de estimulacion bajas
(Kaeser & Regehr, 2014). Sin embargo, la liberacién asincrénica es prominente en
algunas sinapsis especializadas como por ejemplo las establecidas entre
interneuronas inhibitorias del asta dorsal de la médula espinal (Labrakakis et al.,
2009). En la mayoria de las sinapsis, bajas frecuencias de estimulacion evocan
principalmente una liberacion sincronica, sin embargo frecuencias de estimulacion
sostenidas evocan también una liberacién asincronica. Ademas, se ha demostrado
que tanto la liberacion sincrénica como la asincrénica comparten los mismos
depdsitos de vesiculas y que su amplitud esta relacionada negativamente. Por
ejemplo, el efecto de eliminar el sensor rapido de Ca?*, sinaptotagmina 1, elimina la
liberacion sincronica y provoca un incremento en la magnitud de la liberacion

asincronica.
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También existen importantes diferencias entre los mecanismos calcio-
dependientes que median la liberacién sincrdnica y asincronica. Estudios sobre la
dependencia del calcio en la fusion de vesiculas sinapticas indican que la liberacion
asincrénica también es mediada por un sensor de Ca®" especializado. Sin embargo,
el origen de este sensor se desconoce y se ha sugerido que se encuentra mas
alejado de la fuente de Ca®*" en comparacién con los sensores rapidos de Ca?",
respondiendo a aumentos de Ca** citosélicos importantes, en lugar de responder a

elevaciones locales de Ca?*.
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Figura 19. Propiedades de la liberacién asincrénica. A) En la mayoria de las sinapsis, una Unica
estimulacién evoca la liberacion sincrénica de neurotransmisores durante pocos milisegundos. Por el
contrario, frecuencias de estimulacion prolongadas producen una liberacién asincrénica que dura
varias decenas de segundos. B) La liberacién asincronica se cuantifica construyendo histogramas a
partir de la deteccion de eventos cuantales individuales para asi identificar el componente de
liberacién correspondiente a la liberacién asincrénica Modificado de: Kaeser & Regehr, 2014.

El tercer modo de liberacion de neurotransmisores corresponde a la
liberacion espontanea (Figura 20). Se caracteriza por tener lugar en ausencia de
una despolarizacion presinaptica y, al igual que en el caso de la liberacion
asincronica, parece estar controlada por mdultiples mecanismos moleculares que
difieren de manera importante de aquellos implicados en la liberacion sincrénica.
Entre las propiedades de la liberacidon espontanea se ha observado que una gran
fraccion parece ser independiente del Ca?*. Bloqueando los canales de calcio voltaje
dependientes y utilizando agentes quelantes de calcio, se ha demostrado que se
mantiene intacta una fraccion importante de la liberacion espontanea. No obstante,
no se conoce si la restante liberacidbn espontanea es calcio-independiente. Para
estudiar la liberacion espontanea se miden las corrientes sinapticas en miniatura
(mPSCs) en presencia de tetrodoxina (TTX) para bloquear los canales de sodio
voltaje-dependientes y prevenir los potenciales de acciéon. El promedio del tamafio

de los eventos se relaciona con una medida del nUmero promedio de receptores en
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la densidad postsinaptica, mientras que el promedio en la frecuencia de los eventos
se relaciona con el nimero de sitios de liberacion y con la probabilidad de liberacion.

A B E 1.0
2+
1.1 mM Ca ;
2+ 2 05_
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©
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(i 200 pA 0 50 100
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Figura 20. Liberacién espontanea. A) Ejemplo de corrientes excitatorias sinapticas en miniatura
(MEPSCs) en un cultivo neuronal del neocortex en presencia de una concentracién de [Ca*‘]ext de
1.1mM (negro) o 6mM (rojo). B) Distribucion de la probabilidad acumulativa de las amplitudes de los
MEPSCs. Modificado de: Williams & Smith, 2017.

4.5 Los canales de calcio voltaje-dependientes del terminal presinaptico.

Los VGCCs son otro de los principales componentes estructurales de los
terminales presinapticos. Estan directamente implicados en la transmisién sinaptica
evocada, tanto sincrénica como asincrénica. Estos canales se expresan
fundamentalmente en los terminales presinapticos y se abren en respuesta a la
llegada de un potencial de accion. La entrada de iones de calcio resultante provoca
la fusion de las vesiculas sinapticas con la membrana presinaptica, que culmina con
la liberacion de neurotransmisores en el espacio sinaptico. Los tres principales
subtipos del canal Cav2 (Cav2.1-P/Q; Cav2.2-N y Cav2.3-R) estan implicados en la
liberacion rapida de neurotransmisores. Ademas, tienen otras funciones como la
liberacién de hormonas en las células neurosecretoras, por ejemplo en las células
cromafines. Tanto los canales Cav2.1 (P/Q) como Cav2.2 (N) contienen un sitio de
interaccidon con proteinas sinapticas, denominado synprint, que interacciona con las
proteinas sintaxina 1A y SNAP25. A través de esta interaccion, los canales pueden
estar localizados en proximidad con las vesiculas sinapticas. Los canales de calcio
tipo P/Q y N también interaccionan con las proteinas de la zona activa de la familia
de las RIM y RIM-BPs (Figura 21) y se ha demostrado que los canales de calcio son
reclutados a las zonas activas a través de su union simultdnea a RIM y RIM-BP
(Sudohf, 2012). Por otra parte, ademas de promover la liberacion de vesiculas
sinapticas, varios miembros de los canales de calcio dependientes de voltaje como

Cav2.1 (P/Q) y Cav2.2 (N) se encuentran asociados a los canales de potasio
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activados por calcio (BKca), proporcionando el flujo de calcio necesario para activar
eficientemente estos canales. Por lo tanto, a través de su interaccion con los BKc,,
los canales de calcio voltaje-dependientes pueden regular la excitabilidad neuronal

alterando las conductancias del potasio (Loane et al., 2007).
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Figura 21. Proteinas presinapticas implicadas en la fusidn de vesiculas sinapticas. Los VGCCs
tienen una localizacion privilegiada proxima a los complejos de proteinas que median la exocitosis
dependiente de calcio. La proteina de la zona activa RIM, forma un andamiaje enlazando los VGCCs
con Munc-13 y con las vesiculas sinapticas via Rab3. RIM recluta los VGCCs de tipo N y P/Q a través
de su dominio PDZ. La proteina RIM-BP contiene tres dominios SH3 que interaccionan con los
VGCCs vy a la vez con las secuencias ricas en prolina de las proteinas RIMs. El complejo formado
por las proteinas RIMs, RIM-BP y la cola C-terminal de los canales de calcio es importante para la
localizacion de los VGCCs en la zona activa. La entrada de calcio por estos canales desencadena la
fusibn de vesiculas sinapticas provocando una cascada de interacciones proteina-proteina (las
proteinas clave en este proceso son la sinaptotagmina, las proteinas SNARE [sinaptobrevina,
sintaxina, y SNAP-25], Munc18 y la complexina) Modificado de: Li et al., 2015.

Los papeles fundamentales que desempefian los canales de calcio voltaje-
dependientes en la funcion y comunicacion neuronal hacen que sean criticos en
multiples funciones fisiolégicas, que van desde el control motor a la transmision de la
informacion sensorial. Su vital funcion esta ejemplificada en las diversas condiciones
patolégicas que suceden cuando hay una disfuncién del canal. Por ejemplo, los
efectos de la deplecién del canal Cav2.2 sobre el dolor son consistentes con la
nocion de que los canales Cav2.2 son criticos a la hora de liberar neurotransmisores
desde los terminales aferentes a las neuronas de la médula espinal (Bourinet et al.,
2014), validandolos como una diana potencial en la busqueda de nuevos
analgésicos.
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4.6 Implicacion de las neurexinas en la neurotransmision.

Diversas familias de proteinas sinapticas de adhesion conforman el espacio
extracelular de una sinapsis. Estas proteinas, ademas de tender puentes entre las
especializaciones pre- y postsinapticas organizando estructuralmente las sinapsis,
son fundamentales en multiples procesos como la formacion, maduracién y
plasticidad sinaptica (Dalva et al. 2007). Entre ellas, una de las familias mas
estudiadas son las neurexinas (presinapticas) y neuroliginas (postsinapticas)
(Reissner et al., 2013).

Las neurexinas fueron descubiertas como receptores para la a-latrotoxina,
una toxina secretada por la arafia viuda negra (Latrodectus mactans) que induce la
liberacion masiva de neurotransmisores en vertebrados (Ushkaryov et al., 2008).
Estas son proteinas transmembrana de tipo | que estan codificadas por tres genes
en mamiferos (NRXN1- NRXN3). Cada gen de la neurexina codifica dos isoformas
proteicas diferentes que se transcriben a través de promotores independientes: la a-
neurexina y p-neurexina. Las secuencias extracelulares amino-terminales difieren en
los dos tipos de neurexinas mientras que la region transmembrana carboxi-terminal
es idéntica en ambas isoformas. Las a-neurexinas presentan un dominio extracelular
mas grande que las B-neurexinas, que consiste en una repeticion de un cassette de
3 repeticiones de los dominios LG-EGF-LG (LG: dominios homdlogos a laminina G y

EGF: domininios similares al factor de crecimiento epidérmico) (Figura 22).

Las distintas variantes de neurexina actian predominantemente en el terminal
presinaptico donde son esenciales para la transmision sinaptica calcio-dependiente
en diversos tipos de sinapsis, tanto inhibitorias como excitatorias, en el sistema
nervioso central y periférico. Una de sus caracteristicas mas estudiadas es su
capacidad para unirse extracelularmente a proteinas de otras neuronas con las que
estdn conectadas sinapticamente, como por ejemplo la proteina postsinaptica
neuroligina. Las isoformas de la neurexina unidas a las neuroliginas pueden formar
complejos trans-sinapticos en sinapsis tanto excitatorias como inhibitorias que tienen
funciones relevantes en el establecimiento, la maduracion y en la plasticidad
sinaptica (Missler et al., 2003; Stdhof, 2008).
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Figura 22. Topologia de las neurexinas. Las
neurexinas son proteinas de adhesiéon celular
gue funcionan principalmente en la superficie
celular de las neuronas. En la imagen se
muestran las dos isoformas proteicas diferentes
para las que codifica cada gen (NRXN1-NRXN3)
de las neurexinas: la a-neurexina y -neurexina.
El dominio extracelular de las a-neurexinas esta

5 4 nC_ === NGN3 formado por la repeticion de seis dominios LG
NRXN1B vy NLGN4 . L R
NRXN2B o N ‘ intercalados con tres dominios EGF (LG: laminin
NRXN3B Esterase-homology like globular domain; EGF: epidermal like growth
domain factor domain) Modificado de: Siidhof, 2008.
NRXN3B C—-o-N

Estudios utilizando ratones triple knockout para la proteina a-neurexina ha
demostrado que las a-neurexinas no son necesarias para la formacion de las
sinapsis, pero por el contrario son esenciales en la exocitosis Ca**-dependiente de
neurotransmisores (Missler et al., 2003). La supresion de dos o tres de las isoformas
de las a-neurexinas produce una alteracion severa en la liberacion evocada de
neurotransmisores en sinapsis excitatorias e inhibitorias del neocortex y del tronco
cerebral. Missler y colaboradores alegaron que la alteracion en la liberacion de
neurotransmisores es debida a una marcada reduccion en la funcion de los canales
de calcio sinapticos, al observar una considerable reduccién en las corrientes de
Ca** y a una pérdida de respuesta hacia sus bloqueantes especificos, como la w-
conotoxina GVIA (Missler et al., 2003). Ademas no observaron una alteracion en el
nimero de canales de Ca?* en la superficie celular en los animales knockout. Por
tanto, estos datos parecen sugerir que las a-neurexinas podrian organizar los
terminales presinapticos acoplando los canales de de calcio voltaje-dependientes
con la maquinaria presinaptica. Por otra parte, se ha demostrado recientemente en
C. elegans que los dominios extracelulares LGl y LG5 de la neurexina-la
interaccionan directamente con la subunidad reguladora extracelular del canal de
calcio a26-3, siendo éste un mecanismo conservado para regular la transmision
singptica (Tong et al., 2017). Esta interaccion se vuelve relevante tras el corte
proteolitico de la neurexina-1a por proteinas como las metaloproteasas o0 ADAMS,
que produce la liberacion del ectodominio, inhibiendo la transmision sinaptica a
través de la alteracion de la funcion en los canales de calcio de tipo N. Ademas,
recientemente también se ha propuesto que las a-neurexinas, de forma conjunta con
las subunidades a26-1, pueden regular la entrada de calcio a través de los canales
de tipo P/Q (Brockhaus et al., 2018).
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5. LOS CANALES DE CALCIO VOLTAJE DEPENDIENTES COMO DIANA DEL
DOLOR NEUROPATICO.

5.1 Los canales de calcio de tipo N como diana terapéutica.

Los canales i0nicos representan dianas altamente atractivas para el
descubrimiento de nuevos farmacos (Yekkirala et al.,, 2017). El flujo de iones a
través de los canales idnicos proporciona las bases de la excitabilidad de la
membrana y de la neurotransmision, procesos esenciales para el funcionamiento
adecuado de las neuronas, células musculares y cardiacas. Entre ellos, los canales
ibnicos dependientes de voltaje representan una de las principales dianas en la
busqueda de nuevos farmacos para aliviar el dolor neuropatico. Particularmente,
debido al esencial papel de los canales de calcio de tipo N (Cav2.2) en la
sefalizacion del dolor, al controlar la transmision sinaptica entre las neuronas del
ganglio de la raiz dorsal y las neuronas del asta dorsal en la médula espinal, éstos
representan una diana valida para la basqueda de nuevos agentes farmacolégicos.
En la actualidad, el unico farmaco en el mercado que actua inhibiendo la entrada de
calcio en el canal Cav2.2 es ziconotide (Prialt®, Elan Pharmaceuticals, Dublin,
Irlanda). Este farmaco es un polipéptido de 25aa que actia bloqueando el canal
Cav2.2 con alta afinidad y especificidad. Tiene eficacia demostrada aliviando el dolor
severo cronico y el dolor postoperatorio. Ademas, no genera tolerancia y es eficaz
en pacientes resistentes a los opioides, siendo ademas 100 veces mas potente que
la morfina. Desafortunadamente, el beneficio terapéutico de este compuesto
requiere su administracion intratecal y tiene importantes efectos adversos incluyendo
mareos, nauseas, confusion o dolor de cabeza.

No obstante, la eficacia demostrada del ziconotide ha proporcionado un fuerte
impulso para buscar nuevas moléculas de pequefio tamafo, que sean activas
administradas oralmente, que presenten perfiles de seguridad mejorados y que
actuen inhibiendo el canal Cav2.2 de forma estado-dependiente. Sin embargo, hasta
la fecha todos los candidatos han tenido una pobre potencia bloqueando el canal, en
comparacion a la conotoxina, y/o una falta de selectividad frente a los canales de
calcio cardiacos, particularmente los canales tipo L. Actualmente hay varios
compuestos en diferentes fases de ensayos clinicos cuya diana son los canales de
calcio voltaje-dependientes. Entre ellos se encuentran Z944 (Zalicus), un bloqueante

selectivo de los canales de calcio tipo T, que es activo administrado oralmente y que
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se encuentra en fase 1b; CNV2197944 (Convergence), una pequefia molécula que
bloquea selectivamente los canales de calcio de tipo N, diseflada para inhibir
especialmente canales Cav2.2 altamente activos, en fase 2; y TROX-1 (Griinenthal),

molécula que actua bloqueando los canales de calcio Cav2.1, Cav2.2 y Cav2.3. Este
compuesto es un inhibidor estado-dependiente del canal, que se une mas
firmemente a estados activados del canal que cuando éste se encuentra en reposo,
cerrado (Yekkirala et al., 2017). En el caso de CNV2197944 (Convergence) no se
demostré su eficacia en la fase 2, a pesar de ser bien tolerado a la dosis
administrada y una nueva compafiia esta valorando utilizar otras dosificaciones y/o

dar nuevos usos a esta molécula (http://www.calchan.co.uk/?page_id=15).

5.2 Desarrollo de ensayos para el cribado de alto rendimiento del canal de
calcio de tipo N.
Las campafias de cribado de alto rendimiento (HTS, acrénimo del ingles High-

Throughput Screening) requieren métodos faciles de monitorizar, que sean répidos,
robustos, fiables y miniaturizables para poder analizar miles de compuestos sobre
una diana concreta en un periodo de tiempo corto, con el fin de encontrar agentes
farmacoldgicos activos. Muy pocos métodos satisfacen todos estos requisitos. Entre
las nuevas aproximaciones para cribar grandes quimiotecas, se han desarrollado
ensayos fluorescentes para estudiar algunas de las principales dianas en la industria
farmacéutica, entre los que se encuentran los receptores acoplados a proteinas G y
los canales iénicos voltaje-dependientes (Dunlop et al., 2008). A pesar de su
aparente validacion como dianas para la busqueda de nuevos agentes
farmacoldgicos, uno de los principales obstaculos para el descubrimiento de nuevos
farmacos activos sobre canales idnicos es la falta de plataformas de alto rendimiento
gue utilicen técnicas electrofisioldgicas para caracterizar la actividad de un nimero
elevado de compuestos. Por ello, el desarrollo de ensayos que permitan realizar
cribados de alto rendimiento de diferentes canales idnicos representa un reto para
las compariias farmacéuticas en la busqueda de nuevos farmacos que alivien el
dolor. Entre ellos, se encuentran los ensayos de movilizacién de calcio que usan
indicadores fluorescentes para evaluar la farmacologia del canal Cav2.2. Este
ensayo puede usarse para cribar quimiotecas de un gran numero de compuestos de
manera fiable y eficiente en la busqueda de inhibidores del canal Cav.2.2 (Benjamin
et al., 2006; Lubin et al., 2006; Finley et al., 2010). En este ensayo, la entrada de
calcio a través del canal de calcio de tipo N se detecta usando un indicador de calcio
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fluorescente y un lector después de dar un estimulo despolarizante con una alta
concentracion de KCI.
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Figura 23. Fases de una campafia de cribado de alto rendimiento. Una vez realizada una campafia de
cribado de alto rendimiento sobre una libreria de compuestos (ej. mediante un ensayo de movilizacién de
calcio), se obtienen una serie de hits positivos o posibles candidatos que han de ser confirmados y
caracterizados farmacolégicamente. Posteriormente, se valida la farmacologia de los mejores candidatos
mediante electrofisiologia automatizada y/o manual.

60






OBJETIVOS






OBJETIVOS

La presente tesis doctoral plantea dos objetivos principales desglosados en los

siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar como la interacciéon de los gabapentinoides con la subunidad a26-1
afecta a la neurotransmision.

1.1 Establecer registros simultaneos de la actividad pre- y postsinaptica.

1.2 Discriminar el efecto de los gabapentinoides sobre los componentes presinaptico
y postsinaptico de la neurotransmision.

1.3 Identificar mecanismos enddgenos que compitan con la accion de los
gabapentinoides.

2. ldentificar nuevos compuestos que actiien como bloqueantes del canal de calcio
voltaje-dependiente de tipo N.

2.1 Establecer las bases de una metodologia de High Throughput Screening.

2.2 Elaborar una lista de compuestos con potencial interés farmacoldgico.
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES.

Para el estudio de los objetivos de esta tesis, se emplearon dos tipos de
cultivos celulares. Principalmente se usaron cultivos primarios de neuronas del
ganglio cervical superior de rata establecidos en forma de microcultivos. Ademas
para la produccion de lentivirus como herramientas de infeccion y generacion de
transgénesis en las neuronas se uso la linea celular HEK-293T. Por otra parte, para
la busqueda de compuestos con potencial interés farmacologico sobre el canal de
calcio dependiente de voltaje de tipo N, se utilizé la linea celular recombinante HEK-
293 Cav2.2/B3/a261 Kir2.1.

1.1. CULTIVOS PRIMARIOS. MICROCULTIVOS DE NEURONAS.

El uso de microcultivos de neuronas es un gran modelo para el estudio de las
funciones sinapticas y de plasticidad, ya que una célula individual, SCM (acrénimo
del inglés Single-Cell Microculture), establece contactos sinapticos consigo misma, y
por lo tanto presenta, a la vez, el componente presinaptico y postsinaptico. A este
tipo de SCMs de neuronas se les conoce, también, con el nombre de cultivos
autapticos.

La gran ventaja de este sistema es que evita la interferencia de otras neuronas
en el circuito sinaptico, facilitando la interpretacion de los resultados obtenidos. En
consecuencia los registros electrofisioldgicos se llevan a cabo con un sélo electrodo,
capaz de estimular y registrar las respuesta fisioldgicas (Perez-Gonzélez et al.,
2008). Los cultivos se establecen a partir de neuronas del ganglio cervical superior
(SCG, Superior Cervical Ganglion), que a diferencia de las neuronas del sistema
nervioso central, SNC, requieren unicamente del factor tréfico nerve growth factor,
NGF, para poder crecer en ausencia de células gliales.

Bajo esta propiedad, la preparacion resulta Unica para separar el posible efecto
que la glia pudiera ejercer sobre la respuesta sinaptica, y por lo tanto facilita el
estudio de la interaccién neurona-glia, asi como la acciéon de los factores secretados
por las células gliales sobre la neurotransmision (Albrecht et al., 2012).

Las neuronas se obtuvieron del SCG de ratas albinas Sprague-Dawley entre
los dias 0-3 postparto (P0O-P3). El procedimiento fue aprobado por el Comité Etico de

la Generalitat de Catalunya.
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1.1.1. Material.
Material quirtrgico (Fig. M1):

o Pinzas “Dumont Tweezers #55” (ref: 14099, World Precision Instruments Ltd,
UK)

o Tijeras “Superfine Vannas” punta recta 8cm de largo (ref: 501778 World
Precision Instruments Ltd, UK)

o Tijeras “McPherson-Vannas” punta curva 12cm de largo (ref: 503364501778

World Precision Instruments Ltd, UK)
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Figura 24. Material quirdrgico para la diseccion

A) Pinzas “Dumont Tweezers #55”

B) Tijeras Superfine Vannas punta recta 8 cm de largo

C) Tijeras McPherson-Vannas punta curva 12 cm de largo

Cubreobijetos:
Para el establecimiento de los microcultivos, se han utilizado cubreobjetos de vidrio

de 15 mm de didmetro (Thermo Scientific, Alemania) previamente esterilizados por
sonicacion en etanol al 70% (v/v), y expuestos 1h a radiacion UV. Se han usado
para realizar microcultivos destinados a registros electrofisiolégicos y experimentos

de inmunofluorescencia.

Material de cultivo (Fig. M2):

Material Casa Comercial Referencia
Cubreobjetos 15 mm diametro Thermo Scientific, Alemania
2 Placas para cultivo celular de 12 pocillos estéril TPP, Suiza 92012

3 Placas de Petri no estériles de 5.5 cm de diametro

Placa de Petri estéril de 10 cm de diametro TPP, Suiza 93100
Pipetas Pasteur de vidrio esterilizadas modificadas

Jeringa de tres cuerpos estéril de 1 mL con aguja Rubilabor, Espafia 141.2001A
Camara de Neubauer

Frasco atomizador 12 ml Tiendas Muji, www.muiji.es 4945247030495

Tubo de centrifuga de 15 ml

Tubo Eppendorf de 1.5 ml

Tabla 10. Material utilizado en el cultivo primario de neuronas
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Soluciones:

Tabla 11. Medios de cultivo de los SCMs

MATERIALES Y METODOS

Figura 25. Jeringa de tres cuerpos y frasco atomizador. A)
Jeringa de tres cuerpos, empleada en la disgregacion final y
resuspension de las neuronas, previo al sembrado en la placa
de cultivo. B) Frasco atomizador de 12 ml utilizado para el
depositado de microgotas del sustrato colageno sobre el
cubreobjetos donde se hara el sembrado de las neuronas.

Solucién de agarosa al 0.15 % (p/v) (ver soluciones)

Tampon fostato salino (PBS) estéril (ver soluciones)

Solucion de colageno (ver anexo | de materiales y métodos)

Agua bi-destilada estéril
Etanol 70 % (v/v)

Colagenasa IA 2.5 mg/mL en PBS estéril
Tripsina-EDTA 0.05 % (Gibco®, ref: 25300-62)

Medio de cultivo pre-incubacion
e DMEM:F12 (1:1), con Glutamina y sin
HEPES (Gibco®, ref: 11320-033)
e 20 % (v/v) Suero bovino fetal, FBS
(Invitrogen)

Medio de cultivo neuronal

e DMEM:F12 (1:1), con Glutamina y sin HEPES (Gibco®, ref:
11320-033)

® 2.5 % (v/v) FBS (Invitrogen)

e 2.5 % (v/v) Suero de Rata (RS)*

e 5 nM NGF-7S (Alomone Labs, Israel)**

e 2 nM CNTF (Alomone Labs, Israel)**, adicionados a partir del
segundo cambio de medio.

e 0.25 % (v/v) Penicilina-Estreptomicina (P/E) *** (ref: P0781,
Sigma-Aldrich). La soluciéon comercial con 0.9 % NacCl, cada
mL de solucién contiene 10000 unidades Penicilina / 10 mg

Estreptomicina

* RS facilitado por el estabulario del Campus de Medicina de Bellvitge, Universidad de Barcelona

** |os factores troficos NGF y CNTF se afiaden al medio inmediatamente antes del sembrado de las
neuronas en la placa o antes del cambio de medio correspondiente.

*** | a dosis de 0.25 % (v/v) P/E es para momento de la siembra de las neuronas en la placa de cultivo. A
partir del primer cambio de medio se aumenta la dosis a 0.5 % (v/v).
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1.1.2. Procedimiento.

El primer paso para la realizacion del cultivo primario de las neuronas en forma
de microcultivos, es el tratamiento de los cubreobjetos de 15 mm de diametro,
previamente esterilizados, que son colocados en placas de cultivo celular de 12
pocillos. Una vez colocados en los pocillos de las placas, los cubreobjetos son
tratados con un sustrato no permisivo para el cultivo de neuronas, esto es, una
solucion de agarosa al 0.15% en agua bi-destilada estéril, como ha sido descrito
para otros cultivos autapticos (Bekkers & Stevens, 1991). Al final del procedimiento,
se rociaran las placas con una solucion de colageno. Sélo aquellas neuronas que se
posen sobre las microgotas de colageno se desarrollaran.

Previamente a la extraccion de SCGs de rata, todo el material de diseccion es
esterilizado con luz UV, dentro de la campana de flujo laminar horizontal (Nuaire,
modelo UN-201-330E) sobre 1 hora. Las crias de rata son anestesiadas en hielo
durante 15 minutos. El resto del procedimiento de diseccion, se mantiene a las crias
a una temperatura fria (4 - 8° C) asegurando la anestesia en todo momento.

Bajo una lupa (Leica M50) a 2.5X de aumento, se realiza una incisién con las
tijeras de punta curva, por la parte ventral del cuello de la cria de rata, y tras la
extirpacion de las glandulas salivares, la traquea queda visible. Se separa el tejido
linfatico y glandular y se accede al tejido vasculo-nervioso profundo del cuello. Entre
las diferentes estructuras se observa la arteria carétida coman que se bifurca en la
arteria carétida interna y externa, en forma de "Y". Con las pinzas Dumont Tweezers
#55, se eleva la parte inferior de la arteria y queda expuesto el ganglio cervical
superior, SCG, ademas de otras estructuras y tejidos. Con ayuda de las pinzas se
continda elevando la arteria carétida y con las tijeras McPherson-Vannas, de punta
recta, se corta la parte mas superior posible de las bifurcaciones carotideas externa
e interna, y por ultimo un corte por la parte mas inferior posible de la arteria carétida
comun (Fig. 26). La estructura diseccionada contiene en su parte mas dorsal el SCG
y todo se coloca en una placa de Petri de 5,5cm con PBS 1X estéril a 4°C (Fig. 27A).
Este procedimiento es bilateral en cada animal y se extraen los ganglios de 10-12

crias de rata.
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Figura 26. Diseccion y extraccion del SCG de la cria de rata. A) Vista de las glandulas salivares
(flechas) tras el corte de la piel por la parte ventral del cuello. B) Vista de la Traquea (T) y los masculos
bilaterales esternomastoideo (MEM), disgastrico (MD) y omohoideo (MOH). C) Vista de la arteria car6tida
comin (ACC) vy su bifurcacion carotida externa (ACE) e interna (ACI); ademas del ganglio cervical
superior (SCG) por la parte dorsal de la arteria. D) Vista del SCG levantando con unas pinzas (P) la arteria
carétida comun (ACC).

Al finalizar todas las extracciones, el SCG se separa de la arteria carétida y del
ganglio nodoso y ademas se retira el recubrimiento de tejido conectivo del SCG,

para reducir la presencia de fibroblastos en el cultivo. Los SCG limpios se colocan
en una placa de Petri de 5.5 cm de didmetro que contiene PBS 1x estéril (Fig. 27).

Figura 27. Estructura del SCG. A) Vista dorsal de la estructura resultante tras el corte de la carétida en
los extremos de la ACE, ACI y la ACC. En la parte dorsal de la bifurcacion de la arteria carétida
encontramos el SCG. El ganglio nodoso (GN) se encuentra junto a la arteria carétida exterior. B) Imagen
del SCG extraido y limpio para continuar con la disgregacién mecanica y extraccion de las neuronas.

Una vez se ha hecho la extraccion fina de todos los SCG, nos desplazamos a
una campana de flujo laminar vertical, especifica para cultivos primarios, donde los

colocamos en un tubo eppendorf de 1.5mL con 1mL de solucion 2.5mg/mL de
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colagenasa tipo IA en PBS 1X estéril, a 37°C durante 10 minutos. Posteriormente, se
elimina la colagenasa, quedando los SCG en el fondo del eppendorf, y se adiciona
1mL de solucion de 0.05 % Tripsina-EDTA (Gibco®, ref: 252300-62). Se mantienen
20 minutos en presencia de esta solucién a 37°C. Transcurrido este tiempo se retira
dicha solucién y se adiciona 1mL del medio de pre-incubacién para inactivar la
actividad enzimatica remanente. Posteriormente los SCG se traspasan a un tubo de
centrifuga estéril de 15mL y se disgregan mecanicamente con el uso de las pipetas
Pasteur, las cuales han sido modificadas previamente reduciendo su diametro
mediante un mechero Bunsen y su posterior esterilizacion.

Tras la disgregaciéon de los ganglios y la disociacion de las neuronas, éstas se
traspasan a una placa de Petri para cultivo celular de 10 cm de didmetro que
contiene 10mL de medio de pre-incubacion. La placa con las neuronas se coloca en
un incubador a 37°C y 8% CO, durante 60-90 min. De esta forma las células gliales
se posaran en el fondo de la placa mas rapidamente, y las neuronas quedaran en
flotacion por mas tiempo. A mayor tiempo de pre-incubacion, habra menor niamero
de células gliales en el cultivo resultante; esto es, a 90 minutos de pre-incubacion el
cultivo final contara con una presencia de células gliales practicamente nula.

Transcurrido este periodo intermedio, se recoge el sobrenadante de la placa
Petri, y se coloca en un tubo de centrifugacion de 15mL. Se centrifuga durante 2
minutos a 2000g a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion, se retira el medio
sobrenadante y el precipitado celular se resuspende con 1mL de medio de cultivo
con las pipetas Pasteur modificadas y se transfiere todo el volumen a un tubo
eppendorf de 1.5mL. Se recuenta el numero total de neuronas con una camara de
Neubauer. El medio que contiene las células en suspension se hace pasar tres
veces por una jeringa estéril de 1mL y las neuronas se resuspenden en el medio de
cultivo a una concentracion final de 2500-3000 neuronas/mL de medio de cultivo.

Finalmente, en el frasco atomizador, se realiza la mezcla de colageno y el
medio de cultivo RPMI 10x (ver Anexo 1) y se rocia sobre los cubreobjetos pre-
tratados con la solucién de agarosa al 0.15% en agua bi-destilada estéril, generando
una densidad media de gotas de la mezcla sobre los cubreobjetos que estan en las
placas de 12 pocillos. Para obtener unas gotas de colageno adecuadas en tamafio y
densidad, se debe pulverizar la mezcla a una distancia de unos 30-45cm de la placa

de cultivo y se debe colocar el frasco atomizador unos 5cm mas alto respecto a la
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placa. El colageno mezclado se rocia en uno o dos pulsos, evitando una

pulverizacién excesiva (Fig. 28).

Microgota de colageno

Cubreobjetos tratado con agarosa 0.15%

Figura 28. Sustratos del microcultivo de neuronas

Se dejan reposar las microgotas durante 1-2 minutos y antes de que las gotas
de colageno adquieran una tonalidad blanca por completo, que es indicativo de que
el colageno se ha secado, se afade a cada pocillo 1mL de medio de cultivo con las
neuronas en suspension. Este paso es importante porque las gotas de colageno se
deforman cuando éste se seca, pero tampoco se pueden afadir las células antes de

un minuto porque la gota se puede despegar de la superficie del cubreobjetos.

Figura 29. Imagenes de contraste de fase de diferentes tipos de microcultivos. A) y B) Imagenes de
microcultivos donde una Unica neurona crece sobre una gota de colageno (SCM). Imagenes obtenidas con un
objetivo a 10X (A) o 20X (B). C) Microcultivo donde una neurona se desarrolla junto a otras células no neuronales
en la misma gota de colageno (GM). D) Microcultivo de células no neuronales, donde no hay ninguna neurona.
La flecha indica el contorno de la microgota de colageno. La barra de calibracién indica 100um.
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La placa con las neuronas recién sembradas, se deposita en un incubador a
37°C y 8% CO, y se evita la perturbacion hasta el primer cambio de medio de
cultivo.

Mantenimiento de los microcultivos neuronales:

Transcurridos dos dias del establecimiento del cultivo de neuronas, se realiza
un reemplazamiento parcial del medio de cultivo. Ignorando el minimo efecto de
evaporacion que se puede producir por el hecho de tener la placa en el incubador,
se retiran 500uL y se afiaden 500uL de medio de cultivo fresco. En este cambio de
medio se adicionan los factores troficos NGF-7S y CNTF. La cantidad de los factores
de crecimiento en el medio de cultivo nuevo, es la necesaria para que se alcancen
una concentracion de 5nM de NGF-7S y de 2nM de CNTF por pocillo. En el caso de
las células tratadas con pregabalina (Laboratorios Esteve) de forma crénica, se
afiade la cantidad necesaria para alcanzar las concentraciones finales deseadas
20.5uM (ver resultados) optimizadas previamente en el laboratorio. En el caso de las
células tratadas con el péptido de la neurexina-1a (R&D Systems), la concentracion
final del pocillo fue 210nM.

El cambio de medio se realiza cada dos dias hasta un total de 18-21 dias en
cultivo, cuando se comienza a trabajar con las neuronas. Para disminuir la
variabilidad de las respuestas entre los microcultivos, las microislas de una unica
neurona (SCM o autaptica) seleccionadas para ser registradas contenian una gran
cantidad de procesos, con un tamafo de entre 100 y 300um, cubriendo por completo
el campo visual de una imagen de contraste de fase con un objetivo de 40 aumentos
(Fig. 29).

1.2. CULTIVOS DE LINEAS CELULARES.

Para la produccion de lentivirus como herramienta de transgénesis en las
neuronas, se usan puntualmente a lo largo de esta tesis, células HEK-293T. Las
células HEK-293 pertenecen a una linea celular aislada de rifidn embrionario
humano (Human Embryonic Kidney). Una variante importante de esta linea celular
es la 293T que contiene, ademas, el antigeno SV40-T, que permite la replicacion
episomal de los plasmidos transfectados que contienen el origen de replicacion de
SV40. Esto permite la amplificacion de plasmidos transfectados y la expresion
temporal prolongada de los productos génicos deseados. Para el cultivo de esta

linea celular, se emplea un medio de cultivo con la siguiente composicion:
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o DMEM:F12 (1:1) con Glutamina y sin HEPES (Gibco®, ref: 11320-033)
o 10% (v/v) FBS (Invitrogen)
o 1% (v/v) P/E (Sigma-Aldrich, ref: PO781)

El cultivo de la linea celular se realiza a partir de alicuotas de 1mL de células
congeladas en nitrégeno liquido. Se encuentran crio-preservadas en un medio
completo con 10% (v/v) de DMSO. La alicuota se descongela y se transfiere a 5mL
de medio de cultivo con 10 % de suero y 1 % P/S contenido en una placa de cultivo
celular de 10 cm de diametro, y se mantiene en un incubador a 37°C y 5% CO.. Se
hacen pases de células, para mantener la viabilidad celular, cuando la confluencia
de las células en la placa esté proxima al 90-95 %. Las células seran transferidas a
placas de cultivo de 15cm de diametro siempre que tengan un numero de pases
totales inferior a 23, para llevar a cabo el protocolo de produccion de lentivirus

(apartado 4 de en Materiales y Métodos).

2. ELECTROFISIOLOGIA.

Las neuronas autapticas se presentan como un modelo de circuito neuronal en
el que son presindpticas y postsinapticas en si mismas. Esto simplifica algunas
técnicas como la electrofisiologia, ya que permiten generar un potencial de accién y
registrar la respuesta postsinaptica empleando un unico electrodo, que sera a la vez
de estimulacion y de registro.

Se emplea la técnica de Patch-Clamp en su modalidad de fijacién de voltaje
(Voltage-Clamp). Los registros se realizan en la configuracion de whole-cell en la
gue la membrana de la célula se rompe para acceder a su interior, a través de la
pipeta de registro con un electrodo en su interior (Fig. 30). La pipeta contiene la

solucién interna (ver composicion en 2.1) que dializa dentro del soma de la célula.

Figura 30. Imagen en contraste de fase de un SCM registrado
(60X). El acceso al interior de la neurona se hace en el soma
celular. Mediante una pipeta de vidrio (flecha) se genera un
parche sobre la membrana y tras succiones sucesivas se
consigue perforar y acceder al interior celular. Su voltaje es fijado
a -60mV. La estimulacion y el registro se realizaron con el mismo
electrodo que se encuentra dentro de la pipeta.
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2.1. EXPERIMENTOS DE VOLTAGE-CLAMP.

En los experimentos de Voltage-Clamp, en la configuracion de whole-cell, el
voltaje de la membrana de las neuronas autapticas es fijado a -60mV, en reposo.
Cuando se aplica un pulso despolarizante, se lleva el potencial de membrana hasta
0 o 10mV durante 2ms, provocando la apertura de los canales de sodio
dependientes de voltaje que generara un potencial de accidbn que evocarad una

respuesta sinaptica, EPSC.

0""----!4 ------------------------------------------ Figura 31. Registro de voltage-

clamp de una neurona autéaptica.
Corriente autaptica postsinaptica El potencial de accién generado por el
(EPSC) estimulo eléctrico (flecha negra)

aparece como una corriente de
3 Pico de la corriente autaptica entrada de sodio que se propaga a
través del axén. Este potencial de
4 accion genera la consecuente
Corriente de sodio corriente postsinaptica autaptica que
-5 aparece con un retraso de 10 ms. En
nuestro sistema colinérgico, esta
6= corriente es debida a la entrada de
oo o o o o iones Na* y sz' a través de los

receptores postsinapticos.

Im (nA)

Tiempo (s)

En el registro asociado a la aplicacion de un estimulo despolarizante se
observa (Fig. 31): i) una corriente debida a la entrada de sodio a través de los
canales dependientes de voltaje de este ion, que inician el potencial de accion
(corriente de estimulacion); ii) una corriente de entrada, 5-10ms después de la
corriente de sodio, debida a la neurotransmisién, EPSCs o autdptico. La corriente
autaptica se presenta como una campana de Gauss invertida, que refleja el proceso
de sincronicidad de las sinapsis estimuladas, donde el pico de dicha corriente es el
punto de maxima sincronizacién de la liberacion de las vesiculas (Stevens &
Williams, 2007).

Debido a que los registros se realizan sobre el soma de la neurona y los
procesos neuronales son prolongados y tortuosos, existe una limitacion espacial de
la fijacion del voltaje (space-clamp) y un filtrado por el cableado axonal que reduce el
flujo despolarizante por la membrana (Ulrich & Luscher, 1993), y disminuye la
contribucion de las sinapsis axodendriticas en la respuesta final. De esta forma en el
analisis y en posteriores cuantificaciones, solamente se consideran las sinapsis axo-

somaticas como las contribuyentes a la corriente autiptica o EPSC.
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2.1.1. Material.
Soporte para los reqistros:

Para llevar a cabo los registros, los cubreobjetos con microcultivos de entre 18
y 21 dias de cultivo in vitro (DIV) se colocan en una camara de registro (Warner
Instrument, Hamden, USA, modelo RC-25F, Fig. 32B) con un orificio en la base
inferior de diametro menor al del cubreobjetos, que permite el enfoque del objetivo
del microscopio (Fig. 32C) y unos orificios de entrada y salida que facilitan la
perfusion de la solucién externa de bafo (Tabla 12). La camara de registro va
sellada con grasa a un soporte (Fig. 32A), a fin de evitar la fuga de solucién externa
de registro, y todo este montaje, se coloca en la platina del microscopio invertido
Olympus 1X-71. En el compartimento de la perfusion de la camara, se monta un
electrodo clorado que estad en contacto con el bafio de solucién que cubre a las

células y se usa como electrodo de referencia "tierra”.

Figura 32. Camara y soporte de registro. Soporte
sobre el que se pone el cubreobjetos (A) en su
orificio central, y sobre el que se coloca la camara
de registro (B) sellando ambas partes con una grasa
que genera vacio, y quedando el cubreobjetos en
medio de ambas (C). La camara de registro
contiene un compartimento central hueco que se
plena de solucion externa de registro, bafiando las
neuronas. Esta solucién perfunde entrando vy
saliendo por unos orificios laterales (flechas) que
permiten un flujo continuo.

Sobre la platina de registro se coloca un cabezal que actia de pre-amplificador
(CV-4 Headstage, Gain X1/100, Axon Instruments, USA). En él se encaja un soporte
(holder) con la pipeta de registro, que contiene una solucién interna (Tabla 12) y un
electrodo de plata clorado, en contacto con el soporte por una clavija de oro. De
dicho soporte parte un tubo que, siguiento un circuito, permite la succion directa con
la boca para generar un vacio y asi realizar un sello y la posterior apertura de la

membrana de la célula (patch-clamp: paso de la configuracién on-cell a whole-cell).
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Setup de reqistro:

El cabezal pre-amplificador esta conectado a un amplificador para magnificar la
corriente eléctrica generada por las neuronas (Fig. 33A). El amplificador es un
Axopatch-1D (Molecular Devices, CA) acoplado por una tarjeta convertidora
analdgico-digital ITC-18 (Fig. 33B, Instrutech, Great Neck NY, USA) al software WCP
(University of Strathclyde, http://spider.science.strath.ac.uk/sipbs/page) o MaFPC
(software basado en IgorPro desarrollado por Matthew Xu-Friedman, University of
Buffalo, USA).

Figura 33. Amplificador e interfase. A) Amplificador Axiopatch-200B B) Interfase ITC-18 de Instrutech que
permite pasar de las sefales analégicas del amplificador a la digital del software.

Pipetas de reqistro:

Para los registros se usan pipetas de borosilicato con filamento interior, de
diametro interno y externo 0.69 y 1.2 mm respectivamente (Harvard Apparatus). La
forma optima de la punta es crucial para el establecimiento del sellado sobre la
membrana de la neurona y el su mantenimiento fidedigno durante todo el registro. El
aparato usado para disefiar la punta idonea para los registros es un Micropipette

puller de forja horizontal (modelo P-97, Sutter Instruments, USA, Fig. 34).

Figura 34. Micropipette puller y pipeta de registro. A)
Aparato de forja horizontal para disefiar micropipetas de
registro. B) Ejemplo de una punta de una micropipeta de
registro. La forma es crucial para generar un sello con la
membrana de la célula, romperla y mantener la resistencia
en serie durante todo el registro.

Para nuestros experimentos en la configuracion whole-cell se prefieren las
puntas convexas hacia el exterior porque mantienen la presiéon de una manera mas

Optima. La resistencia que genera la pipeta utilizada en el bafio es de 3-5 MQ.
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Soluciones:
Soluciédn externa (mM) Solucién interna (mM)
NaCl 130 mM Gluconato potasico 130 mM
KCI 5 mM Hepes (no semi-sodio) 10 mM
Sal de Hepes Semi-sodio 10 mM EGTA1 mM
MgCl, 2 mM* Na,ATP 3 mM
Glucosa 10 mM NaGTP 1 mM
CaCl, 2mmM* MgCl, 4 mM*
pH 7.4 (ajustado con NaOH) pH 7.2 (ajustado con KOH)
Ajustada a 290 mOsmol kg™* antes Ajustada a 290 mOsmol kg™

de afnadir Glucosa.
Resulta ~ 300 mOsmol kg™ tras

afiadir Glucosa y CaCl,.

*Ambas a partir de soluciones comerciales a 1 mM

Tabla 12. Soluciones de registro.

Durante los registros las neuronas se encuentran sometidas a un bafio de
solucién externa mediante un flujo constante.

En funcion de los experimentos, se ha requerido el uso de diferentes
sustancias directamente sobre el soma de la neurona (perfusion local) o en el flujo
de perfusion de la solucién externa. Estas sustancias y sus concentraciones se

explican detalladamente en los capitulos de resultados correspondientes.

2.2. ANALISIS DE LOS REGISTROS DE VOLTAGE-CLAMP.

En los registros de Voltage-Clamp obtenemos dos tipos de respuestas en
funcion del estudio: a) Registros de corriente evocada; b) Registros de corriente
espontanea. El analisis se realiza mediante macros en el software Igor Pro 6.0
(Wavemetrics, Oregon, USA)

i) Registros de corriente evocada (EPSC). Todos los trazos de registros de voltage-
clamp se representan sin la corriente de estimulacion de sodio, ya que el interés
reside en la respuesta autaptica evocada. Para el analisis se considera la amplitud

del pico de la corriente autaptica. Previamente se substrae la corriente basal del
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registro (Fig. 35). Se descartan neuronas con corrientes de fuga superiores al 10%
de la corriente autaptica resultante, o mayores a 300 pA, ya que indica un mal
sellado y pobre mantenimiento del voltaje en la técnica voltage-clamp.

i
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Figura 35. Registros de voltage-clamp asociados a un estimulo despolarizante en un SCM antes y
después de substraer la corriente de fuga. A) Antes de la aplicacién del estimulo despolarizante (cabeza
de flecha superior) existe una corriente basal que corresponde a la corriente de fuga o "leak" entre la
membrana de la célula y la pipeta de registro. Tras el estimulo aparece la corriente de despolarizacién, de
sodio (parcialmente representada), y posteriormente la corriente autaptica evocada o EPSC en forma de
gaussiana invertida . B) Se substrae la corriente de fuga o basal, llevandola al valor cero, y esto permite
calcular la amplitud de la corriente autaptica evocada (linea punteada de doble cabeza de flecha).

ii) Registros de corrientes espontdaneas (MEPSCs). No son evocados por un
estimulo eléctrico sino respuestas espontaneas de liberacion de una o varias
vesiculas sinapticas. Se cuantifica la amplitud de la corriente de los mEPSCs, asi
como su frecuencia de aparicion. El valor de amplitud minimo de un mEPSC se

estima en 20 pA, que corresponde aproximadamente tres veces la desviacion
estandar del ruido.

2.2.1. Estimacion funcional del RRP.

Como método para estimar el tamafio del RRP hemos utilizamos la aplicacion
de trenes de estimulos a alta frecuencia (Fig. 36; Schneggenburger et al., 1999).
Con la estimulacion reiterada el RRP se agota rapidamente y se alcanza la
depresion sinaptica llegando a un estado estacionario (Fig. 36). El analisis
cumulativo de los EPSCs evocados respecto al tiempo, permite ajustar una funcion
lineal al estado estacionario de la depresion, cuya extrapolacion con el eje de
ordenadas proporciona el valor estimado del RRP (Fig. 36D). Este mecanismo es
dependiente de toda la maquinaria exocitica y por lo tanto también del calcio. Asi,

una probabilidad de liberacion incrementada con este i6n, favorece una mayor
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exocitosis que conlleva una depresibn mas pronunciada y una llegada al estado

estacionario con anterioridad (Pérez-Gonzalez et al., 2008).
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Figura 36. Estimacion del tamafio del RRP mediante la aplicaciéon de un tren de estimulos a alta
frecuencia. A) EPSCs evocados frente a un tren de estimulos a 20 Hz en neuronas hipocampales.
Observar la depresion en la corriente tras 4-5 potenciales de accién. Barras de calibraciéon, 500pA vy
100ms. B) Diferencia en el EPSC evocado en funcién del [Ca*]ext. Aunque a 4mM la amplitud de los
primeros EPSCs es mayor, se alcanza antes la depresién que a 2mM. Sinapsis del Calyx of Held a 100Hz.
C) Medida de las amplitudes de los EPSC evocados a lo largo del tren a 100Hz de (B). D) Analisis
cumulativo de los EPSC evocados en (B) y (C). El estado estacionario de la depresion permite ajustar una
funcién lineal cuya extrapolacion con el eje de ordenadas proporciona la estimacién del tamafio del RRP. A
modificada de (Stevens & Williams, 2007); B, C y D modificadas de (Schneggenburger et al., 1999).

En el caso de las neuronas autapticas del SCG, se estima el tamafio del RRP

mediante la aplicacién de un tren de estimulos entre 14-20 Hz.

2.3. REGISTRO DE FLUORESCENCIA SIMULTANEA A LA ELECTROFISIOLOGIA.
Durante el desarrollo de esta tesis, se realizaron experimentos midiendo los
cambios de fluorescencia del indicador de calcio presinaptico SyGCaMP6f.
SyGCaMP6f es una version mejorada de SyGCaMP2 (Dreosti et al., 2009), donde el
indicador de calcio GCaMP6f se encuentra unido a la sinaptofisina, una proteina de
las vesiculas sinapticas. Los registros de fluorescencia se realizaron en neuronas
autapticas infectadas con lentivirus (ver apartado 4 de materiales y métodos)
simultdneamente al registro electrofisiol6gico. De esta manera es posible visualizar
la entrada de calcio presinaptico y monitorizar su comportamiento durante la

estimulacién neuronal.
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SyGCaMP6f presenta un patron de fluorescencia difuso distribuido por toda la
célula, mostrando claramente puntos donde se acumula que asumimos como
terminales presinapticos (Figura 37A). Para realizar el estudio, se selecciona una
region de interés de 400x400pixeles localizada alrededor del arbol dendritico y se
ajusta la ganancia a un valor de fluorescencia entre 200-250 u.a. para poder estudiar
los cambios en la fluorescencia sin que se produzca saturacion.

La fuente de luz corresponde a una lampara de vapor de mercurio de 100W
acoplado al microscopio (HBO 103 W/2, OSRAM), que excita a la longitud de onda
de 488nm. La fluorescencia se adquiere usando un dicroico gq505LP vy filtros de
emision HQ535/50m (Chroma). Los objetivos utilizados son:

o LD Plan-Neofluar 40X, 0.6 NA (Zeiss), que es un objetivo de no inmersion.
o PlanApo 60X 1.45 NA, (Olympus), que es un objetivo de aceite de inmersion.

Los experimentos se iniciaron con el objetivo de 40x, montando el cubreobjetos
de forma tradicional (apartado 2.1.1. de materiales y métodos). Posteriormente, para
conseguir mayor resolucién de imagen se utilizé un objetivo de mayor apertura
numérica (NA), 1.45, y de inmersion (PlanApo 60X) en todos los experimentos de
fluorescencia acoplada a la electrofisiologia. Este objetivo tiene una distancia de
trabajo mas corta, pero colecta mas luz y brinda una imagen mas brillante definiendo
detalles mas finos. El poder de resolucion obtenido viene definido por la ley de Abbe:

d= 1.22A/2nsen®B
donde d es el poder de resolucion (la distancia mas corta definible entre dos puntos);
A es la longitud de onda de la fuente de luz al pasar por el filtro de excitaciéon; n es el
indice de refraccion de la interfase entre la muestra y el objetivo (aire, aceite de
inmersidn o agua), en este caso del aceite de inmersion que es 1.518; 8 es la mitad
del angulo de apertura; el coeficiente 1.22 / 2 es la constante de Abbe; y la apertura
numérica AN= n sen 0. Asi el poder de resolucion se relaciona con la apertura
numérica mediante la expresion:

d= 1.22 A/ 2 AN.

De esta manera, cuando iluminamos las células con luz azul usando el filtro
de excitacion 488/20 nm y utilizamos el objetivo de 40X con una apertura numérica
de 0.6, obtenemos una resolucién teodrica de 496nm; mientras que utilizando el
objetivo de inmersion de 60x con una apertura numérica de 1.45, obtenemos una
resolucion tedrica de 205 nm, es decir, somos capaces de diferenciar en teoria

distancias minimas de 0.2um entre dos puntos. Asumiendo que los puntos de
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fluorescencia que definen una sinapsis tienen un diametro de 1-1.5um, se ha podido
estudiar la intensidad de fluorescencia en sinapsis concretas con precision.

Las imagenes se capturaron a 37Hz de frecuencia con la camara EM-CCD C-
9100 controlada por el software Hokawo (Hamamatsu). El tiempo de exposicién se
controla generando 6rdenes TTL con el software de registro y el tiempo de

iluminacion se ajusta con un obturador (Uniblitz) para minimizar el fotoblanqueado.

2.4. ANALISIS DE LA FLUORESCENCIA SIMULTANEA A LA ELECTROFISIOLOGIA.

El andlisis de las imagenes de las neuronas que expresan SyGCaMP6f se
realiza con el programa ImageJ. Se seleccionan regiones de interés (ROI, region of
interest) de 1.3 x 1.3um centradas en los puntos de fluorescencia (Fig. 37B). La
captura de las imagenes se lleva a cabo durante un periodo basal, un periodo de
tren de estimulacién de las neuronas, y un periodo de recuperacion. El analisis de la
fluorescencia se hace estudiando los cambios relativos al periodo basal de la
fluorescencia, mostrandose los incrementos en la entrada de calcio en el terminal
presinaptico como cambios relativos en la fluorescencia basal de indicador
SyGCaMP6f (Fo), medidos como: (F-Fo)/Fo. Consideramos que una sinapsis
responde cuando se produce un incremento en la fluorescencia mayor a dos

desviaciones estandar de la fluorescencia basal (Fig. 37C).
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Figura 37. Patron de fluorescencia del indicador SyGCaMP6f. A) El patron de fluorescencia de
SyGCaMP6f se distribuye por toda la neurona, evidenciandose puntos discretos definidos alrededor del
soma y en los procesos axodendriticos, que asumimos como posibles terminales presinapticos (indicadas
en las flechas amarillas). B) Para captar los puntos donde se localizan posibles sinapsis se hace el
promedio de las imagenes basales capturadas antes de comenzar la estimulacion y se seleccionan las
posibles regiones de interes (ROIs) con el programa ImageJ, centradas en los puntos de fluorescencia (O).
C) Cambios relativos en la fluorescencia basal, medidos como (F-Fy)/F,. En este caso se observa un
incremento relativo respecto a la fluorescencia basal >150%.

La comparacion entre los diferentes grupos experimentales se lleva a cabo
calculando: a) los cambios relativos en la fluorescencia basal, AF/Fy, analizando el
incremento lineal de fluorescencia ocurrido durante los primeros 200ms de

estimulacién (Fig. 38A) y b) midiendo la cinética del incremento en la entrada calcio.
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Esta medida se obtiene a partir del valor de la constante de tiempo tau (1) ajustando
a una exponencial simple la fase ascendente del promedio de las curvas analizadas
(Fig. 38B).
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Figura 38. Andlisis de los cambios de fluorescencia del indicador SyGCaMP6f. A) Cambios relativos
en la fluorescencia basal del indicador SyGCaMP6f, medidos como: AF/F,. Durante los primeros 5
estimulos aplicados a 20Hz, los cambios relativos en la fluorescencia del indicador SyGCAMP6f se ajustan
a una funcién lineal (*=0.99), generandose un incremento en la fluorescencia superior al 50% durante ese
periodo de tiempo (200ms) en el ejemplo. B) En la misma neurona, la aplicacion de un tren de estimulos a
alta frecuencia (20Hz) genera un incremento en la fluorescencia ~150% durante la primera estimulacion,
mientras que una segunda estimulaciéon produce un incremento en la fluorescencia ~120%. Sin embargo,
la cinética de entrada de calcio presinaptico no varia. La medida se obtiene a partir del valor de la
constante de tiempo tau (1) tras ajustar a una exponencial simple la fase ascendende del promedio de
todas las curvas analizadas. En el ejemplo, el valor de T =335ms durante la primera estimulaciéon y de
337ms en el segundo caso.

3. INMUNOFLUORESCENCIA.

Para identificar morfolégicamente la localizacion de las sinapsis y las proteinas
que nos interesan, los SCMs previamente registrados son fijados y con ellos se
realizan técnicas de inmunofluorescencia. Las neuronas que no presentan EPSCs

se descartan del estudio para asi aseguranos que los SCMs estudiados presentan

sinapsis funcionales. La inmunofluorescencia se realiza de la siguiente manera:
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Inmediatamente después del registro, el cubreobjetos con el microcultivo
registrado se fija con paraformaldehido al 4% en PBS 1X, durante 15 min a
temperatura ambiente.

Se hacen tres lavados de 5 minutos cada uno, con solucion PBS 1X a
temperatura ambiente.

Se realiza una etapa de permeabilizacion previa con PBS 1X y 0.3 % de Triton-
X100 durante 30 minutos en agitacion suave y temperatura ambiente.

Se realiza una etapa de bloqueo para evitar union inespecifica de los
anticuerpos usando una solucién con suero de cabra (NGS) al 20 %, Triton-X100
al 0.1% y Gelatina al 0.2% en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente y
agitacion suave.

El anticuerpo primario se incuba durante toda la noche a 4°C en una solucién
similar a la de bloqueo pero con 1% de NGS. Se aplica una agitacion suave.

Al dia siguiente se realizan tres lavados de 10-15 minutos con solucion de
bloqueo a temperatura ambiente.

Se incuba el anticuerpo secundario especifico a una dilucion 1:500, conjugados
con fluorocromos AlexaFluor 488, AlexaFluor 555 y AlexaFluor 647 (Molecular
Probes). Este paso se realiza en ausencia de luz, durante 1.5 horas y con una
agitacion suave.

Se hacen tres lavados con una solucion de 0.1% Triton-X100 en PBS 1X, y se
procede al montaje de los cubreobjetos sobre portaobjetos, mediante medio de

montaje Fluoromount (Sigma). Siempre en ausencia de luz.

Posteriormente se identifican los SCMs registrados y segun el requerimiento del

experimento, las muestras se procesan en:

)

i)

Microscopio de campo amplio Zeiss, modelo Axio Examiner.Al, acoplado a una
camara AxioCam MRc5 y el software AxioVision 4.7 para adquirir las imagenes.

Microscopio Confocal Espectral Leica TCS-SL y las imagenes se adquieren con
el programa Leica Confocal Software (LCS), en los Servicios Cientificos Técnicos

de la Universidad de Barcelona.

Las imagenes se adquieren centradas en el soma de la célula y ajustando los

valores de fluorescencia a 160-210 u.a.

El procesado de todas las imagenes se lleva a cabo con el programa ImageJ.

Los anticuerpos utilizados para la inmunofluorescencia de SCMs son:
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Anticuerpo primario Origen Concentracion Referencia
Anti-VAMP2 (monoclonal) Raton 1:1000 Synaptic System (104211)
Anti-sinaptotagminal (monoclonal) = Ratén 1:800 RDSystems (MAB43641)
Anti-a26-1 (policlonal) Conejo 1:1000 Lifespan Biosciences (LS-B162)
Anti-a25-2 (policlonal) Conejo 1:1000 Genetex (GTX54770)
Anti-a20-3 (policlonal) Conejo 1:1000 Genetex (GTX16618)

Tabla 13. Anticuerpos para la inmunofluorescencia de los SCMs.

4. PRODUCCION DE LENTIVIRUS (VIH-1) DE ALTO TIiTULO MEDIANTE
TRANSFECCION DE CELULAS HEK-293T.

El vector pseudotipado VSV-G es la mejor eleccion para la mayoria de los
experimentos de produccion de lentivirus, tanto in vivo como in vitro. Nos basamos
en el protocolo usado en el laboratorio de Didier Trono (Lausanne, Suiza).

La produccion de lentivirus es la herramienta para modificar genéticamente
nuestros microcultivos para que puedan expresar aquellas proteinas que nos
interesan marcar o estudiar y/o aumentar la expresion de otras proteinas.

Estos virus son de segunda generacion y Unicamente necesitan dos vectores
constitutivos, posteriormente explicados, y el vector con el/los gen/es de interés. La
produccion de cada tipo de virus se hace mediante la transfeccion de células de la
linea HEK-293T (cultivo explicado en el apartado 1.2 de materiales y métodos). El
protocolo estd ajustado para comenzar con cinco placas de cultivo de 15cm de
diametro de células HEK-293T a una confluencia del 80%, ya que esta proporcion es
la que da mayor eficiencia. En el caso de necesitar mas placas, se recomienda
hacerlo en mudltiplos de 5, de la misma forma que el resto de soluciones y
componentes.

4.1. Material.

Equipamiento:

o Campana de flujo laminar de bioseguridad Il con luz UV para esterilizar
o Incubador a 37°C y 5% CO,. Uso exclusivo para material virico

o 5 placas de cultivo de 15cm de diametro estériles (TPP, Suiza)

o Tubos de centrifuga conicos de 15y 50mL estériles

o Filtros de 0.22um de tamano de poro estériles (ref. 99250, TPP, Suiza)
o Pipeta Pasteur de vidrio

o Pipeta electronica Pipetor

. Frascos de cultivo de 100mL estériles
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Células HEK-293T (ATCC cat. no. SD-3515)

Soluciones:

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) con FBS 10% y P/S 1%
Tripsina/EDTA 0.05% (Invitrogen)

Tampon Tris-EDTA (TE) pH 8.0. Stock 1X (ver apartado soluciones)

Agua tamponada (ver apartado soluciones)

CaCl; 2.5M (ver apartado soluciones)

Solucion salina tamponada con HEPES (HeBS) 2X (ver apartado soluciones)
Etanol 75% (v/v) en frasco difusor

Lejia, en el matraz de los restos del aspirado

Plasmidos:

pMD2.G (contiene el gen de la proteina que forma la capsula del virus VSV G)
(Addgene plasmid #12259. Didier Trono Lab)
pCMVR8.74 (contiene los genes de las proteinas HIV-1 Gag, Pol, Tat y Rev)
(Addgene plasmid #22036. Didier Trono Lab)
El plasmido-vector de transferencia con el gen de interés (plnterés). Los
plasmidos fueron proporcionados por el laboratorio del Dr. Leon Lagnado
(http://Iwww.sussex.ac.ukl/lifesci/lagnadolab/) y del Dr. Timothy A. Ryan
(https://sites.google.com/site/ryanlabl/Home) Los plasmidos usados en esta
tesis para generar diferentes virus, son los siguientes:
i) pWPXL-SyGCaMP6f. Se utiliza el plasmido pWPXL (Addgene
plasmid #12257. Didier Trono Lab) donde se clond la secuencia
codificante de SyGCaMP6f reemplazandola por la EGFP en los sitios
de corte BamHI/Ndel. SyGCaMP6f es un indicador de calcio
fluorescente presingptico al estar unido el indicador de calcio

GCaMP6f a una proteina de las vesiculas sinapticas, la sinaptofisina.

i) pWPXL-CaVa261. Se utiliza el plasmido pWPXL donde se clono
la secuencia codificante de CaVa2b1 (Addgene plasmid #26575:
Diane Lipscombe Lab) reemplazandola por la EGFP en los sitios de
corte Pmel/Spel. También puede utilizarse el plasmido-vector pWPT-
EGFP. En la tesis utilizamos el plasmido-vector pWPXL porque es

un vector que da unos niveles de expresién mas altos.
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i) pWPI-CaVa2d1. Se utiliza el plasmido pWPI (Addgene plasmid
#12254. Didier Trono Lab) donde se clond la secuencia CaVa261

upstream de la secuencia IRES del vector, en el sitio de corte Pmel.

iv) Otros plasmidos vectores se utilizaron durante esta tesis pero no
se emplearon para los resultados sélidos de ella. Estos son los
siguientes: pWPT-syphy-GFP (codifica para la proteina sinaptofisina
unida a la proteina fluorescente GFP), pWPT- VAChT-pHIuorin y
pWPXL-VAChT-pHluorin (codifica para el transportador vesicular de
la acetilcolina unida a la phluorina, un marcador de fluorescencia
dependiente del pH, que actia como el indicador de la infeccion).

Precauciones:

Este protocolo requiere que los tubos abiertos que contienen material virico
siempre sean manipulados dentro de la campana de flujo laminar. Solamente
pueden ser extraidos de la campana cuando estan cerrados y se han pulverizado
con etanol al 75% (v/v). Los restos solidos y material plastico saldran de la campana
de flujo con etanol y se depositaran en un contenedor azul indicativo de material
infeccioso. Todo el liquido aspirado debe ir a un matraz relleno de lejia. Cuando la
lejia ya no es de color amarillo, el liquido del matraz debe ser transferido a un
recipiente de plastico, perfectamente cerrado y depositado en un contenedor azul,
como material muy infeccioso. La campana de flujo debe ser limpiada con etanol al
75% varias veces en cada uso. La utilizacién de doble guante es aconsejable. Y la
bata, exclusiva para el manejo de material virico, debe ser lavada y autoclavada al
finalizar el proceso. Se aconseja utilizar una sala especial para la produccion de

lentivirus, y un incubador especifico para material virico.

4.2. Procedimiento.

1% dia:

e Se plantan aproximadamente 11-10° células HEK-293T/placa de 15cm diametro,
el dia antes de la transfeccion. Se mantienen en un incubador a 37°C y 5% de
CO,. Idealmente las células deben estar al 80% de confluencia el dia de la
transfeccion. El medio de cultivo es DMEM al 10% FBS y 1% de P/S. No usar

células HEK-293T que estan en cultivo mas de 30 pases.
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2% dia:

Dos o tres horas antes de la transfeccion, se reemplaza el medio de cultivo y se
hacen tres lavados con PBS 1X para quitar todo resto del medio anterior que
contenia antibidtico.
Se afiaden 22.5mL/placa de 15cm de diametro de DMEM al 10% FBS sin
antibiético.
En un tubo de 50mL, se ajusta la concentracion de ADN de todos los plasmidos:
pMD2G, pinterés, pPCMVR8.74 a 1mg/mL en tampon TE, pH 8.0. Esto es:

Preparar 3.3mL de TE 0.1X y 1.75mL de agua tamponada

112.5ug pinterés

39.5ug pMD2G

73ug pCMVR8.74
Afadir a este tubo con los plasmidos, 565uL de CaCl, 2.5M y mezclar muy bien
pipeteando o mediante un agitador. A este tubo lo llamaremos Tubo A.
En un tubo de 50mL colocamos 5.7mL de HeBS 2X. A este tubo lo llamaremos
Tubo B.
Adaptamos la pipeta Pasteur de vidrio a la pipeta electronica Pipetor y emitimos
presion positiva (expulsamos aire) dentro de la soluciéon de HeBS del Tubo B,
generando un burbujeo constante.
Mientras se burbujea vigorosamente la solucion del Tubo B, con una pipeta de
1mL se va depositando gota a gota, el mix del Tubo A sobre el Tubo B.

El movimiento vigoroso indicado en los dos pasos anteriores favorece la formacion

de un precipitado fino 6ptimo para la posterior transfeccion.

Una vez pipeteada, gota a gota, toda la solucion del Tubo A sobre el B, se deja
el precipitado a temperatura ambiente, dentro de la campana de flujo laminar,
cerrado, al menos 5 minutos pero no exceder de 30 minutos.

Afadir gota a gota 2.25mL del precipitado / placa de 15cm de diametro donde
estan las HEK-293T. Cada gota sobre el medio de cultivo generara un color
blanco. Mover en forma de cruz la placa mientras se van afadiendo las gotas
por toda la superficie, hasta que el medio recupere un color rojo uniforme.
Incubar las placas toda la noche a 37°C y 5% CO, en un incubador especifico
para el uso de material infectado.
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3% dia:
e Temprano, aspirar el medio de las placas y afiadir lentamente 14mL de DMEM al
10% FBS y 1% P/S fresco/placa de 15cm de diametro, precalentado a 37°C.

Llevar cuidado en el cambio de medio ya que, en este paso, las células HEK-293T

tienen una alta tendencia a desengancharse.

La sefal de fluorescencia se puede comprobar en este punto en un microscopio si el

plasmido vector con el gen de interés también codifica para una proteina

fluorescente (ej. GFP)

La transfeccion debe realizarse tarde el segundo dia, y el medio debe ser cambiado

temprano la mafana siguiente. Es necesario este cambio de medio ~16 horas

después de la adicién del ADN.

e Incubar 8 horas.

e Recolectar el medio de cultivo de cada placa de 15cm de didmetro a un tubo de
centrifuga de 50mL. Cerrar los tubos y pulverizarlos con etanol al 75 % (v/v)
antes de sacarlos de la campana de flujo laminar. Mantener estos
sobrenadantes a 4°C.

e Afadimos otros 14mL de medio DMEM al 10% de FBS y 1% de PI/S,
precalentado a 37°C, a cada placa e incubar durante otras 8-12 horas. Tras este
periodo recolectar los sobrenadantes de las placas y pasarlos a tubos de 50mL.
El sobrenadante puede ser recolectado dos o tres veces, cada 8-12 horas.
Mantenerlos conservados a 4°C mientras dure el periodo de recogida.

4° dia:

e Al finalizar las recogidas de los medios, los tubos con los volumenes
perfectamente calibrados, se centrifugan durante 5 minutos a 500g (~1800
r.p.m.) y a 4°C para sedimentar restos celulares y desechos.

Una vez centrifugados, los sobrenadantes son recolectados y se desechan los
sedimentos.

e Se filtran los sobrenadantes recolectados y centrifugados usando filtros de un
calibre de 0.22um de unidad de poro.

El filtrado puede ser conservado a 4° C durante 5-7 dias, no mas tiempo.*

e Se alicuota el filtrado resultante en tubos eppendorf en cantidades de 1mL, y se

conserva a -80°C.
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*Los ciclos de congelado/descongelado reducen fuertemente el titulo de las
soluciones viricas. Por lo tanto, se aconseja usarlas cada vez que se descongele

una alicuota y el resto sobrante desecharlo en un contenedor de material infeccioso.

Para el desarrollo de esta tesis no fue necesario concentrar las soluciones viricas
debido al bajo numero de células presentes en la técnica de microcultivo. Sin
embargo, y en caso de ser necesario, los sobrenadantes resultantes de la
centrifugacion y del filtrado pueden ser concentrados y calcular el titulo real de la
solucién virica, M.O.l (del inglés Multiplicity of infection). Este término se
corresponde con el nimero de virus que son necesarios para infectar un namero de
células, dianas del virus, en una placa. Asi, se reduce la variabilidad y se ajusta a un

nivel infeccion reproducible cada vez que se realice el experimento.

5. INFECCION CON LENTIVIRUS DE MICROCULTIVOS DE NEURONAS.

La mayoria de los lentivirus utilizados en esta tesis codifican para la expresion
de una proteina fluorescente, asegurando asi que los microcultivos han resultado
infectados (control de infeccion).

Las neuronas se infectan cuando estan ~12-14DIV. Se utiliza esta fecha ya que
la fluorescencia como control de infeccion se observa con cierto nivel de expresion
aproximadamente 5-6 dias después. Puesto que las neuronas son registradas entre
los dias 17-21DIV nos aseguramos encontrar, durante estos dias, el fenotipo
deseado. La puesta a punto en el laboratorio de este protocolo de infeccién sobre
microcultivos de neuronas, se determiné después de numerosas pruebas para
averiguar el mayor nivel de expresion o reduccion de proteina, segun sea el caso.
Aun reproduciendo las mismas condiciones, observamos variabilidad tanto entre los
diferentes cultivos infectados, como en un mismo cultivo y un mismo pocillo. Las
neuronas ofrecieron diferentes valores de expresion, lo cual fue determinante en
nuestros resultados para observar el fenotipo en funcion de los diferentes niveles de
expresion de la/s proteina/s estudiada/s y poder establecer relaciones significativas.
El proceso de infeccion se lleva a cabo con las mismas medidas de seguridad

explicadas en el protocolo de produccién de lentivirus.
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5.1. Procedimiento.

1° dia:

i) Las soluciones que contienen los lentivirus estan alicuotadas y conservadas a -
80°C. Se utiliza 1 alicuota de 1mL de solucién virica de alto titulo por cada dos
pocillos de una placa de cultivo, de doce, de neuronas. Asi, se extraen del
congelador a -80°C las alicuotas de lentivirus necesarias y se dejan descongelar
pausadamente dentro de la campana de flujo laminar.

i) Los microcultivos de neuronas se encuentran sembrados en placas de cultivos de
12 pocillos. Cada pocillo contiene 1mL de medio de cultivo. Cuando las alicuotas de
los virus estan cuasi descongeladas, se extrae 0.5mL de medio de cultivo de cada
pocillo de la placa de las neuronas. A continuacion, se coloca 0.5mL de solucion
conteniente del lentivirus requerido a cada pocillo de neuronas.

iii) La placa con las neuronas y los virus se coloca en un incubador, especifico para
el manejo de material infectado, a 37°C y 8% de CO, durante toda la noche.

2% dia:

iv) A la mafana siguiente, se aspira el medio de cada pocillo infectado y se
reemplaza por medio de cultivo fresco para las neuronas (ver medio de cultivo en
apartado 1 de materiales y métodos).

v) Una vez reemplazado el medio de infeccidon por medio fresco de cultivo, la placa
de neuronas puede ser incubada con normalidad en un incubador adecuado para

cultivos primarios (ver apartado 1 de materiales y métodos).

6. ENSAYO DE UNION A RADIOLIGANDO.

Para los experimentos de binding nos basamos en el protocolo establecido por
Suman-Chauhan N. y colaboradores (Suman-Chauhan et al., 1993). Los ensayos de
binding son la herramienta que utilizamos para estudiar la competicion entre varios
compuestos por una diana especifica, en nuestro caso la subunidad a25-1.

6.1 Material.

Equipamiento

e Homogenizador Potter-Elvehjem (Braun).
e Centrifuga
e Placas 96 pocillos (Corning)

e Placas 384 pocillos (Corning)
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Placa de 96 pocillos provista de filtros GFC (Multiscreen HTS, Millipore)

Placa de 384 pocillos provista de filtros GFC (Multiscreen HTS, Millipore)

Aparato de filtracion (Vacuum Manifold Station, Millipore)

Contador de centelleo liquido de microplacas (Microbeta Trilux, PerkinElmer)
Células CHO con el canal humano Cav2.2 clonado de forma estable (Human
Ca,2.2/B% a5 Calcium Channel Cell Line CT6159, Chantest)

Soluciones

Tampén Tris-HCI (5mM, EDTA 5mM, pH 7.4)
Tampdn de binding, Hepes-KOH (50mM, pH 7.4)
[*H]-gabapentina

Solucion de polietilenimina (PEI) al 0,5%

Liquido de centelleo (Ecoscint H, National Diagnostic)

6.2 Procedimiento.

Los ensayos de binding se realizan siguiendo protocolos de Nirmala S.Ch. et al.,
(1993).

i) Preparacion de la membrana

Los pellets congelados procedentes de células CHO clonadas de forma estable
con el canal de calcio humano Cay2.2 (Human Ca,2.2/%/a?d Calcium Channel
Cell Line CT6159, Chantest) se resuspenden en tampon frio Tris-HCI (5mM,
EDTA 5mM, pH 7.4). La solucidbn se homogeniza en un homogenizador Potter-
Elvehjem (Braun) a 600rpm (10 pulsos) y a continuacion se centrifuga a 1.000g
durante 10min. El sobrenadante se decanta y el pellet resultante se descarta. La
solucibn de membrana se centrifuga a 20.000g durante 30min a 4°C. El
sobrenadante se decanta y el pellet de membrana resultante se congela a -80°C
hasta su uso. La concentracion de proteina se determina siguiendo el método

descrito por Lowry et al., (Lowry et al., 1951).

ii) Incubacion

-Placas de 96 pocillos: La incubacién se lleva a cabo en placas de 96 pocillos de
fondo plano en el tampdén de binding, Hepes-KOH 50mM, pH 7,4. Cada pocillo
contiene 25pL de [*H]-gabapentina, cuya concentracion final es de 15nM, y 25uL
de la suspension de membrana. El volumen final del ensayo es de 250uL y la

cantidad final de proteina por pocillo es de 3-4ug. El binding no especifico se

90



MATERIALES Y METODOS

define por la adicion de pregabalina a una concentracién final de 10uM en el
medio. Las placas se incuban a 37°C durante 1 hora.

-Placas de 384 pocillos: La incubacion se lleva a cabo en placas de 384 pocillos
de fondo plano en el tampoén de binding, Hepes-KOH 50mM, pH 7,4. Cada
pocillo contiene 25uL de [3H]-gabapentina a una concentracién final de 15nM y
25uL de la suspension de membrana. El volumen final del ensayo es de 100uL y
la cantidad final de proteina por pocillo es de 3-4ug. El binding no especifico se
define por la adicion de pregabalina a una concentracion final en el medio de

10uM. Las placas se incuban a 37°C durante 1 hora.

iii) Filtracion

-Placas de 96 pocillos: 200uL de la mezcla de reaccion se transfieren a una
placa Millipore de 96 pocillos provista de filtros GFC (Multiscreen HTS, 96-well
FC, Millipore), previamente tratada con 200uL de una solucion de polietilenimina
(PEI) al 0,5%. Se filtra (Vacuum Manifold Station, Millipore) y se lava tres veces
con 200uL de tampodn de lavado frio (Tris-HCI 50mM, pH 7.4).

-Placas de 384 pocillos: 85uL de la mezcla de reaccion se transfieren a una
placa Millipore de 384 pocillos provista de filtros GFC (Multiscreen HTS, 384 well
FC, Millipore), previamente tratada con 100uL de una solucién de polietilenimina
(PEI) al 0,5%. Se filtra (Vacuum Manifold Station, Millipore) y se lava tres veces
con 100puL de tampon de lavado frio (Tris-HCI 50mM, pH 7.4).

iv) Lectura de la radioactividad

-Placas de 96 pocillos: Las placas se dejan secar a 60°C durante 1h y
posteriormente se dispensan 30uL de liquido de centelleo (Ecoscint H, National
Diagnostics) en cada uno de los pocillos. Después de dicha adicion, las placas
se dejan equilibrar durante toda la noche. La radiactividad unida se determina
mediante la lectura de la placa en un contador de centelleo liquido de
microplacas (Microbeta Trilux, PerkinElmer).

-Placas de 384 pocillos: Las placas se dejan secar a 60°C durante 2h y
posteriormente se dispensan 30uL de liquido de centelleo (Ecoscint H, National
Diagnostics) en cada uno de los pocillos. Después de dicha adicion, las placas
se dejan equilibrar durante toda la noche. La radiactividad unida se determina
mediante la lectura de la placa en un contador de centelleo liquido de

microplacas (Microbeta Trilux, PerkinElmer).
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v) Analisis de los resultados

El contador de centelleo nos da un niamero de cuentas por minuto (cpm) para
cada pocillo. El analisis de los resultados permite calcular la unién especifica por
sustraccion de la union No especifica (NSB) de la union total (TB) y calcular el % de
inhibicion para cada compuesto testado por duplicado. En el caso de los ensayos de
curvas de inhibicidn, a partir de los resultados se pueden obtener el valor de la

constante inhibitoria 50, 1Cso (nM) y de la constante de inhibicion K; (nM).

Los porcentajes de union (Especifica, No Especifica y Total) para cualquier
compuesto y concentracion se calculan segun la férmula siguiente:

Compuesto—NSB

x 100

Binding especifico

La contante de Inhibiciéon (K;) se calcula a partir de la ICso de acuerdo con la
ecuacion de Cheng-Prussof (Cheng & Prussof, 1973):

. IC50
Ki= g
1+

Kd

En la cual [L] es la concentracion de radioligando, determinada experimentalmente a
partir de la lectura de las cuentas totales (dpms) usando la actividad especifica del
radioligando y su constante de disociacion, Kg.

El valor histérico de la constante de disociacion del radioligando [°*H]-gabapentina es
9 nM.

7. ENSAYO DE MOVILIZACION DE CALCIO.

Los ensayos de movilizacién de calcio permiten el cribado de alto rendimiento
de compuestos bloqueantes de canales idnicos. En este tipo de ensayo se necesita
una linea celular recombinante que sobreexprese el canal i6nico que queremos
caracterizar farmacologicamente, en nuestro caso el canal de calcio voltaje-
dependiente Cav2.2. La actividad funcional de los compuestos se determina por sus
efectos inhibitorios sobre la entrada de calcio a través del canal después de
despolarizar la membrana plasmatica con un estimulo, el KCI. Las respuestas de
movilizacion de calcio se evaltan midiendo la intensidad de fluorescencia de la sefial
de calcio en presencia de un indicador fluorescente de calcio (Calcium6, Molecular

Devices) utilizando un lector de fluorescencia (FDSS/uUCELL, Hamamatsu). Ademas,
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la coexpresion del canal rectificador interno de potasio Kir2.1, en la misma linea
celular que sobreexpresa el canal Cav2.2 (HEK-293 Cav2.2/3/a2d1 Kir2.1) permite
controlar el potencial de membrana y por lo tanto el estado conformacional del canal
Cav2.2, variando la concentracién extracelular del potasio. Este hecho permite
evaluar moléculas bloqueantes del canal estado-dependientes (Vortherms, et al.,
2011).

7.1 Procedimiento.

La linea celular HEK-293 que expresa de forma estable el canal de calcio
humano Cay2.2/3/0281 y el canal rectificador interno de potasio Kir2.1 (#CT6210,
ChanTest) se cultiva en medio de cultivo completo DMEM:F12(1:1) +10%FBS(v/v)
+1%P/E(v/v) suplementado con los antibidticos de seleccién: blasticidina (5pug/mL),
geneticina (500ug/mL), higromicina (40pug/mL) y zeocina (100ug/mL). Las células se
mantienen en flasks de cultivo (T175/225) en el incubador a 37°C y 5% CO, y se
realizan pases cuando las células estan a una confluencia ~80% para mantener la
viabilidad celular. La coexpresion del canal rectificador interno de potasio (Kir2.1)
permite controlar el potencial de membrana y por lo tanto el estado conformacional
del canal Cay2.2, variando la concentracion extracelular del potasio (Vortherms et
al., 2011). El cribado de la quimioteca se realizé en el estado de reposo (cerrado) del

canal.

e 24 horas antes de realizar el ensayo fluorescente de movilizacion de calcio,
se siembran las células en placas de 384 pocillos recubiertas con poli-D-lisina
(20.000células/pocillo) en medio sin los antibidticos de seleccion, afiadiendo 1
pg/mL de tetraciclina para inducir la expresion de los canales Cay2.2 y Kir2.1.
El dia del ensayo las células han de estar 100% confluentes.

e El dia del ensayo se diluye el indicador fluorescente de calcio (Calciumé,
Molecular Devices) en el tampén de ensayo suplementado con 2,7mM
probenecid y 0.5% BSA. Una vez preparado el Calcium6, retiramos el medio
de cultivo poniendo especial cuidado en no levantar las células de los pocillos.

Acto seguido, afiadimos 10uL/pocillo del indicador de calcio en las placas con
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el dispensador automatico Multidrop y guardamos las placas en el incubador
durante 30min a 37°C y 5%CO..

A continuacion, se afladen los compuestos de la quimioteca en las placas
(5uL/pocillo). Los compuestos se diluyen a partir de un stock (10mM) en el
tampon de ensayo para que tengan una concentracion final en el pocillo de
10uM y se incuban durante media hora a temperatura ambiente protegidos de
la luz.

En el siguiente paso se activan los canales de calcio voltaje-dependientes
Cay2.2 afadiendo 25uL/pocillo del tampon de estimulacion. La concentracion
de K* de estimulacion final es de 38mM. La dispensacion del tampon de
estimulaciéon se realiza con el lector de fluorescencia FDSS/ uCELL
(Hamamamtsu).

La lectura de la fluorescencia se realiza a una frecuencia de 10Hz con el
lector fluorescencia FDSS/UCELL (Hamamatsu) durante 1 minuto antes de la
adicion del tampon de estimulacién y durante los 3 minutos posteriores a la

adicion del tampdn de estimulacion.

Pasos Parametros Valores Descripcién

1 Sembrar las células 50puL HEK-293 Cav2.2/33/a261 Kir2.1
5 Adicion Calcium6 100L Calcium 6
3 Adicion compuestos o 5L 10uM: w-CTX 0.1pM
controles
4 Estimulacion 250 38mM KCl
5 Lectura del ensayo 480nm; 540nm Excitacion; emisiéon
Notas:

1. 20.000células/pocillo; placas 384 pocillos recubiertas con poli-D-lisina; incubacién durante un
dia a 37°C y 5%CO,,

2. Eliminar el medio de cultivo y afiadir el indicador fluorescente de calcio intracelular Calcium 6
durante 30min a 37°C y 5%CO,. Calcium 6 diluido en el tampdn de ensayo. A continuacion la
placa se deja a RT 5min.

3. Compuestos preparados a partir de un stock 10mM (100% DMSO) en el tampon de ensayo,
incubados durante 30min. w-CTX preparado a partir de un stock 1mM en agua.

4. KCl afiadido al tampon de ensayo para alcanzar la concentracion final indicada.

5. FDSS/UCELL Hamamatsu (Functional Drug Screening System). Lectura a 10Hz.

Tabla 14. Resumen de los principales pasos llevados a cabo durante el ensayo fluorimétrico de HTS de
movilizacion de calcio.
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Tampon de ensayo Tampon de estimulacion
NaCl 140 mM NaCl 80.8 mM
KCl 1 mM KCI 60.2 mM
CaCl, 0.5mM CaCl, 0.5mM
MgCl, 1 mM MgCl, 1 mM
Hepes 10 mM Hepes 10 mM
Glucosa 10 mM Glucosa 10 mM
pH 7.4 (ajustado con NaOH) pH 7.4 (ajustado con KOH)

*Concentraciones utilizadas en el ensayo para mantener a los canales Cav2.2 en el estado de reposo
Tabla 15. Soluciones utilizadas en el ensayo de HTS.

7.2 Andalisis de datos

Andlisis _de las respuestas de fluorescencia. En el ensayo de fluorimetria con el

indicador Calcium6 obtenemos una sefial de fluorescencia que se corresponde con
el flujo de calcio que entra en las células cuando se activan los canales de calcio
voltaje-dependientes Cay2.2 debido a la estimulacién con una alta concentracion de
K*. El sistema de deteccion utilizado (FDSS/UCELL, Hamamatsu) proporciona los
valores basales y maximos de la fluorescencia obtenidos, permitiendo analizar la
actividad maxima de los canales y los cambios de fluorescencia (inhibicion en la
entrada de calcio) que genera cada compuesto, medidos a partir de la substraccion
de la fluorescencia basal sobre la fluorescencia total (F-Fo).

Ex480:Em540

25000.0
20000.0
[2)
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Tiempo

Figura 39. Ensayo de movilizacién de Ca”. Flujo de calcio evocado por un estimulo con una alta
concentracién de K* (38mM). Los cambios en la fluorescencia (RFU’s, acrénimo del inglés Relative
Fluorescent Units) indican la actividad del canal de calcio Cay2.2. El andlisis de las respuestas se realiza
substrayendo la fluorescencia basal sobre la fluorescencia total (F-Fo).
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Andlisis de datos. La calidad del ensayo de HTS viene determinada a través de dos

parametros: el ratio S/B (del inglés, signal-to-background ratio) y el valor del factor Z’
(Zhang et al., 1999). Concretamente, en el ensayo de movilizacion de calcio el ratio
S/B mide la diferencia entre el cambio de fluorescencia (RFU’s) obtenido con el
control positivo, relacionado con la activacion maxima del canal de calcio; y el valor
del cambio de fluorescencia del control negativo, relacionado con la inhibicién total
de la entrada de calcio en presencia de la w-conotoxina-GVIA. El valor del factor Z’
es un parametro estadistico que tiene en cuenta la variabilidad tanto en la medida de
las muestras, de la fluorescencia basal y del rango dinamico de la sefial. Se define
en términos de cuatro parametros: las medias (U) y las desviaciones estandar (o) de
los controles positivos y negativos. En un ensayo prototipico de HTS, las placas de
compuestos con valores del factor Z' superiores a 0.5 se consideran validadas. Por
el contrario, las placas con un valor inferior a 0.5 no son validadas y se criban

nuevamente sobre la diana seleccionada.

1) ratio S/B= Media control positivo / Media control negativo*
*Control positivo: Activacién maxima del canal Cay2.2
*Control negativo: Inhibicion total del canal Cay2.2 con la w-conotoxina GVIA

i) Valor factor Z’
3(o positivo + o negativo)

Z'=1- — . *
(u positivo - u negativo)

Factor 7’ Calidad del cribado/deteccion

1 Ensayo ideal

1>7>0.5 | Ensayo excelente. Si ¢ += 0 -, 0.5 es equivalente a la separacion de 12 o entre la
media+ y la media-

0.5>7>0 Ensayo marginal

<0 Cribado es imposible. Los controles positivos y negativos se solapan

Tabla 16. Categorizacién de la calidad de un ensayo de cribado utilizando el factor Z' (Modificado de
Zhang et al., 1999).

8. WESTERN BLOT

e Preparacion de la muestra. Los lisados de proteina total se obtienen a partir de
cultivos masivos de neuronas (~40.000neuronas/placa) extraidas del ganglio
superior cervical de crias de rata (P0-P2) que se mantienen en cultivo durante
~18-21 dias en placas de 10cm de diametro. Las placas son rociadas con
colageno, utilizado como substrato de crecimiento de las neuronas, las cuales se
mantienen en cultivo de igual forma que los microcultivos. Una vez transcurridos
los 18-21dias, las placas se lavan con PBS-1X frio, se afladen 200uL de tampdn
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RIPA por placa (ver Anexo soluciones), se raspa el contenido celular y se recoge
en un tubo eppendorf, en hielo. A continuacién se sonica 5 veces la suspension
celular (ciclo 0.5 y amplitud 80%) y se pasa todo el lisado 3 veces por una
jeringuilla de 29G. Después se centrifugan las muestras a 14000rpm a 4°C y se
guardan los sobrenadantes a -20°C hasta el dia del ensayo. Una parte del lisado
(10-20pL) se utiliza para determinar la concentracion de proteina a través del
meétodo descrito por Lowry y colaboradores (Lowry et al., 1951) empleando el kit
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

e Inmunoblotting. El dia del ensayo se diluyen 25ug de cada muestra en tampon
Laemmli en condiciones no reductoras y se cargan las muestras en un gel al
10% de acrilamida-bis (Bio-Rad). Las proteinas se separan por electroforesis
durante 1h a 20mA y posteriormente se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa durante 2h a 100V y a 4°C. A continuacion se bloquean los sitios
inespecificos de la membrana con leche desnatada al 5% en solucién salina
tamponada con Tris y 0.1% de Tween 20 (T-TBS) durante 1 hora a temperatura
ambiente y se incuba el anticuerpo primario contra la proteina a2d en albumina
de suero bovino (BSA) al 3% durante toda la noche a 4°C (Tabla 14). Al dia
siguiente se incuba el anticuerpo secundario conjugado con HRP en leche
desnatada al 5% con T-TBS durante 1h y 30minutos a temperatura ambiente y
finalmente se revelan las membranas afadiendo 1mL del substrato
quimioluminiscente (Luminata™ Crescendo Western HRP Substrate, Merck
Millipore) durante 1minuto y se captura la sefial quimioluminiscente en el

revelador automatico de luz ultravioleta Amersham™ imager 600 (GE

Healthcare).
Anticuerpo primario Origen Concentraciéon  Referencia
Anti- a258-1 (policlonal) Conejo 1:500 Lifespan Biosciences (LS-B162)
Anti- a26-1 (policlonal) Conejo 1:500 Sigma (SAB2107922)
Anti-a26-1 (policlonal) Conejo 1:500 Genetex (GTX16607)
Anti-a26-2 (policlonal) Conejo 1:500 Genetex (GTX54770)
Anti-a23-3 (policlonal) Conejo 1:500 Genetex (GTX16618)
Anticuerpo secundario Origen Concentraciéon = Referencia
Anti-conejo HRP Cisne 1:2000 Dako (P0217)

Tabla 17. Anticuerpos utilizados para la deteccion de las diferentes isoformas de la proteina a28 en
los SCMs mediante la técnica de Western Blot.
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9. ESTADISTICA

Los datos promedio se muestran como el promedio + error standar. El analisis
estadistico se realizO mediante el software Instat (GraphPad) y Excel. La
comparacion entre dos grupos experimentales llevo a cabo mediante la prueba t de
Student. Cuando se realizaron comparaciones entre mas de dos grupos se aplico la
prueba de Kruskal-Wallis seguida por el analsis de comparaciones multiple de Dunn.
El nivel de significacion se establecio en p<0.05 y se indica para cada grupo

experimental en las figuras.
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1. CARACTERIZACION DEL EFECTO AGUDO DE LA PREGABALINA SOBRE
LA NEUROTRANSMISION.

Para el estudio del primer objetivo de la presente tesis hemos utilizado como
preparacion experimental microcultivos de neuronas del sistema nervioso periférico
(single cell microcultures, SCMs). Los microcultivos neuronales ofrecen una
plataforma excelente para investigar la transmision sinaptica debido a que
proporcionan un escenario reduccionista donde una unica neurona establece un
circuito monosinaptico con propiedades de neurotransmision estereotipadas (Perez-
Gonzalez et al., 2008; Lopez-Murcia et al., 2014). Asi, se consigue minimizar la
variabilidad impuesta por la conectividad, el desarrollo o la plasticidad dependiente
del circuito. Utilizando los SCMs, estas simplificaciones se maximizan debido a que
estas neuronas no requieren la contribucion de los factores troficos secretados por
las células gliales para crecer. Ademas forman sinapsis nicotinicas similares a las
establecidas a nivel de los ganglios del sistema nervioso autbnomo (Perez-Gonzalez
et al., 2008). Por todo ello, los SCMs ofrecen un escenario molecular 6ptimo para

estudiar las funciones sinapticas de las subunidades a20.

El primer paso fue investigar cuales de las isoformas de la subunidad a2
estaban presentes en los microcultivos. Para ello, combinamos ensayos de
inmunofluorescencia con western blot. Los anticuerpos para a2d-2 y -3 funcionaron
correctamente en western blot, obteniendo una banda alrededor de ~140KDa (Figura
40B) de acuerdo con resultados presentes en la lieratura (Kadurin et al., 2016; Lana
et al., 2016). En el ensayo de inmunofluorescencia el anticuerpo contra la subunidad
a26-3 no produjo resultados satisfactorios, mientras que el anticuerpo contra la
subunidad a26-2 dio un marcaje general citoplasmatico, dificil de interpretar (Figura
40A). En el caso de la subunidad a26-1 probamos tres anticuerpos diferentes en
western blot (Tabla 17), sin obtener resultados satisfactorios. Sin embargo, el
anticuerpo contra la subunidad a26-1 (1:1000; Lifespan Biosciences) produjo un
marcaje especifico por immunofluorescencia, observandose un patrén de expresion
punteado en los procesos asodendriticos (Figura 40A). La especificidad de la marca
obtenida se comprobé modificando genéticamente los microcultivos con lentivirus
gue sobreexpresaron de forma especifica la subunidad a26-1 y realizando un
analisis cuantitativo posterior sobre el incremento de la fluorescencia respecto a los

niveles basales obtenidos en los microcultivos no infectados (Figura 65-67). En
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resumen, comprobamos que los microcultivos expresaban las tres principales
isoformas de la subunidad a2d: a26-1 y -2, conocidas por ser el receptor donde se
unen los farmacos de la familia de los gabapentinoides pregabalina y gabapentina
(Field et al., 2006); y a26-3, subunidad donde se ha descrito recientemente que
interacciona el ectodominio de la neurexina-1a (NRX1a) con gran afinidad,
regulando la neurotransmisién a través de los canales de calcio voltaje-dependientes
de tipo N (Tong et al., 2017).

A 028-1 023-2 028-3

KDa
150 |=—
100 =

Figura 40. Caracterizacion de las isoformas de la subunidad a23 presentes en los
microcultivos. A) Ensayo de inmunofluorescencia donde se muestra que los microcultivos expresan
las isoformas a2d-1 (1:1000; Lifespan Biosciences), a20-2 (1:1000; Genetex) y a20-3 (1:1000;
Genetex). B) La presencia de las isoformas de a28-2 y a28-3 se confirmd mediante la técnica de
western blot a partir de un extracto de proteina total obtenido de cultivos masivos de neuronas del
SCG.

A continuacion, nos planteamos averiguar cuales eran los canales de calcio
voltaje-dependientes implicados en la liberacion de neurotransmisores en los SCMs.
Las subunidades a2d pueden interaccionar con diferentes tipos de canales de calcio
voltaje-dependientes (VGCCs) implicados en la liberacion de neurotransmisores.
Utilizando bloqueantes especificos de los diferentes tipos de canales de calcio,
realizamos una diseccion farmacolégica de los VGCCs presentes en los SCMs.
Comprobamos que la neurotransmisién estaba controlada por los canales de calcio
de tipo N en nuestro sistema (Figura 41, 42 y 49). Al aplicar concentraciones
crecientes de la neurotoxina peptidica w-conotoxina-GVIA, un blogueante selectivo

de los canales de calcio de tipo N, observamos una reduccion gradual en las
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corrientes excitatorias postsinapticas evocadas, hasta alcanzar una reduccion
superior al 65% de las corrientes evocadas (Figura 42). Estos resultados estan en
concordancia con datos obtenidos previamente en cultivos masivos de neuronas del
ganglio cervical superior (Mochida et al., 2003) y mostraron que en los SCMs la

neurotransmision esta controlada por los canales de calcio voltaje-dependientes de

tipo N.
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Figura 41. Dosis-dependencia de la w-conotoxina-GVIA sobre la neurotransmision. Descensos
relativos en las amplitudes de los EPSCs tras aplicar concentraciones crecientes de w-conotoxina-
GVIA (+CTX), un bloqueante especifico de los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo N, en un
rango que va desde 10nM hasta 6uM. Se alcanza una reduccién relativa de los EPSCs de 0.331+0.1
(n=6).

Ademas, comprobamos que la neurotransmision restante fue sensible a la nifedipina,
un blogueante de los canales de tipo L. En el ejemplo observamos la corriente
autaptica de una neurona, que fue tratada de forma secuencial con 3uM w-
conotoxina-GVIA y posteriormente con 100uM nifedipina. Utilizando este ejemplo
evidenciamos que la neurotransmision desciende mas de un 90% en los SCMs
cuando bloqueamos la entrada de calcio por los canales de calcio de tipo Ny L
presinapticos (Figura 42A). Comparando el efecto de la nifedipina aplicada en
solitario con el efecto ejercido por la w-conotoxina, comprobamos que la contribucion
de los canales de tipo L en la neurotransmision fue minoritaria en los SCMs (Figura
42B). La contribucion de otros canales de calcio voltaje-dependientes presentes en
neuronas del ganglio superior cervical como los canales de tipo R (Cav2.3) (Scott &
Kammermeier, 2017) fue insignificante. Por tanto, comprobamos que en los SCMs la

neurotransmision estaba controlada por los canales de calcio de tipo N.
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Figura 42. La neurotransmision en los SCMs esta controlada por los canales de calcio de tipo
N. A) Ejemplo de una corriente autaptica control (negro), tratada de forma secuencial con 3uM w-
conotoxina (verde), bloqueante de los canales tipo N y 100uM nifedipina (amarillo), bloqueante de los
canales tipo L. B) Descenso en el tamafio de las corrientes evocadas (EPSCs) en los microcultivos
tras la aplicacion de bloqueantes selectivos de los canales de tipo L (+100uM Nifedipina), de tipo N
(+3uM w-conotoxina-GVIA) y de tipo L+N (+100uM Nifedipina +3uM w-conotoxina-GVIA) (p<0.001).
Posteriormente, decidimos analizar como afectaba a la neurotransmision la
interaccion de los gabapentinoides con la subunidad a26-1. Para el estudio del
primer objetivo de la tesis, utilizamos la pregabalina como gabapentinoide prototipico
en todos los experimentos de electrofisiologia y de fluorescencia simultanea a la
electrofisiologia, facilitada por Laboratorios Esteve. Ademas, puntualmente también
se utilizé la gabapentina en algunos experimentos como los ensayos de union a
radioligando. En primer lugar, estudiamos como afectaba la pregabalina a la
neurotransmision midiendo la actividad espontanea. Utilizando como plataforma los
microcultivos, observamos que la pregabalina aplicada de forma aguda en un rango
de concentraciones entre 30 y 100uM no tenia ningun efecto sobre la actividad
espontanea (Figura 43). Uno de los distintivos de los SCMs es su baja actividad
espontanea, que ocurre tipicamente a frecuencias menores a 1Hz (Albrecht et al.,
2012; Perez-Gonzalez et al., 2008). En presencia de la pregabalina, comprobamos
que no variaba ni la frecuencia ni la amplitud de las corrientes excitatorias

postsindpticas en miniatura (MEPSCSs).
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Figura 43. La pregabalina no afecta a la liberacion espontanea en los SCMs. A) Ejemplo de
eventos espontaneos en miniatura (MEPSCs) registrados antes y después de aplicar en agudo una
concentraciéon de 100 uM de pregabalina (rojo). B) Probabilidad acumulativa de las amplitudes
obtenidas en los mMEPSCs en SCMs controles (n=1402) y SCMs tratados con pregabalina (n=1122)

Por el contrario, la aplicacion del mismo rango de concentraciones de forma aguda
redujo las corrientes autapticas en torno a un ~50% respecto del valor de los EPSCs
controles (Figura 44). Este efecto fue concentracion dependiente pero difiri6 de la
accion que ejercia la w-conotoxina-GVIA, bloqueando directamente el poro del canal
de calcio (la subunidad a1). Observamos que mientras que la w-conotoxina-GVIA
bloqueaba de forma gradual la amplitud de los EPSCs al afiadir concentraciones
crecientes de la neurotoxina (Fig. 44), en el caso de la pregabalina se produjo un
descenso en la amplitud de los EPSCs a concentraciones mayores de 30uM
(0.54+0.03, p<0.001; n=22), mientras que a concentraciones inferiores permanecié
ineficaz (Figura 44B). Este hecho mostrdé que la unién de w-conotoxina-GVIA a la
subunidad a1 y de pregabalina a la subunidad a28-1, afectaban de manera diferente
al acoplamiento entre los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo N con la

neurotransmision.
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Figura 44. La pregabalina regula de forma aguda la neurotransmisién en los SCMs. A) Ejemplo
de una corriente autaptica control (negro), tratada de forma secuencial con 30uM pregabalina (rojo).
B) Descensos relativos en la amplitud de las respuestas autapticas en presencia de diferentes
concentraciones de pregabalina (rojo) y w-conotoxina (verde) aplicadas de forma aguda.

La accion de la pregabalina se observo pasados mas de 5min, ya que requiere la
union a las subunidades a26-1. Ademas, observamos que la aplicacion simultanea
de la L-isoleucina, aminoacido que actia como ligando enddgeno de la subunidad
a2d, junto con la pregabalina (ratio 1:10) nos reporté valores en los EPSCs similares

a los controles (Figura 45).

2.0 5
o— ——h PR,
< 154
< Control < Control +L-iso+PGB <
C
= +PGB ﬂ +DMSO % 8 1.0+ FEX
W 054 |~ o
0.1s 50ms 50ms o |lw ||= ||
0.0_ L = c c
N 1 T T 1
(\\J‘O@%OQOQ) '\%O
9O &
©

Figura 45. La L-isoleucina previene la regulacion aguda ejercida por la pregabalina sobre la
neurotransmision. A) Se muestran ejemplos de varias corrientes autapticas: en el primero de ellos la
corriente autaptica control (negro) disminuye ~50% al afiadir 30uM de pregabalina en agudo (rojo). En
otra neurona diferente observamos que un 0.3% de DMSO (gris), que actia como vehiculo, no
reduce significativamente la amplitud de los EPSCs. En tercer lugar, observamos otro SCM en el cual
tras la aplicacién simultanea de 300uM L-Isoleucina y 30uM pregabalina, no se reduce el tamafio de
los EPSCs (n=6) B) Descenso en el tamafio de las corrientes evocadas (EPSCs) en los microcultivos
tras la aplicacion de los compuestos indicados: PGB: 30uM pregabalina; PGB+L-ISO: 30uM
pregabalina + 300uM L-Isoleucina (***p<0.001).

2. REGULACION POR a25-1 DE LOS COMPONENTES PRE- Y POSTSINAPTICO
DE LA NEUROTRANSMISION EN SINAPSIS AUTAPTICAS.

Para diseccionar la contribucion de los componentes pre- y postsinapticos en
la neurotransmision, modificamos genéticamente los microcultivos con lentivirus que
expresan el indicador de calcio presinaptico SyGCaMP6f y realizamos registros de
fluorescencia simultaneos a la electrofisiologia. Utilizando el mencionado indicador
esperabamos obtener una lectura directa de los cambios en la entrada de calcio
presinaptico (Zhao et al., 2011), de forma simultanea al registro electrofisiologico.
Para ello, en primer lugar comprobamos que el constructo respondiera a la
estimulacién. En el ejemplo observamos una neurona infectada con lentivirus que

expresaba el indicador tras 5 dias de infeccion. En él, se observa un patron de
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fluorescencia distribuido por toda la neurona, evidenciandose puntos discretos
definidos alrededor del soma y en los procesos axodendriticos, que asumimos como
terminales presinapticos potenciales (Figura 46A). Comprobamos que la aplicacion
de un tren de 30 estimulos a alta frecuencia (20Hz) produjo un incremento de la
fluorescencia en los terminales sinapticos putativos, que correlacionaba con la
respuesta postsinaptica evocada (Figura 46D). El aumento en la entrada de calcio
presinaptico durante la estimulacion sostenida fue medido analizando los cambios
relativos en la fluorescencia basal (AF/Fo) del indicador SyGCamP6f (Figura 37 y
46B).

[ D R
1 2 3 4 5 6

Tiempo (s)

Figura 46. El indicador SyGCaMP6f nos permite monitorizar cambios en la entrada de calcio
presinaptico. Utilizando el indicador de calcio presinaptico SyGCaMP6f podemos visualizar la
entrada de calcio presinaptico y monitorizar su comportamiento durante la estimulacion neuronal. A)
Las sinapsis potenciales aparecen seleccionadas (flechas) centradas en los puntos de fluorescencia.
B) El aumento en la entrada de calcio presinaptico durante una estimulacion sostenida lo medimos
comparando los cambios relativos en la fluorescencia basal del indicador SyGCaMP6f, medidos como
(F-Fo)/Fq en las posibles sinapsis. En este caso, SyGCaMP6f reporta un incremento relativo respecto
a la fluorescencia basal >150%. C) Los SCMs se estimulan mediante una pipeta de patch localizada
en el soma de la neurona usando trenes de estimulos de alta frecuencia (20Hz) en la configuracion
de whole-cell. Se muestra una representacion esquematica de potenciales sinapsis marcadas con
diferentes colores. D) Incremento en la fluorescencia del indicador SyGCaMP6f durante la
estimulacién neuronal del SCM.
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Una vez establecidos los registros de fluorescencia simultaneos a la
estimulacién neuronal, procedimos a aislar farmacoldégicamente la contribucion de
los terminales pre- y postsinapticos a las respuestas sinapticas evocadas. Para ello,
aplicamos trenes de 30 estimulos a 20Hz y analizamos los incrementos de
fluorescencia en los posibles terminales sinapticos. De nuevo, observamos que se
produjo un incremento en la fluorescencia basal del indicador SyGCaMP6f durante la
estimulacién neuronal >100% (Figura 47A). En presencia de 100uM hexametonio en
la solucion externa de registro, un bloqueante de los receptores nicotinicos
postsinpticos, no se modificd la cinética en la entrada de calcio presinaptico, pero
si descendieron las respuestas postsinapticas. A continuacién, lavamos el
hexametonio y aplicamos 3uM w-conotoxina-GVIA. Asi observamos que se
enlenteci6 la cinética de entrada de calcio y ademas se redujo la corriente
postsinaptica asociada al estar bloqueada la entrada de calcio por los canales
presinapticos de tipo N. En consecuencia, podemos concluir que el uso de esta
herramienta permite discriminar la contribucion de los terminales pre- vy
postsinapticos a la transmision sinaptica. Mediante el registro simultaneo fue posible
aislar la contribucion de los terminales pre- y postsinapticos visualizando cambios en

la entrada de calcio presinaptico durante la estimulacion neuronal (Figura 47).
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Figura 47. Disociacion de la actividad pre- y postsinaptica en los SCMs. Ejemplo que muestra un
SCM en el que se registra de forma simultanea la fluorescencia del indicador SyGCaMP6f y las
respuestas postsinapticas evocadas. Observamos los cambios relativos en la fluorescencia (AF/F) de
multiples potenciales terminales presinapticos (marcados en gris) y el promedio de todos los trazos
analizados (negro). La aplicacion secuencial de hexametonio (+HEX), bloqueante de los receptores
nicotinicos postsinépticos, y de w-conotoxina-GVIA (+CTX), bloqueante de los canales de calcio
presinapticos de tipo N, se muestran para discriminar la contribucion de los terminales post- y
presinapticos, respectivamente. La constante de tiempo para el incremento de calcio presinaptico (t-
Ca”") del control es de 385ms; +HEX=450ms y +CTX=2500ms.
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2.1 Identificacién del mecanismo de la depresidén a corto plazo disociando la
actividad pre- y postsinaptica.

La depresion a corto plazo (STD, acronimo del inglés short term depression)
puede aprovecharse para inferir la organizacion de los depdsitos de vesiculas
sinapticas (Schneggenburger et al., 2002; Thanawala & Regehr, 2016). Sin
embargo, existen factores sinapticos especificos tales como la inactivacion de los
canales de calcio voltaje-dependientes que pueden producir imprecisiones al realizar
estimaciones cuantitativas (Thanawala & Regehr, 2016). En los SCMs la separacion
de las respuestas pre- y postsinapticas permitio conocer el origen de la depresion a
corto plazo causada por un tren de estimulos a alta frecuencia. Valoramos dos
posibilidades: 1) que se produjese como consecuencia del vaciado de las vesiculas
sinapticas del depdsito de liberacidn rapida o 2) que se debiera a la inactivaciéon de
los canales de calcio. En los SCMs registrados como controles comprobamos que la
depresion a corto plazo de la respuesta postsinaptica sucedioé durante la fase lineal
de la entrada de calcio en el terminal presinaptico, antes de que se produjese la
inactivacién de los canales de calcio voltaje-dependientes (Figura 48). La constante
de tiempo para la depresién a corto plazo (t-STD) en las neuronas registradas sin
tratar usadas como controles fue de 123ms, lo cual indic6 que a partir del cuarto
estimulo aplicado durante los trenes de estimulos de alta frecuencia (20Hz) la caida
en la neurotransmisién fue superior a un 63%, evidenciandose que las vesiculas
sinapticas del RRP esencialmente se liberaron durante los cuatro primeros pulsos
donados. Sin embargo, la entrada de calcio en el terminal presinaptico se ajusto a
una una funcion lineal durante al menos los siete primeros pulsos donados a 20Hz
(r’=0.99), lo cual demostré que los canales no se encontraban inactivados durante el
periodo en el que se produjo la depresién a corto plazo (Figura 48). Por tanto, se
descartd que la depresion a corto plazo sucediera debido a la inactivacion de los
canales de calcio dependientes de voltaje durante la estimulacién de las neuronas
con trenes a alta frecuencia (20Hz). Por el contrario, el andlisis de las respuestas
acopladas evidencié que la depresién a corto plazo en los SCMs estaba mediada

exclusivamente por el vaciado de las vesiculas sinapticas del RRP.

108



RESULTADOS

A 1-sDT
08 ] : ,// \\\\
. 0.6 — :
LL ! l/ _ \\
L<L 04 B E /I, 04 r2=0.99 \\\
0.2 — ; 0.3
00 ] 9 : . ,,’ 5 \“
-0.2 T ; E 0.2 H \‘
: ! < _ :
~~ 15 — E “\ 00 1 : 3 Il'
< 1 ‘\ | 3 II
< 104 . \ 0T I ;
E ' ) ‘\ | | L | | /I
T 05— ! -02 00 02 04 06 7
00 I Tiempo (s)
o |TTT:T|TTT I B —
02 00 02 04 06 08 1.0 e
Tiempo (s)

Figura 48. La depresién a corto plazo en los SCMs no es dependiente de la inactivacion de los
canales de calcio voltaje dependientes presinapticos. Promedio de los registros asociados de
entrada de calcio presinaptico y respuestas postsinapticas en las neuronas usadas como controles
(n=17). Las lineas punteadas azules se ajustan exponencialmente a los datos obtenidos. t-STD:
constante de tiempo para la depresion a corto plazo. La caida del 63% en el tamano del EPSC (t-
STD) se indica con la flecha con linea discontinua (123ms). Se observa que la depresion a corto
plazo sucede durante la fase lineal de la entrada de calcio en el terminal presinaptico: a partir del
cuarto estimulo del tren (150ms) la caida en la neurotransmision es mayor al 63%, mientras que la
entrada de calcio presinaptico se ajusta a una funcion lineal hasta al menos el séptimo pulso aplicado
(~300ms), indicando que no se produce inactivacion de los canales de calcio voltaje-dependientes
durante la liberacion de las vesiculas del RRP. Las lineas sélidas indican los valores promedios
+error estandar.

Asimismo, la separacién de las respuestas pre- y postsinapticas en los SCMs
nos permiti6 comparar el efecto de la aplicacion de la w-conotoxina-GVIA vy la
nifedipina en la cinética de entrada de calcio en el terminal presinaptico y
relacionarlo con la liberacion de neurotransmisores. Utilizando los promedios de
todos los registros acoplados en los que bloqueamos la entrada de calcio por los
canales de tipo N y L con la w-conotoxina-GVIA y la nifedipina, respectivamente,
verificamos que la liberacion del RRP estaba controlada esencialmente por la
entrada de calcio a través de los canales tipo N (Figura 49). Cuando bloqueamos los
canales de calcio voltaje-dependientes tipo N con la w-conotoxina-GVIA (3uM), la
cinética de entrada de calcio se enlentecié de manera drastica (t-Ca**=2.5s),
disminuyendo la liberacidén de las vesiculas sinapticas del RRP durante los primeros
estimulos tras la estimulacion con los trenes de alta frecuencia (20Hz), al estar

bloqueada la entrada de calcio a través de los canales de tipo N. Sin embargo, al
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bloquear la entrada de calcio a través de los canales de tipo L con la nifedipina
(100uM), practicamente no se modifico la cinética de entrada de calcio presinaptico
(t-Ca®"=0.47s) con respecto a las neuronas no tratadas, usadas como controles, y
durante la estimulacion con los trenes a alta frecuencia, se produjo la liberacion de
las vesiculas del RRP durante los cuatro primeros pulsos (t-STD=181ms), de forma
similar a la observada en las neuronas usadas como controles (Figura 48). De
manera conjunta, las evidencias descritas demostraron que la aplicacion de trenes
de estimulos a alta frecuencia en los SCMs produjo depresién a corto plazo sin

implicar inactivacion de los canales de tipo N.
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Figura 49. La liberacion de neurotransmisores en los SCMs esta controlada por la entrada de
calcio a través de los canales tipo N. Valores promedio de los registros acoplados de entrada de
calcio presinaptico asociado a las respuestas postsinapticas obtenidas en presencia de 3uM w-
conotoxina-GVIA (n=9, verde) y 100uM nifedipina (n=5, amarillo). Se observa que tras la aplicacion de
de un tren de estimulos a 20Hz, tras los 3-4 primeros pulsos se produce un descenso en la
neurotransmision >63% en el caso de las neuronas sin tratar, o de las neuronas tratadas en agudo
con la nifedipina. En el caso de las neuronas tratadas con la w-conotoxina-GVIA, se bloquea la
liberacion de las vesiculas del RRP durante los primeros pulsos y la constante de tiempo para la
entrada de calcio en el terminal presinaptico (t—Ca2+) se enlentece hasta 2500ms. Las lineas sélidas
indican los valores promedios terror estandar.
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2.2 Efecto de los gabapentinoides sobre los terminales pre- y postsinaptico.

Durante el desarrollo de la tesis hemos observado que la pregabalina regula
de forma aguda la neurotransmision en los SCMs, reduciendo hasta en un ~50% las
corrientes autapticas (Figuras 44-45). El efecto agudo de los gabapentinoides en la
neurotransmision puede deberse a un descenso de la entrada de calcio (Hernandez-
Vivanco et al., 2012) o una alteracion en la liberacion de las vesiculas sinapticas
(Micheva et al., 2006). Otros factores que pueden participar son la interaccion
competitiva con ligandos enddégenos como la L-leucina, L-isoleucina y L-meteonina
(Thurlow et al., 1993; Figura 45) o la combinacion de fracciones méviles e inmoviles
de los VGCCs en el terminal presinaptico (Schneider et al.,, 2015). El registro
simultdneo de la entrada de calcio presinaptico durante la estimulacién fue una
herramienta Util para encontrar el mecanismo de accién de la pregabalina. Utilizando
el indicador SyGaMP6f realizamos registros de fluorescencia simultanea a la
electrofisiologia para discriminar el efecto de la pregabalina sobre los componentes

pre- y postsinaptico de la neurotransmision.

En primer lugar, estudiamos si la union de la pregabalina a la subunidad a2%-
1 modificaba a la entrada de calcio presinaptico. Estudios anteriores mostraron que
la pregabalina reducia moderadamente la amplitud de las corrientes de calcio
presinaptico que inducen la liberacion de vesiculas sinapticas en los célices de Held
(Di Guilmi et al., 2011) y en células cromafines (Hernandez-Vivanco et al., 2012). En
consonancia con estos estudios, observamos que la pregabalina redujo la constante
de tiempo para el incremento de calcio presinaptico durante la estimulacion hasta
~760ms, aproximadamente 2 veces mas lenta que los controles (Figura 50A).
Ademas, en término de cambios relativos en la entrada de calcio durante la fase
lineal de las respuestas (AF/Fo del indicador SyGCaMP6f durante los primeros
200ms de la estimulacién en las neuronas tratadas respecto a la entrada de calcio
en neuronas no tratadas), comprobamos que la pregabalina no disminuy6 de forma
notable la entrada de calcio presinaptico, produciendo un descenso aproximado del
~25% en la entrada de calcio en el terminal presinaptico durante los primeros cinco
estimulos del tren (200ms) aplicado a 20Hz (AF/F=0.74+0.11; Figura 50B). En
términos de cambios relativos de AF/Fo y de cinética de entrada de calcio, la
pregabalina se comportd de manera similar a la nifedipina (Figura 50A), por ello

esperabamos que la pregabalina ejerciese un efecto sobre la neurotransmision
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comparable al ejercido después de bloquear la entrada de calcio por el canal de
calcio de tipo L, aplicando la nifedipina de forma aguda. Sin embargo, el analisis de

las respuestas sinapticas mostré que este no fue el caso.
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Figura 50. La pregabalina no modifica significativamente la entrada de calcio presinaptico en
los SCMs. A) Valores promedio de los incrementos en la entrada de calcio presinaptico durante la
aplicacion de un tren de 30 estimulos a 20Hz en presencia de pregabalina. La linea sdlida indica el
valor promedio y las sombras el error estandar. El incremento de fluorescencia (AF/Fg) del indicador
SyGCaMP6f se ajusta a una exponencial simple. Se muestran los valores de las constantes de
tiempo para el incremento de calcio presinaptico en los controles (n=17; negro) y en las neuronas
tratadas con 30uM pregabalina (n=8, en rojo), 3uM w-conotoxina (n=9, en verde) o 100uM nifedipina
(n=5, en amarillo). B) Cambios relativos en la entrada de calcio presinaptico durante la fase lineal de
las respuestas (200ms). (+CTX: 3uM w-conotoxina; +PGB: 30uM pregabalina; +Nife: 100uM nifedipina).

Posteriormente, comprobamos si la union de la pregabalina a la subunidad
a26-1 afectaba a la liberacion de las vesiculas sinapticas. Considerando que en los
SCMs la depresion a corto plazo se generaba por una deplecién simple de las

vesiculas sinapticas (Figura 48), decidimos utilizar como método para estimar de

112



RESULTADOS

forma precisa el valor del RRP los trenes de estimulos a alta frecuencia. El ejemplo
de la Figura 51 muestra que el tamafo del RRP se redujo hasta un 60% después

de su exposicion a la pregabalina.
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Figura 51. La union de pregabalina a a25-1 modifica el tamafio del depodsito de liberacion
rapida (RRP). A) Ejemplo donde se muestran las primeras respuestas postsinapticas tras la
aplicacion de un tren de estimulos en ausencia (negro) o presencia de 30uM pregabalina durante
>10min (rojo). B) El tamafio del RRP se estima a partir de la representacion de las amplitudes
acumulativas de las respuestas postsinapticas evocadas frente al nimero de estimulos aplicados. La
fase estacionaria de la liberacion de vesiculas se ajusta a una funcion linear y el cruce con el eje de
ordenadas corresponde con el valor del tamafo del RRP.

A continuacion, comparamos esta accion con el efecto que produjo el bloqueo
farmacoldgico de los canales de calcio voltaje-dependientes sobre el tamano relativo
del RRP (Figura 52). En las neuronas, la relacion entre la entrada de calcio en el
terminal presinaptico y la liberacion de neurotransmisores no es lineal, sino que esta
elevada a la tercera o cuarta potencia, tratandose de un fendmeno altamente
cooperativo en el que pequefios cambios en la concentracion de Ca?* pueden
producir efectos dramaticos en la probabilidad de liberacion (Augustine, 2001; Dodge
& Rahamimoff, 1967). Por lo tanto, en el caso particular de la pregabalina, decidimos
estudiar si podria atribuirse el descenso en la neurotransmision a la reduccion de la
entrada de calcio observada en el terminal presinaptico (Figura 50). Para comprobar
esta posibilidad, aplicamos concentraciones crecientes de la w-conotoxina-GVIA
induciendo asi una reduccion gradual en el numero de copias funcionales del canal
de calcio tipo N activos. De esta forma comprobamos que existia una relacion
exponencial entre los cambios relativos en la fluorescencia del indicador
SyGCaMP6f (AF/Fp) y la reduccion del tamano relativo del RRP (Figura 52). El
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efecto de la pregabalina aplicada de forma aguda, sin embargo, se alej6 de la
relacion descrita cuando se produjo el bloqueo de los canales de tipo N: en términos
de entrada de calcio presinaptico, la accién de la pregabalina (AF/F.,=0.74+0.11)
recordaba a la accion ejercida por la w-conotoxina-GVIA a una concentracion de
0.3uM (AF/F,=0.61+0.05). Por ello, esperabamos que su efecto sobre la reduccién
del RRP fuera similar al descenso obtenido bloqueando los canales de tipo N en
presencia de la w-conotoxina a una concentracion de 0.3uM (RRP=0.85+0.04). Sin
embargo, la pregabalina produjo una reduccion aproximada en el tamafio relativo del
RRP del ~60% (RRP,=0.41+0.03), similar a niveles que corresponderian al bloqueo
practicamente total de los canales de calcio de tipo N (~2uM w-conotoxina-GVIA).
Por lo tanto, el efecto de la pregabalina sobre la neurotransmisién no pudo atribuirse

a una menor entrada de calcio en el terminal presinaptico.
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Figura 52. La pregabalina altera el acoplamiento funcional entre los canales de calcio de tipo N
y el depédsito de vesiculas de liberacion rapida (RRP). Representacion del descenso en el tamafio
relativo del RRP en funcion de los cambios relativos en la entrada de calcio presinaptico (AF/Fy)
durante los primeros 200ms tras la aplicacion de un tren de 30 estimulos a 20Hz. Los SCMs fueron
expuestos a las concentraciones indicadas de la w-conotoxina-GVIA (+CTX), 100uM nifedipina
(amarillo) o 30uM PGB (rojo). Se observa el efecto diferencial de la pregabalina respecto al descenso
relativo en el tamafio del RRP generado tras la aplicacion de concentraciones crecientes del
blogueante del canal de calcio de tipo N, w-conotoxina-GVIA, en un intervalo de 300nM a 3uM. La
apliacién de 100uM nifedipina, bloqueante de los canales de tipo L, no varia la entrada de calcio
presinaptico ni produce un descenso en la liberacion de las vesiculas del RRP.
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Una posibilidad que podria explicar la reduccién de la neurotransmision en presencia
de pregabalina en los SCMs seria que la subunidad a26-1 interaccionase con los
receptores nicotinicos postsinapticos. De hecho, una publicacién reciente sugiere
que la subunidad a26-1 interacciona con los receptores NMDA (Chen et al., 2018).
Si a20-1 interaccionase con los receptores nicotinicos postsinapticos, en presencia
de la pregabalina observariamos un descenso de la respuesta evocada después de
aplicar un pulso quimico a las neuronas con una gota de acetilcolina (ACh), al activar
de forma exclusiva los receptores postsinapticos. La presencia de ACh permite la
activacion unica de los receptores postsinapticos sin la participacion del terminal
presinaptico, y por tanto supone un buen método para descartar cambios a nivel
postsinaptico. De esta forma, estimamos la posible contribucion postsinaptica sobre
los efectos observados en la reduccion de los EPSCs, aplicando de forma local un
puff de 100uM acetilcolina. Aplicando una pequefia gota (~50uL) de acetilcolina
sobre el soma de las neuronas, activamos los receptores nicotinicos y obtuvimos
respuestas exclusivamente postsinapticas de las corrientes nicotinicas (Figura 53A).
En el caso de la pregabalina, comprobamos que su efecto era verdaderamente
presinaptico, al no modificarse las respuestas postsinapticas puras en presencia del
farmaco. De esta forma, descartamos que la subunidad a26-1 interaccionase con el

receptor nicotinico en los SCMs.
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Figura 53. La accién de la pregabalina sobre la neurotransmisién es exclusivamente
presinaptica. A) Estimulacion de un SCM aplicando de forma local una microgota de acetilcolina
(100uM). La primera respuesta (control, en negro) es comparable a la segunda corriente nicotinica
obtenida en presencia de 30uM pregabalina (rojo). B) Resumen de las respuestas relativas de los
estimulos pareados obtenidos en condiciones control (negro) o cuando el segundo puff es aplicado en
presencia de 30uM pregabalina. Se muestran los valores promediosterrror estandar.
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2.3 Identificacion de las vesiculas sinapticas sujetas al efecto regulatorio de la
pregabalina.

Los tampones moviles intracelulares de calcio regulan la eficiencia del flujo de
calcio presinaptico desencadenando la liberacién rapida de neurotransmisores
(Burrone et al., 2002). En los SCMs los tampones de calcio endégenos se pueden
substituir por agentes quelantes de calcio exdgenos a través de la dialisis del
contenido de la solucién interna de la pipeta de registro durante >15min en la
configuracion de whole-cell (Lopez-Murcia et al., 2014). Asi, comprobamos que el
tamafio del RRP permanecié constante cuando la pipeta de registro contenia 1mM
EGTA, lo cual nos sugirid la presencia de una concentracién equivalente en el
citoplasma de los tampones de calcio endégenos. Por el contrario, un incremento de
10 veces en la concentracion de EGTA produjo un descenso en el tamafio aparente
del RRP (Figura 54A) como resultado de una expansion limitada de los
microdominios de calcio (Beaumont et al., 2005)
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Figura 54. El efecto de la pregabalina sobre el RRP no se altera al incrementar la concentracion
intracelular de EGTA. Los SCMs se dializan con soluciones internas que contienen 1mM o 10mM
EGTA (A). El tamafio del RRP se reduce ~40% tras la dializacién durante ~20min del agente quelante
(10mM EGTA). El efecto de la pregabalina sobre el RRP no se modifica variando la concentracion
intracelular de EGTA de 1mM (B) a 10mM (C). La accién que ejerce la pregabalina reduciendo el
tamafio del RRP es similar a la accién que ejerce el agente quelante EGTA cuando se incrementa su
concentracién 10 veces (D).
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En el caso de la pregabalina, su accion fue independiente de la concentracion
intracelular del tampdn de calcio usada, al no verse incrementada en presencia de
10mM EGTA en el citoplasma (Figura 54B C y D). Observamos una reduccion
similar en el tamafio del RRP, bien incrementando la concentracion del tampon de
calcio intracelular (10mM EGTA) o al afadir pregabalina, sugiriendo que ambas
maniobras afectaban al mismo conjunto de vesiculas sinapticas, aunque a través de
diferentes mecanismos (Figura 54C). El incremento en la concentracion de EGTA es
particularmente efectivo desacoplando la liberacion de las vesiculas sinapticas
localizadas lejos de los canales de calcio (Neher, 1998). Por ello, aquellas vesiculas
gue no se vieron afectadas por la pregabalina o por un aumento de 10 veces en la
concentracion de EGTA fueron probablemente aquellas que estaban localizadas

mas proximas a los canales de calcio voltaje-dependientes.

Durante un tren de estimulacion a alta frecuencia y después de producirse el
vaciado del deposito de liberacion rapida (RRP), se produce la liberacion continua de
las vesiculas sinapticas del depdsito de reciclaje (RP, reserve pool) (Denker &
Rizzoli, 2010). El siguiente paso fue comprobar si la unién de pregabalina a a20-1
regulaba la liberacién del RP. En los SCMs comprobamos que la aplicacion de la
pregabalina de forma aguda reducia tanto la liberacion de las vesiculas sinapticas
del RRP (Figura 51), como las del RP. En concreto, la secrecion de las vesiculas del
RP se redujo hasta la mitad, al descender la tasa de liberacién lineal de depésito de
reciclaje de 6.8nA-s™ a 3.0nA-s™ en presencia de la pregabalina (Figura 55). Sin
embargo, la velocidad de rellenado de las vesiculas del RRP de la zona activa con
las vesiculas del depésito de reciclaje (~1.8s™) no se vio alterada en presencia de la
pregabalina (n=10 células). El valor se obtuvo asumiendo que la velocidad de
rellenado de las vesiculas del RRP con las vesiculas del RP siguido una funcion
lineal, dividiendo la tasa de liberacion del depdsito de reciclaje entre el valor del
tamafio del RRP (Figura 55A). Este resultado evidencio que la tasa de liberacion del
depdsito de reciclaje se adaptaba al disminuir el tamafio del RRP en presencia de la
pregabalina. Sin embargo, el suministro de las vesiculas sinapticas del RRP con las
vesiculas del RP durante una estimulacion prolongada se mantuvo, al no variar la
velocidad de rellenado de las vesiculas del RRP de la zona activa con las vesiculas
del RP en presencia de la pregabalina (~1.8s™).
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Figura 55. La union de la pregabalina a las subunidades a25-1 modifica la liberacién de los
depositos de vesiculas del RP y del RRP. Representacion de los valores cumulativos promedios de
los EPSCs evocados respecto al tiempo (en negro se muestran los controles y en rojo los SCMs
tratados con pregabalina). La pregabalina reduce el tamafio del RRP y la tasa de liberacién lineal
(R.R linear release rate) del depdsito de reciclaje a la mitad (6.8nA*s'1 hasta 3.OnA*s'1) (n=10). El
valor de la tasa de liberacion lineal se obtiene a partir de la pendiente de la regresion lineal obtenida
tras ajustar la fase estacionaria de las respuestas acumulativas a una funcién lineal. La velocidad de
rellenado del RRP (R, refill rate) puede obtenerse a través de la relacion R.R. / RRP. En presencia de
la pregabalina no se modifica este parametro (~1.8s'1).

A continuacion estudiamos si las subunidades a2 regulaban otras
modalidades de liberacion de neurotransmisores. En particular, si la unidén de la
pregabalina a las subunidades a26-1 afectaba a la liberacion asincronica de
neurotransmisores, fendmeno que sucede después del cierre de los canales de
calcio dependientes de voltaje. La liberacion asincronica proporciona una medida de
la liberacion global de las vesiculas sinapticas en respuesta a un aumento
importante de Ca®" citosdlico, después del cierre de los canales de calcio
presinapticos. Por ello, se hipotetiza que el sensor de calcio que regula la liberacion
asincrénica se encuentra mas alejado de la fuente de Ca?*, comparado por ejemplo
con los sensores rapidos de Ca?* como la sinaptotagmina 1, capaces de responder a
elevaciones locales de Ca®* cuando se produce una elevacion local de Ca®* en el
terminal presinaptico (Kaeser & Regehr, 2014). En este caso, no observamos
diferencias entre antes y después de tratar los SCMs en agudo con la pregabalina
(Figura 56), probablemente debido a que la unién de la pregabalina a la subunidad
a26-1 no caus6é una reduccion importante de la entrada de calcio global en el

terminal presinaptico (Figura 50).
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Figura 56. Las subunidades a23-1 sinapticas regulan exclusivamente la liberacién sincrdnica
de neurotransmisores. Diagrama de barras que muestran la ocurrencia de corrientes asincrénicas
postsinapticas. El tiempo 0 corresponde con el final del tren de estimulos, utilizado para medir el
tamafio del RRP. Los eventos se ajustan a una funcion exponencial simple con una constante de
tiempo de 0.52s y 0.56s para la aparicion de eventos asincrénicos antes y después de la exposicion a
30uM pregabalina, respectivamente.

De forma conjunta, las evidencias descritas a lo largo de la tesis sugieren que
la union de la pregabalina a la subunidad a2d-1 regula exclusivamente la liberacion
sincronica de neurotransmisores, al no afectar otros tipos de neurotransmision que
ocurren cuando los canales de calcio presinapticos estan cerrados como son la
liberacién asincronica y la liberaciéon espontanea (Figuras 56 y 43). Ademas, los
resultados sugieren que la subunidad a2d-1 contribuye a la seleccion de sitios de
liberacion preferenciales en las zonas activas, sin alterar los mecanismos usados por
los terminales presinapticos para mantener el suministro de vesiculas sinpticas
durante una estimulacién prolongada. La interaccion de la pregabalina con a26-1
produce un desacoplamiento entre los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo

Ny la liberacion de las vesiculas sinapticas (Figura 52).

A modo de resumen podemos decir que: 1) La subunidad a26-1 regula de
forma exclusiva la liberacién sincronica de neurotransmisores. 2) La interaccion de la
pregabalina con la subunidad a26-1 modifica la liberacién del deposito de vesiculas
del RRP vy la tasa de liberacion lineal del deposito de reciclaje. 3) La velocidad de
rellenado de las vesiculas sinapticas del RRP con vesiculas del RP no se altera en
presencia de la pregabalina. 4) En presencia de la pregabalina hay menos sitios de
liberacién que estén acoplados a los canales de calcio presinapticos.
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2.4 Contribucién de las subunidades a28-1 intracelulares y sinapticas a la
regulaciéon de la neurotransmision.

Debido a que una fraccion de las subunidades a2d-1 tiene una localizacién
intracelular, a continuacién consideramos estudiar la posible contribucién de la
fraccion citoplasmatica de las subunidades a28-1 en los efectos descritos. Para ello,
tratamos los microcultivos con un rango de concentraciones de pregabalina (0.5-
100uM) durante 48h y después registramos sus respuestas electrofisioldgicamente.
La exposicion a la pregabalina de forma cronica caus6 un descenso de la ICsp en la
amplitud de los EPSCs desde 11uM hasta 5uM. La inhibicion maxima obtenida fue,
sin embargo, comparable entre las condiciones crénica y aguda. La amplitud relativa
de los EPSCs se redujo hasta 0.47+0.09 (n=13, p<0.001; Figura 57). Este descenso
en la amplitud relativa de los EPSCs fue similar al obtenido después de tratar los
SCMs con 3uM w-conotoxina-GVIA (Figura 42).
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Figura 57. Dosis-dependencia de la pregabalina sobre la neurotransmisién. Cambios relativos en
la amplitud de los EPSCs al tratar los microcultivos neuronales con las concentraciones indicadas de
pregabalina, aplicadas de forma aguda o bien 48h antes del registro. Las concentraciones de
pregabalina en las neuronas tratadas de forma cronica se mantienen durante el registro
electrofisiolégico de las mismas. El bloqueo que produce la pregabalina en la neurotransmision es
similar al que ejerce la w-conotoxina, bloqueando los canales de calcio de tipo N.

Si el descenso observado en la ICsg estuviera relacionado con la interaccion
de la pregabalina con las subunidades a2&-1 intracelulares, la interaccion deberia
ser insensible al lavado de la pregabalina. Para verificar esta hipétesis, registramos
los SCMs incubados con pregabalina durante 48h bajo perfusion continua de la
solucion externa en ausencia del farmaco. En los cubreobjetos en los cuales

conseguimos registrar varios SCMs, observamos que la fuerza sinaptica de las
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neuronas expuestas a la pregabalina durante 48h recuperaban los valores de las
neuronas controles (Figura 58). Esta recuperacién de la fuerza sinaptica hasta
valores promedios de los controles se ajustd a una exponencial simple con una
constante de tiempo de 50min (Figura 58). La ventana temporal observada en los
SCMs fue casi idéntica a valores previos obtenidos para el efecto agudo de la
gabapentina en neuronas del asta dorsal (Patel et al., 2000). Por ello, las diferencias
observadas en la ICsy entre los tratamientos agudo y crénico no parecieron estar
relacionados con una accién intracelular de la pregabalina sobre las subunidades
a26-1. Por el contrario, es posible que tiempos de incubacion mas largos
incrementasen la accesibilidad de la pregabalina a las subunidades a26 expresadas
en la superficie de las zonas activas, reduciendo de esta forma el valor de la ICsp.

2.0 —

Figura 58. La pregabalina sélo interacciona con las
1.5 subunidades a28-1 sinapticas para modificar la
neurotransmisién. El efecto crénico de la pregabalina
desaparece cuando la solucion de registro extracelular
1.0 ‘ no contiene el farmaco. Se muestran los datos de tres
cubreobjetos diferentes que contenian >4 SCMs. Los
datos de las neuronas individuales se ajustaron a una
exponencial simple con una constante de tiempo de
~50min.
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3. IDENTIFICACION DE MECANISMOS ENDOGENOS REGULADORES DE LA
ACTIVIDAD DE a25-1.

Para comprender mejor la regulacion aguda ejercida por los gabapentinoides
sobre la subunidad a2d, decidimos investigar el papel de un posible ligando
enddgeno, la neurexina-1a, sobre la neurotransmisién en los microcultivos. Se ha
descrito recientemente que el ectodominio de la NRX1a se une a las diferentes
subunidades a2d, mostrando la mayor afinidad por a26-3, e inhibe la transmision
sinaptica alterando la funcion de los canales de calcio de tipo N (Tong et al., 2017).
Esta interaccion aparece después del corte proteolitico de la NRX1a, que causa la
liberacion del ectodominio. En primer lugar, para verificar si efectivamente el

ectodominio de la neurexina-1a interactuaba con a28-1, llevamos a cabo ensayos de
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unién a radioligando utilizando membranas preparadas a partir de células CHO
transfectadas con el canal de calcio humano de tipo N (Cav2.2/33/a28-1). De esta
forma, comprobamos que la region extracelular recombinante de la NRX1a de rata
(Leu31-Thr1431) se unia a a26-1 con una ICsy estimada de 140nM (Figura 59).
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Una vez comprobamos que el ectodominio de la NRX1a se unia a a26-1,
procedimos a averiguar su efecto sobre la neurotransmision utilizando como
plataforma de estudio los microcultivos neuronales. En este caso, comprobamos que
la exposicion de la NRX1a de forma aguda en un rango de concentraciones entre 15
y 120nM redujo moderadamente la transmision sinaptica en ~15% (n=6, p<0.04;
Figura 60).
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Figura 60. La exposicion del ectodominio de la neurexina-1a de forma aguda en los SCMs
reduce la neurotransmisiéon. Se muestra un ejemplo de las respuestas sindpticas obtenidas
después de exponer a un microcultivo neuronal con NRX1a a una concentraciéon de 120nM durante
20minutos. El diagrama de barras muestra los valores promedios y las barras de error el error
estandar en las condiciones indicadas (n=6; *p<0.04).
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Al observar un minimo efecto de la NRX1a sobre la transmision sinéptica
durante su exposicibn en agudo (15-20min), consideramos la posibilidad de
prolongar el tiempo de incubacion para comprobar si asi alcanzabamos un efecto
mas relevante, tal y como habiamos observamos con la pregabalina. De esta forma,
comprobamos que la incubacién de los cultivos celulares durante 48h con el péptido
recombinante (10nM) redujo la amplitud relativa de los EPSCs a 0.51+0.07 (n=22,
p<0.001). Observamos también que este nivel de inhibicion no disminuyd tras la
aplicacion simultanea de la pregabalina en agudo (Im relativa=0.49+0.07, n=10)
(Figura 22).
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Figura 61. Acciones del ectodominio de la neurexina-1a sobre la neurotransmisiéon. Valores
promedio de las corrientes excitatorias postsinapticas (EPSCs) en las condiciones indicadas. Los
trazos indican los valores promedios terror estandar. Observamos que la exposicion durante 48h de
la NRX1a en los SCMs disminuye la amplitud los EPSCs ~50%. Ademas, la exposicién simultanea de
la NRX1a (10nM durante 48h) junto a la pregabalina (30uM en agudo) produce un descenso en la
amplitud de los EPSCs similar al efecto que produce la NRX1a sola.

A continuacién, para discriminar el efecto de la NRX1a sobre la entrada de
calcio presinaptico, utilizamos de nuevo el indicador SyGaMP6f y realizamos
registros de fluorescencia. De esta manera, monitorizamos el comportamiento de la
entrada de calcio presinaptico en presencia de la NRX1a (10nM) aplicada de forma
cronica durante 48h en los cultivos neuronales. En este caso, observamos que el
ectodominio recombinante de la NRX1a no caus6 ningun descenso en el flujo de
entrada de calcio presinaptico ni tampoco modificé la cinética de entrada de calcio
presinaptico. Ademas, analizando los cambios relativos en la fluorescencia del
indicador SyGCaMP6f durante los primeros 200ms de la estimulacion a 20Hz,

periodo durante el cual se liberan esencialmente las vesiculas del RRP,
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comprobamos que la exposicién de los SCMs con la NRX1a no generd ningun

descenso relativo en la entrada de calcio presinaptico.
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Figura 62. La NRX1a no modifica el flujo de entrada de calcio presinaptico. Se muestran los
cambios relativos de fluorescencia del indicador SyGCaMP6f en las condiciones indicadas. Los trazos
indican valores promedios + error estandar de la NRX1a aplicada durante 48h a una concentracion
de 10nM en los SCMs (n=10). Los cambios relativos de la fluorescencia del indicador SyGCaMP6f
(AF/Fg ~100%) no se vieron afectados durante la aplicacion de un tren de 30 estimulos a 20Hz.
Observar también que durante la aplicacion de los cinco primeros pulsos despolarizantes (200ms
iniciales), no se observa ninguna reduccién en los cambios relativos de la fluorescencia del indicador
SyGCaMP&6f. Los cambios relativos en la fluorescencia se ajustan a una funciéon lineal (r2=0.99),
indicando que los canales de calcio voltaje dependientes no se encuentran inactivados durante el
periodo de tiempo indicado. La constante de tiempo para el incremento de calcio presinaptico durante
la estimulacién es de ~397ms, practicamente idéntica a la de las neuronas sin tratar (384ms).

Después de haber observado un descenso en la eficiencia de liberacion del
RRP y del RP en presencia de la pregabalina en los SCMs (Figura 55), a
continuacién decidimos averiguar la accion que producia la NRX1a en este sentido.
El analisis de las respuestas postsinapticas mostré que la NRX1a ejercié una accion
similar a la de la pregabalina de nuevo: La union del ectodominio recombinante de la
NRX1a a la subunidad a26-1 produjo un descenso en la liberacion del RRP, hasta
valores de 0.43+0.05 (n=14, p<0.001). Ademas, en términos del valor del RRP, la
accién aguda de la pregabalina tampoco se vio afadida al efecto ejercido por la

NRX1a aplicada de forma crénica (Figura 63).
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Figura 63. El ectodominio de NRX1a modifica el tamafio del depésito de liberacion rapida

(RRP) de forma idéntica a la pregabalina. Ejemplos representativos donde se muestran las

primeras respuestas postsinapticas tras la aplicacion de un tren de estimulos en las condiciones

indicadas. El diagrama de barras muestra el resumen de los valores del tamafio del depdsito de

vesiculas de liberacion rapida (RRP) en las condiciones indicadas. Se observa que el tratamiento

simultaneo con la pregabalina no modifica el valor del tamafio del RRP. Los datos indican valores

promedios terror estandar (***p<0.001).

Asimismo, la tasa de liberacién del depdsito de reciclaje también disminuyd en

presencia de la NRX1a desde 6.8nA-s™* hasta 3.3nA-s™ y, de forma similar a la

accion de la pregabalina, la velocidad de rellenado de las vesiculas del RRP fue

comparable al valor obtenido en los controles (Figura 64).
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Figura 64. El ectodominio de NRX1a
afecta a la liberacion del tamafio del
depoésito de liberacién rapida (RRP) y
del depédsito de reciclaje (RP). El
ectodominio de NRX1a reduce el tamafo
del RRP y la tasa de liberacion lineal
(R.R linear release rate) del depdsito de
reciclaje (nA*s™). La velocidad de
rellenado del RRP (R, refill rate) no se
modifica. Observar la similitud entre la
accion de la neurexina-1a y la accién en
agudo de la pregabalina.
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4. RELACION ENTRE LOS NIVELES DE a25-1 Y LA REGULACION DE LA
NEUROTRANSMISION.

De forma conjunta, todas las evidencias descritas durante el desarrollo de la
tesis sugieren que tanto los gabapentinoides como el ectodominio de la neurexina-
1a compiten por el mismo sitio de union en la subunidad a26-1 para regular la
liberacién sincrénica de neurotransmisores. Sin embargo, ya que en los SCMs se
encuentran presentes otras dos isoformas de la subunidad a2d (Figura 40),
¢podemos asegurar que las acciones ejercidas tanto por los gabapentinoides como

por el ligando endégeno NRX1a, son mediadas en exclusiva por su unién a a26-1?

Para demostrar esta hipotesis, decidimos sobreexpresar la subunidad a28-1
en los microcultivos, utilizando de nuevo como herramienta los lentivirus. Para ello,
generamos dos lentivirus que sobreexpresaron la subunidad a2d-1, clonando esta
subunidad en dos plasmidos diferentes: pWPXL y pWPI (ver apartado 4 de
materiales y métodos). En primer lugar, para validar los sistemas de sobreexpresion
infectamos células HEK-293T con los dos lentivirus durante ~16horas y después
realizamos ensayos de inmunofluorescencia que nos permiteron observar el patron
de expresion de la proteina. Observamos asi que las células HEK-293T presentaban
niveles basales de expresiéon de la proteina a20-1 bajos (WT) y que sus niveles de
expresion aumentaban de forma evidente el dia siguiente de haber realizado la
infeccion (Figura 65).

a26-1 (WT) a25-1 (pWPI) a25-1 (pPWPXL)

Figura 65. Validacion de los sistemas de sobreexpresidon de la subunidad a23-1. Patrén de
expresion de la proteina a28-1 en células HEK-293T no infectadas (WT) y en células HEK-293T
infectadas con los lentivirus generados (pWPXL+0258-1 y pWPI+026-1) durante ~16horas. En las
imagenes se observa de forma evidente un incremento en la expresion de la proteina a238-1 utilizando
los dos sistemas de sobreexpresion. El ensayo de inmunofluorescencia se realizé utilizando el
anticuerpo anti-a28-1 de la compafiia Lifespan Biosciences (dilucion 1:1000).
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Después de adquirir las imagenes, realizamos un andlisis cuantitativo sobre los
niveles de fluorescencia observados. De esta forma comprobamos que la infeccion
de las células HEK-293T con los lentivirus que sobreexpresan la subunidad a26-1

produjo un incremento superior a 3 veces en la expresion de la proteina (Figura 66).
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Figura 66. Incremento en la expresion de la subunidad a23-1 en células HEK-293T utilizando
los sistemas de sobreexpresion. Se observa un aumento superior a 3 veces en la expresion de la
proteina a20-1 al cabo de aproximadamente un dia utilizando los dos sistemas de sobreexpresion.
Para realizar el andlisis cuantitativo de los niveles de fluorescencia, la adquisicion de las imagenes se
llevd a cabo utilizando siempre los mismos ajustes.

A continuacion, validamos los sistemas de sobreexpresion en los SCMs. En el
ejemplo de la Figura 67 observamos que la infeccion de los microcultivos con los
lentivirus genero al cabo de 5-6dias un aumento evidente en la expresion de la
proteina a26-1, de manera similar a lo observado en las lineas celulares (Figura 65).
No obstante, al adquirir las imagenes para realizar el analisis cuantitativo de los
niveles de fluorescencia, observamos que los SCMs presentaban niveles de
expresion de a2d-1 variables. En algunos SCMs los niveles de expresion de la
proteina aumentaron hasta ~4 veces, utilizando el sistema de sobreexpresion
generado a partir del plasmido pWPXL+CaVa261, mientras que otros SCMs
presentaban niveles de a28-1 similares a los de los SCMs no infectados. El lentivirus
generado a partir del plasmido pWPI llevaba acoplado como indicador interno de la
sobreexpresion a la proteina fluorescente EGFP y, por tanto, nos permitié observar
si todos los SCM estaban infectados. De esta forma, comprobamos que los SCMs
gue que mostraban una clara expresion de GFP se correspondian con aquellos que
presentaban unos niveles de sobreexpresion mas elevados de la proteina a26-1
(Figura 67).
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Figura 67. Los SCMs sobreexpresan la subunidad a25-1 utilizando dos sistemas de
sobreexpresion diferentes. A) Patron de expresion de la proteina a26-1 en los microcultivos no
infectados (WT) y en SCMs infectados con los dos lentivirus generados para modificar genéticamente
a los microcultivos. El marcaje obtenido por el anticuerpo anti-a28-1 (1:1000, Lifespan Bioscience) es
especifico. En las imagenes se observa un incremento evidente de la fluorescencia en los procesos
neurales de los SCMs a los 5-6 dias de realizar la infeccién. B) Se muestran los niveles de expresién
de a26-1 en SCMs individuales (controles: n=6; +pWPXL: n=11; +pWPI: n=8). El promedio en el
aumento de la expresion de la proteina a26-1 es ~2 veces. Se observa que la expresion de a26-1 es
muy variable entre las neuronas individuales, expresando algunos SCMs 4 veces mas de proteina
respecto al promedio de los controles.

Depués analizamos si la sobreexpresion de la subunidad a28-1 generd algun
cambio funcional en los microcultivos. Las subunidades a2d han sido descritas como
organizadores sinapticos, acoplando la entrada de calcio con la liberacion de
vesiculas (Hoppa et al., 2012). Su expresion establece la probabilidad de liberacién
de las vesiculas sinapticas, tal y como se ha descrito sobreexpresando las
subunidades 028-1, 2 y 3 en neuronas hipocampales (Hoppa et al., 2012). Por ello,
decidimos comprobar si la sobreexpresion de la subunidad a20-1 modificaba el
tamano del RRP en los SCMs. Observamos que los dos sistemas de sobreexpresion
modificaban funcionalmente el tamafio del depédsito de liberacion rapida, al
comprobar que se produjo un aumento en el valor del RRP (Figura 68). El lentivirus
generado a partir del plasmido pWPXL-CaVa2d1 modifico el valor del RRP ~40% en
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los SCMs (n=18). En el caso del lentivirus generado a partir del plasmido pWPI-
CaVa261 el aumento fue del ~26% (n=5). Ademas, observamos que los SCMs que
sobreexpresaban a26-1 generaban EPSCs anormalmente grandes, aumentando

significativamente su tamafo, en promedio mas 40% (Figura 68).
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Figura 68. La sobreexpresion de la subunidad a25-1 aumenta el tamafio del RRP. La
sobreexpresion de a20-1 produce un efecto funcional en los SCMs, al modificar el tamafio del
depdsito de liberacion rapida, RRP. El lenvirus que sobreexpresa la subunidad a281 en el plasmido
pWPXL genera un aumento ~40% en el valor del RRP en los SCMs mientras que el segundo
lentivirus utilizado (pWPI+0251) modifica el valor del RRP en ~26%. La sobreexpresion también
genera un aumento del tamafio de los EPSCs >40% utilizando los dos sistemas de sobreexpresion
(PWPXL+0261: p<0.01; pWPI+a261: p<0.05).

En resumen, al infectar los SCMs con lentivirus que sobreexpresaban la
subunidad a26-1 observamos un incremento en la expresion de la proteina a26-1
(Figura 67) y comprobamos que el aumento en la expresion de a2d-1 producia un
efecto funcional en los SCMs, modificando el tamafio de su depoésito de liberacion
rapida (Figura 68). A continuacion, decidimos comparar la accion ejercida por la
pregabalina sobre la neurotransmision entre las neuronas que expresaban niveles
basales de a26-1 (SCMs sin infectar) y las neuronas que sobreexpresaban de forma
especifica la subunidad a28-1. Utilizamos para ello el lentivirus generado a partir del
plasmido pWPXL-a28-1. En el caso de las neuronas que presentaban niveles
basales de a20-1, comprobamos que la inhibicidn que ejercié la pregabalina sobre
las corrientes excitatorias postsinapticas (EPSCpcs / EPSC contro) fue independiente
de la amplitud inicial de los EPSCs, observando que se producia una reduccion de

los EPSCs ~50% a una concentracion de 30uM (n=22), independientemente del
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tamafio inicial del EPSC. Ademas, la aplicacion de una concentracion aguda de
10uM no disminuy6 la amplitud de las corrientes excitatorias de forma significativa
(Im relativa= 0.91+0.03).
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Figura 69. Relacién entre la inhibicion de las corrientes en presencia de la pregabalina en
agudo y el tamafio inicial de los EPSC registrados. A) La inhibicién de las corrientes excitatorias
postsinapticas (EPSC) ejercida por la pregabalina es independiente de la amplitud inicial de los
EPSCs. Se muestra la inhibiciéon que produce la pregabalina a cada neurona a las concentraciones
indicadas. B) La pregabalina aplicada de forma aguda produce una inhibicién de las corrientes ~ 50%
a una concentracion de 30uM (0.5440.03; n=22). PGB 10uM: 0.924+0.03; n=13. La inhibiciéon se mide
como: EPSCpgg/ EPSCcontrROL-

De forma diferencial, la sobreexpresion de a28-1 provocé que los SCMs se volviesen
mas sensibles a la pregabalina (Figura 70). Observamos que al aumentar el nimero
de copias funcionales de la subunidad a26-1 en los SCMs, concentraciones mas
bajas de la pregabalina (10uM) producian una inhibiciébn de la neurotransmision
(Imrel=0.744+0.04; n=16), que antes no observabamos (Figura 69). Comprobamos
que la accion de la pregabalina dependia de los niveles de expresion de la
subunidad a26-1, al existir una relacion lineal entre el tamafo inicial de las corrientes
y la inhibicién en la neurotransmision (r*=0.79). Como se observa en la Figura 70, la
pregabalina inhibi6 de forma méas acusada la neurotransmision en los SCMs que
inicialmente presentaban corrientes mas grandes (EPSCs >3nA). Esto fue debido
probablemente a que los SCMs presentaban niveles de expresion de a26-1 mayores
y por ello, fueron méas sensibles a la accion de la pregabalina. Por el contrario,
también observamos que los SCMs que no respondieron a la aplicacién en agudo de

una concentracion de 10uM pregabalina, tenian corrientes iniciales mas pequefas
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que recordaban a las de las neuronas sin infectar (EPSCs <2nA). Probablemente
estos SCMs presentaban unos niveles ‘basales’ de a26-1. La aplicacion de una
concentracion mayor de pregabalina (30uM) alcanzé unos niveles méaximos de
inhibicion ~60% en los SCMs que sobreexpresaban a2d-1, niveles similares a los

alcanzados cuando blogueabamos la neurotransmisién con la w-conotoxina-GVIA
(Figura 41).
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Figura 70. La accion de la pregabalina es sensible al aumento en la expresion de a23-1 en los
SCMS. A) La inhibicién de las corrientes excitatorias postsinapticas en presencia de la pregabalina es
sensible a la sobreexpresién de a20-1 y depende de la amplitud inicial de los EPSCs. Se observa que
cuando las neuronas expresan un mayor nimero de copias de a2d-1, la inhibicion que produce la
pregabalina es mayor. Los registros individuales de cada neurona muestran que existe una relacion
lineal entre la inhibiciébn de la neurotransmision que ejerce la PGB con el tamafio de los EPSCs
iniciales (PGB 10uM: r’=0.79; PGB 30uM: r2:0.54). El efecto es menos marcado a una concentracion
de 30uM, alcanzando niveles de inhibicion de los EPSCs iniciales del ~60%. B) La pregabalina
aplicada de forma aguda produce una inhibicidon en la neurotransmisién ~ 50% a una concentracion
de 30uM (Imrel=0.5140.03; n=9) y ~ 25% a una concentracion de 10uM (Imrel=0.744+0.04; n=16).

Por tanto, utilizando dos sistemas de sobreexpresion diferentes comprobamos
que los niveles de expresidon de a26-1 en los SCMs aumentaron y que la
modificacion genética de las neuronas con los lentivirus produjo un aumento en el
valor del RRP. Ademas, comparando la accion que ejercid la pregabalina en
neuronas sin infectar y en las neuronas infectadas con los lentivirus que
sobreexpresaban a206-1, observamos que cuanto mayor era el niumero de copias de
la subunidad a28-1 que sobreexpresaban los SCMs, mas sensible se volvia la
neurona a la accion de la pregabalina (Figura 70). Por ello, concluimos que la accion

que ejercié la pregabalina regulando la neurotransmision de forma aguda estaba
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mediada por su unién a la subunidad a26-1 y dependié probablemente del nimero
de copias de a20-1 que se expresasen a nivel sinaptico.
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Figura 71. La subunidad a25-1 es la responsable del descenso en la neurotransmision observado en
los SCMs en presencia de la pregabalina. Los SCMs se vuelven sensibles a concentraciones
menores de pregabalina cuando sobreexpresan la subunidad a25-1 (PGB 10uM: *p<0.003).

Por ultimo, comparamos el efecto que ocasiond la presencia del ectodominio
de la NRX1a (Leu31-Thr1431) en las neuronas que presentaban niveles basales de
a26-1 (SCMs sin infectar) y en las neuronas que sobreexpresaban la subunidad a26-
1. En contraposicién a lo observado cuando describimos que la NRX1a ejercia una
minima accion sobre la neurotransmision en agudo (Figura 60), comprobamos que la
aplicacion del ectodominio recombinante de la NRX1a si produjo una inhibicion clara
de la transmision sinaptica en agudo en aquellas neuronas que sobreexpresaban
a26-1, utilizando una concentraciéon de 65nM. Los valores de los EPSC se redujeron
a 0.61+0.02 (n=9, p<0.001). Por lo tanto, la sobreexpresion de a26-1 incremento la

capacidad de la neurexina-1a de ejercer una accion reguladora aguda.

Este efecto puede explicarse debido a que cuando sobreexpresabamos las
subunidades a20-1, éstas presentaban una mayor accesibilidad en las sinapsis y por
tanto, el tiempo necesario para que la neurexina-1a se uniese a la subunidad a26-1
se redujo, observando asi su accion en agudo. Ademas, observamos que cuanto
mayor era el tamafio de los EPSCs iniciales en los SCMs, probablemente como
consecuencia de la insercion de un mayor numero de copias de la subunidad a26-1
en las sinapsis, el efecto de la NRX1a se volvia mas acusado (Figura 72), de forma

similar a lo observado con la pregabalina.
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Figura 72. La accién del ectodominio recombinante de la neurexina-1a en agudo es sensible a
la sobreexpresion de la subunidad a23-1. A) Cuando infectamos los SCMs con lentivirus que
sobreexpresan la subunidad a26-1 observamos que la NRX1a produce un efecto inhibitorio sobre los
EPSCs a una concentracion de 65nM en agudo. Se observa que existe una relacion lineal entre el
tamarfio inicial de los EPSCs y la inhibicidon en la neurotransmision que produce la NRX1a (r2:O.74).
B) Las neuronas que sobreexpresan la subunidad a26-1 se vuelven sensibles a la accién de la
NRX1a en agudo (Imrel=0.61+0.02, n=9; p<0.001).

En conclusion, podemos afirmar que la pregabalina y el ectodominio recombinante
de la neurexina-1a compiten por el mismo sitio de unién en la subunidad a26-1 para

regular la liberacion sincronica de neurotransmisores.
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5. OPTIMIZACION DEL ENSAYO FLUORIMETRICO DE MOVILIZACION DE
CALCIO PARA EL CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO DEL CANAL IONICO
VOLTAJE DEPENDIENTE Cav2.2.

Para el estudio del segundo objetivo de la tesis pusimos a punto un ensayo
fluorimétrico de movilizacion de calcio sobre el canal de calcio voltaje-dependiente
Cav2.2. A través de este ensayo pudimos detectar el flujo de entrada de iones Ca**
en la linea celular que sobreexpresa el canal de calcio Cay2.2, utilizando el indicador
fluorescente de calcio Calcium6, después de aplicar un estimulo despolarizante con
una alta concentracion de KCl a las células (Benjamin et al., 2006; Lubin et al., 2006;
Finley et al., 2010; Figura 39). La principal ventaja de esta aproximacion fue que nos
permitid monitorizar de forma fiable y rapida la accién de miles de compuestos sobre
una diana concreta, posibilitando el cribado de la libreria de compuestos de
Laboratorios Esteve para identificar nuevos compuestos con potencial interés
farmacolgico que actuasen inhibiendo la entrada de Ca*" a través del canal de
calcio Cav.2.2.

En primer lugar, para la puesta a punto del ensayo optimizamos tres
parametros: 1) la concentracion de KCI con la que estimular a las células para
obtener una ventana de trabajo suficiente que nos permitiese realizar el cribado de la
guimioteca, 2) el tiempo de incubacion necesario del indicador de calcio intracelular
con el cual obtener una ventana de trabajo 6ptima y 3) la influencia del tiempo de
incubacion de los compuestos sobre la actividad funcional de los mismos. Tal y
como esta descrito en la literatura, la adicion de concentraciones crecientes de KCI
extracelular produjo un incremento en el flujo de entrada de calcio (Lubin et al.,
2006; Vortherms et al.,, 2011; Figura 73A). Durante el desarrollo del ensayo
decidimos utilizar una concentracion final de K* en el pocillo de 38mM (60.2mM en el
tampon de estimulacion) para despolarizar las células. Ademas, analizamos la
relacion entre el tiempo de incubacion del colorante intracelular de calcio y la sefal
de fluorescencia obtenida (RFU’s o cambios en la fluorescencia, medidos como: F-
Fo). El andlisis de las respuestas mostré que las células toleraron tiempos de
incubacion con el colorante de al menos 2h (Figura 74B). No obstante, obtuvimos
una ventana de fluorescencia mayor con tiempos de incubacion mas cortos del
colorante de calcio. Debido a que tiempos de incubacion largos podrian afectar a la
viabilidad celular (Lubin et al., 2006), decidimos utilizar un tiempo de incubacién del
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indicador de calcio intracelular de 30minutos para realizar el cribado de la

guimioteca.
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Figura 73. Optimizacion del ensayo fluorimétrico de movilizacién de calcio. Cambios en la
fluorescencia en funcién de la concentracién de KCI en el tampdn de estimulacion (A) y del tiempo de
incubacion del indicador de calcio intracelular Calciumé (B).

Por otra parte, estudiamos la influencia del tiempo de incubacion de los
compuestos sobre la actividad funcional de los mismos. En el ensayo el control
positivo se definié como la actividad total del canal de calcio Cay2.2 en ausencia de
cualquiera de los compuestos; mientras que el control negativo se establecié a partir
de la inhibicion completa del canal de calcio voltaje-dependiente de tipo N usando la

w-conotoxina-GVIA a una concentracion de 0.1uM (Figura 74).

w
E 25000.0 | | | |
= 200000 - Control Flg}Jra 74. Flujo de calcio evo_c,ado por un
S estimulo con una alta concentracién de K". Los
§ 15000.0 cambios en la fluorescencia indican la actividad
£ total del canal de calcio Cay2.2, que podemos
£ 10000.0 bloquear utilizando la neurotoxina peptidica w-
3 j conotoxina GVIA, un bloqueante selectivo del canal
£ %0000 - w-CTX0.1uM Cay2.2.
° 0 50.0 1:40 2:00

Tiempo (s)

De esta forma, establecimos que el tiempo de incubacion minimo de los compuestos
para presentar una farmacologia adecuada fue de 30 minutos. Este valor se
determind analizando las variaciones de la ICsy. Realizamos curvas dosis-respuesta
incubando las células con concentraciones crecientes de la w-conotoxina-GVIA, que
fue utilizada como control negativo al ser un bloqueante selectivo del canal de calcio
voltaje-dependiente Cay2.2. Asi, comprobamos que a partir de los 30 minutos de
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incubacién de la toxina con las células, el valor de la ICsg se mantenia estable en

valores inferiores a 30nM (Figura 75).
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Figura 75. Variacion de la ICs, de la w-conotoxina-GVIA utilizando diferentes tiempos de
incubacion. Se observa la variacién de la fluorescencia al aplicar concentraciones crecientes de w-
conotoxina-GVIA durante diferentes tiempos de incubacion con respecto a la fluorescencia promedio
de los controles positivos. A partir de los 30min de incubacion de la toxina el valor de la ICsq se
estabiliza entorno a ~30nM.

Ademas, comparando la variacion de la ICsy durante el desarrollo de la camparia de
HTS con los valores obtenidos anteriormente durante la puesta a punto del ensayo,
comprobamos que el valor de la ICso durante un dia de la campafia (con un promedio
de 12 placas analizadas en las que se cribaron ~3840 compuestos) fue de ~17nM,
muy similar a los valores mostrados anteriormente. Por tanto, la utilizacion del
ensayo fluorimétrico de movilizacion de calcio nos permitid obtener medidas
funcionales aproximadas de pardmetros farmacologicos (ICsp) y seleccionar
candidatos de la quimioteca de Laboratorios Esteve que actuasen inhibiendo el

canal de calcio Cay2.2.
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Durante la puesta a punto del ensayo también probamos la accion de otros
compuestos como la pregabalina, observando que el bloqueo del poro del canal de
calcio Cay2.2 no dependia de la union de la pregabalina a la subunidad a25-1, al no
ejercer ningun efecto sobre la entrada de calcio en la linea celular recombinante
HEK-293 Cav2.2/p3/a281 Kir2.1 (Figura 77).
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Figura 77. Inhibicion en la entrada de calcio ejercida por diferentes compuestos medida con el
lector de fluorescencia FDSS/UCELL (Hamamatsu). Se compara la accion ejercida por la w-
conotoxina-GVIA con la accion que ejercen otras dos moléculas (EST0065096: GLX1 y pregabalina).

Asimismo, otros parametros que tuvimos en cuenta a la hora de establecer el
ensayo de HTS fueron i) la seleccién de controles positivos y negativos efectivos
(Figura 74), ii) el disefio de las placas (Figura 78) y iii) el desarrollo de medidas de
evaluacion de la calidad del ensayo como el ratio S/B y el factor Z’' (Figura 80). En
una misma placa se ensayaron compuestos cuya accion se desconocia sobre el
canal de calcio voltaje-dependiente Cay2.2 con compuestos de referencia usados
como controles (Figura 78). El control positivo se definio como la actividad total del
canal de calcio de tipo N en ausencia de cualquiera de los compuestos. El control
negativo se establecio a partir de la inhibicion completa del canal de calcio voltaje-
dependiente de tipo N usando la w-conotoxina-GVIA a una concentracion de 0.1uM,

después de realizar numerosas pruebas. Entre las medidas de evaluacion de la
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calidad del ensayo, que midieron el grado de diferenciacion entre los controles
positivos y negativos en cada placa, adoptamos el valor del ratio S/B asi como el
valor del factor Z', para evaluar la calidad de los datos obtenidos durante el

desarrollo de la campafa de cribado de alto rendimiento.

vTOoOZZIr AT T IOMMOO®>

Compuestos cribados (320/placa)

mm= Control positivo: Actividad total canal Ca 2.2

mmm Control negativo: Inhibicion total canal Ca, 2.2 con 0.1pM w-CTX
Control negativo: Bajadas 1:10 con la w-CTX

mm Posible hit

Figura 78. Disposicién de los compuestos en la placa de cribado. Ejemplo de respuestas de
movilizacion de calcio en respuesta a la despolarizacion con una alta concentracion de KCI, medidas
con el lector de fluorescencia FDSS/ uCELL (Hamamatsu). En un ensayo prototipico de HTS, la
distincién clara entre los controles positivos y negativos es fundamental y es un indice de la calidad
del ensayo. Cada compuesto se prueba en el primer cribado en un tnico pocillo.

5.1 Identificacion de hits con potencial interés farmacologico.

Una vez optimizado el ensayo de HTS, procedimos a realizar la campafa de
cribado de alto rendimiento sobre la diana seleccionada. Durante el desarrollo de la
campafa, analizamos miles de compuestos de la quimioteca de Laboratorios Esteve
con el fin de identificar agentes farmacoldgicos activos que actuasen inhibiendo la
entrada de calcio sobre el canal Cay2.2, compuestos que denominamos hits. La
campana se desarroll6 en varias fases, comenzando por un cribado inicial que
permitio la preseleccion de posibles hits, que se confirmaron en una segunda fase

de cribado. Finalmente, después de la seleccion de hits se realizaran estudios de
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actividad de cada hit seleccionado a partir de la quimioteca, tanto mediante el
ensayo de fluorimetria como de electrofisiologia automatizada usando el sistema
Qpatch (Sophion).

12 Fase de la campana: seleccion de hits.

Durante la presente campana de cribado de alto rendimiento, se analizaron un
total de 25175 compuestos con el fin de encontrar agentes farmacoldgicos activos
que actuasen inhibiendo la entrada de calcio sobre el canal Cay2.2. En el primer
cribado, la accion de cada compuesto se probd en un unico pocillo. Los compuestos
se repartieron en 80 placas y aquellos compuestos que causaron una inhibicion
mayor al 41% (promedio global en la inhibicién de la entrada de Ca** obtenida por
todos los compuestos + 3 veces su desviacion estandar) sobre la entrada de calcio
por el canal Cay2.2 fueron considerados como posibles hits o candidatos (Figura
79). Del total de los compuestos cribados en la primera fase del HTS,
aproximadamente un 2% de los compuestos analizados fueron preseleccionados

para confirmar su accion en un segundo cribado (480 compuestos).
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Figura 79. Seleccidon de hits. Se muestra la inhibicion en la entrada de calcio causada por los
diferentes compuestos cribados sobre el canal Cay2.2 en la primera fase del cribado de alto
rendimiento. En el primer cribado cada compuesto se prueba en un unico pocillo. Los compuestos de
la quimioteca de Laboratorios Esteve que causaron una inhibicion superior al 41% en la entrada de
calcio se seleccionan como hits o posibles candidatos y se analizaron en un segundo cribado. El nivel
de corte para la seleccién de los posibles hits que se validan en una segunda fase (inhibicion >41%
en la entrada de calcio) se establece a partir del promedio global en la inhibicion de la entrada de
Ca”" obtenida por todos los compuestos + 3 veces su desviacion estandar.
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Durante el desarrollo de toda la campafia de HTS, en cada placa se
analizaron los valores del ratio S/B y del factor Z' como medidas de evaluacion de la
calidad del ensayo. La Figura 80 muestra los valores individuales de los parametros
analizados para cada placa individual de compuestos. El valor del factor Z' fue
siempre mayor a 0.5 en cada placa de compuestos analizada para poder ser
validada. De forma global, el promedio del valor del factor Z’' ascendié hasta 0.63 en
el ensayo; valor muy superior al minimo requerido de 0.5, validando asi la calidad

global del cribado de alto rendimiento llevado a cabo.
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Figura 80. Validacién de la calidad del ensayo de fluorimetria. La calidad del ensayo de
movilizacion de calcio viene determinada por la evaluacion del ratio S/B y el valor del factor Z'. En un
ensayo tipico de HTS, una distincion clara entre los controles positivos y negativos (referida como el
ratio S/B) es un indice de la calidad del ensayo (S/B=10.31+0.2). El valor global del factor 2'>0.6
(0.6340.01) indica la calidad del ensayo.
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22 Fase de la campana: Confirmacion de hits.

En la siguiente fase de la campafa, la accion de cada hit o posible candidato
fue analizada en un segundo cribado. En esta segunda fase, la accién de cada uno
de los 480 compuestos preseleccionados se probo en placas donde cada compuesto
estaba representado en dos pocillos. Los compuestos que causaron de nuevo una
inhibicibn mayor al 41% sobre la entrada de calcio, fueron seleccionaron
definitivamente como hits. La tasa de confirmacion de los compuestos seleccionados
que procedian directamente de la quimioteca fue de un 60% (Tabla 18), confirmando
que 290 compuestos sobre los 480 seleccionados ejercieron una inhibicion en la

entrada de calcio superior al 41%, limite que establecimos como nivel de corte en el

ensayo.
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Confirmacion obtenida Hits 290

Tasa confirmacion de Hits 60%

Tabla 18. Confirmacion de los posibles hits. En la segunda fase del cribado de alto rendimiento se
analiza la accién de cada posible hit por duplicado. En el ensayo fluorimétrico de movilizacién de
calcio se confirmaron >60% de los hits preseleccionados, estableciendo un nivel de corte en la
inhibicién de la entrada de Ca®* >41% para la seleccién de los hits.

Por ultimo, y para finalizar el cribado de alto rendimiento, se llevardn a cabo
estudios de actividad de cada hit seleccionado a partir de la quimioteca, tanto
mediante ensayos de fluorimetria como de electrofisiologia automatizada a través
del sistema Qpatch (Sophion), utilizando curvas concentracion-respuesta para

determinar la potencia de cada uno de los hits sobre el canal de calcio tipo N.
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Los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo N (Cav2.2) representan
una diana altamente atractiva para las compafias farmacéuticas en la blusqueda de
nuevos farmacos. Debido a los papeles esenciales que desempefian estos canales
en la funcion y comunicacion neuronal (Sudhof, 2012), y a que se encuentran
distribuidos en las neuronas responsables de la percepcién del dolor desde los
terminales aferentes hasta las neuronas del asta dorsal de la médula espinal
(Bourinet et al., 2014), representan una diana interesante para la busqueda de
nuevos agentes farmacologicos que alivien el dolor. En concreto, la eficacia
demostrada del farmaco ziconotide (Prialt®, Elan Pharmaceuticals) en el tratamiento
de varios tipos de dolor, ha aumentado el interés de la industria farmacéutica por el
desarrollo de ensayos de cribado de alto rendimiento que permitan la busqueda de
nuevas moléculas que actuen de forma selectiva sobre el canal Cav2.2 (Vortherms
et al., 2011). El ziconotide es un péptido de 25aa que actia bloqueando el poro del
canal de calcio voltaje-dependiente de tipo N con alta especificidad y afinidad. No
obstante, presenta aspectos negativos como la via de administracion (intratecal),
severos efectos secundarios y ademas se une al canal de forma estado-
independiente. Por ello, en la actualidad el desarrollo de ensayos de HTS se enfoca
en la busqueda de pequefias moléculas que puedan ser administradas por via oral,
que presenten perfiles de seguridad mejorados y que actuen de forma estado-
dependiente, uniéndose mas firmemente a estados activados del canal (Yekkirala et
al., 2017).

Con el objetivo de identificar nuevos compuestos que actuen inhibiendo la
entrada de calcio a través del canal Cav2.2 y que tengan un potencial farmacoldgico,
en la presente tesis optimizamos un método fluorimétrico de movilizacién de calcio
gue ha permitido la seleccién de posibles candidatos o hits de la quimioteca de
Laboratorios Esteve. Concretamente, después de realizar las dos primeras fases del
ensayo de HTS confirmamos 290 hits (Tabla 18) que ejercieron una inhibicion >41%
en la entrada de Ca* a través del canal Cav2.2, sobre un total de 25175
compuestos analizados (Figura 79). Entre los compuestos confirmados con potencial
interés farmacologico, se llevaran a cabo estudios para determinar la potencia de
cada hit seleccionado, enfocando la busqueda hacia inhibidores estado-

dependientes que se unan mas firmemente a estados activados del canal y que
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actien inhibiendo preferentemente la entrada de Ca®" en aquellas neuronas que se

encuentran sensibilizadas, que causan dolor neuropatico.

Por otra parte, dos de los farmacos mas prescritos contra el dolor neuropatico,
la pregabalina y la gabapentina, ejercen preferentemente su accion sobre las
neuronas del ganglio de la raiz dorsal y del asta dorsal de la médula espinal
asociadas a fibras de tipo C y Ad (Biggs et al., 2014), uniéndose con gran afinidad a
la subunidad auxiliar a26-1 de los canales de calcio de tipo N (Li et al, 2011). Sin
embargo, a pesar de ser farmacos best-sellers que se utilizan como tratamientos de
primera linea contra el dolor neuropatico (Finnerup et al., 2015), su mecanismo de
accion no se conoce con exactitud. Ademas, se ha descrito que su uso reporta alivio
del dolor Unicamente en un tercio de los pacientes tratados (Derry et al., 2019). Por
todo ello, entender mejor el mecanismo de accion de los gabapentinoides a nivel
sinaptico y cuales son las implicaciones funcionales que produce la union de los
gabapentinoides con la subunidad a26-1, asi como investigar posibles mecanismos
enddgenos que compitan con la accién de los gabapentinoides, es necesario para

explicar sus accion.

Los resultados generados a lo largo de esta tesis ayudan a obtener una
imagen mas nitida sobre la capacidad de la pregabalina para modificar la
neurotransmision de forma aguda. Estudiando la poblacion homogénea de sinapsis
presentes en los SCMs, demostramos que la interaccién de la pregabalina y del
ectodominio de la neurexina-1la con la subunidad a2d-1, inhibe de forma aguda la
liberacion sincronica de vesiculas sinapticas controlada por los canales de calcio
dependientes de voltaje de tipo N. Visualizando de manera simultanea la entrada de
calcio presinaptico mientras registramos las respuestas postsinapticas,
comprobamos que el efecto de la pregabalina y la neurexina-1a no esta relacionado
con una reduccion significativa en la entrada de calcio presinaptico. Por el contrario,
el efecto reside en una alteracion de la organizacion fisica establecida entre los
canales de calcio y las vesiculas sinapticas de la zona activa, reduciéndose de
manera notable el tamafio efectivo del depdsito de vesiculas de liberacion rapida.
Asimismo, comprobamos que la sobreexpresion de la subunidad a2d-1 potencia los
efectos observados con la pregabalina y la neurexina-la en la neurotransmision;

efectos que son mutuamente exclusivos.
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La principal funcién de las subunidades a2d expresadas en el terminal
presinaptico es incrementar la eficiencia entre la entrada de calcio presinptico y la
liberacion de vesiculas sinapticas (Hoppa et al., 2012). Hoppa y colaboradores
demostraron que la expresion de las subunidades a2d produce un aumento de la
exocitosis en las sinapsis centrales de hipocampo y que el efecto no esta
relacionado con un aumento de la conductancia del canal, sino que es debido a su
papel como organizadores de las zonas activas, funcidbn conservada entre las
isoformas a26-1, a26-2 y a26-3. Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren
gue una vez que las subunidades a20-1 se insertan en las zonas activas, establecen
plataformas de sefalizacién con el interior celular capaces de regular la liberacion
del RRP a través de sefales extracelulares. La subunidad a26-1 requiere la union de
L-leucina, L-isoleucina o L-meteonina para mantener su funcion estructural (Thurlow
et al., 1993). Sin embargo, el desplazamiento de estos aminoacidos enddgenos por
los gabapentinoides altera el funcionamiento normal de las subunidades 025-1
causando un descenso en la eficiencia de la liberacibn sincronica de

neurotransmisores (Figuras 44, 52).

1. La union de la pregabalina a la subunidad a28-1 reduce la neurotransmision
sincronica acoplada a los canales de calcio presinapticos de tipo N.
Generalmente se ha aceptado que la accion de la pregabalina o gabapentina
estd causada por su interaccion intracelular con las subunidades a26-1 y 2
impidiendo el trafico de los canales de calcio dependientes de voltaje (Zamponi et
al., 2015). No obstante, usando una sinapsis prototipica de tipo N con unas
condiciones experimentales disefiadas para investigar efectos agudos, hemos visto
que la pregabalina no afecta al trafico (Figura 58) sino a las funciones sinapticas de
las subunidades 026-1. La causa es una disminucion del tamafio efectivo del RRP
(Figuras 51 y 52). Mediante la disociacion de la actividad de los componentes pre- y
postsinapticos en los SCMs comprobamos que la disminucion en la liberacion del
RRP en presencia de la pregabalina no se debe a una reduccion en la entrada de
calcio presinaptico (Figura 50). La principal causa es la alteracion del acoplamiento
funcional que existe entre los canales de calcio de tipo N y las vesiculas sinapticas
de la zona activa que constituyen el RRP. Bloqueando de forma gradual los canales
de calcio de tipo N al aplicar concentraciones crecientes de la w-conotoxina-GVIA,

comprobamos que la relacion que existe entre la entrada de calcio por los canales

145



DISCUSION

de tipo N y la liberacion del RRP sigue una funcion exponencial simple (Figura 52).
Este hecho implica que pequefios cambios en la entrada de calcio en el terminal,
puede producir efectos drasticos en la liberacion de las vesiculas ancladas a la zona
activa, tal y como comprobamos al ir bloqueando gradualmente los canales de calcio
de tipo N. Sin embargo, el efecto que produce la pregabalina sobre la
neurotransmision se aleja de la relacibn mencionada: en términos de entrada de
calcio presinaptico la pregabalina modifica ligeramente el flujo de entrada de calcio,
reduciéndolo aproximadamente en torno a un ~25% (Figura 52). Esta accion es
similar al bloqueo ejercido por la w-conotoxina-GVIA a una concentracion de 0.3uM.
Sin embargo, la presencia de la pregabalina disminuye el tamafio del RRP en un
60%, hasta valores similares a los que se observan cuando los canales de tipo N
estan practicamente bloqueados (Figura 52). Por tanto, el analisis binario entre la
liberacién del RRP y el incremento de calcio global que ocurre a nivel presinaptico
durante la estimulacion, indica que el efecto de la pregabalina sobre la

neurotransmision es esencialmente calcio independiente.

La posible contribucion postsinaptica en los efectos observados en agudo con
la pregabalina se descarté aplicando localmente un pulso quimico con una gota de
acetilcolina a los SCMs. Llevando a cabo esta aproximacion, activamos Unicamente
los receptores nicotinicos de los SCMs y en consecuencia generamos respuestas
postsinapticas puras, que no variaron en presencia del farmaco (Figura 53). Por
tanto, comprobamos que el efecto de la pregabalina es mediado a través de un
mecanismo exclusivamente presinaptico y que no estéa relacionado con la interaccion

de la subunidad a2&-1 con los receptores nicotinicos postsinapticos.

Uno de los mecanismos intracelulares que regulan la liberacién del RRP son
los tampones moviles intracelulares de calcio (Burrone et al., 2002). Estos regulan la
eficiencia del flujo de entrada de calcio presinaptico desencadenando la liberacion
rapida de neurotransmisores. En los SCMs substituimos a los tampones de calcio
enddgenos mediante la adicion en el medio intracelular de agentes quelantes de
calcio exdégenos como el EGTA (Lopez-Murcia et al., 2014). De esta forma, podemos
inferir la relacion espacial que se da entre los canales de calcio y las vesiculas
sinapticas (Neher, 1998). En los SCMs, observamos que un incremento de 10 veces
en la concentracion intracelular de EGTA produce un descenso en la liberacion de

las vesiculas del RRP, como consecuencia de la reduccién en la expansion de los
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microdominios de calcio (Beaumont et al., 2005). En el caso de la pregabalina, su
accion reduciendo el tamafio del RRP es independiente de la concentracion
intracelular del EGTA, al no acentuarse la caida del valor del RRP en presencia de
una concentracion mayor del agente quelante (Figura 54). La adicion de elevadas
concentraciones de tampones extracelulares como el EGTA en la solucion interna de
registro, es un método particularmente efectivo desacoplando la liberacion de las
vesiculas que estan lejos de los canales de calcio (Neher, 1998). Por tanto, las
vesiculas no afectadas por la pregabalina o por un incremento de 10 veces en la

concentracion del EGTA son aquellas que probablemente estan mas préximas a los

canales de calcio dependientes de voltaje en las zonas activas (Figura 81).

(¢}
(*) Q o
Q o o
o 5]
A 200nm dezdistancia: A 20nm de ozlistancia:

1. [Ca Jint~5-10uM 1. [Ca ]Jint~100puM
2. Esta en equilibrio con los tampones moviles 2. No estd en equilibrio con los tampones
3. Fuertemente dependiente de los tampones moviles

EG12'A es tan efectivo como el BAPTA 3. Casiindependiente de los tampones de calcio
4. [Ca’ ]viene determinada por la actividad de EGTA es totalmente ineficaz

varios canales vecinos 4. [Ca ]viene determinada por la actividad del

canal local

Figura 81. La importancia de la localizacion. En las zonas activas de un terminal presinaptico los
sitios de liberacion de las vesiculas sinapticas y los canales de calcio dependientes de voltaje estan
agrupados. Se contrastan dos situaciones: En la primera hay una distancia entre el canal de calcio
dependiente de voltaje y la vesicula sindptica ~200nm y en la segunda hay una separacién de ~10-
20nm. La primera situacion representa una distancia promedio entre canales de calcio mezclados
aleatoriamente con los sitios de liberacion; mientras que la segunda situacion es caracteristica
cuando el canal de calcio forma parte de la maquinaria de liberacion. Modificado a partir de: Neher,
1998.

Debido a que una fraccion de las subunidades a2d-1 tiene una localizacién
intracelular, estudiamos también la posible contribucion de la fraccion citoplasmatica
en los efectos descritos, aumentando el tiempo de incubacion de la pregabalina
(Figura 57). Comprobamos que los efectos de la pregabalina modificando la
neurotransmision se deben a su interaccién con las subunidades a26-1 sinapticas
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(Figura 58). En los SCMs las acciones agudas de los gabapentinoides pueden estar
favorecidas por una mayor accesibilidad de los contactos sindpticos en comparacion
con otras sinapsis del SNC. La falta de la glia envolvente podria facilitar el lavado de
los aminoacidos que actuan como ligandos endogenos de las subunidades a2d o
permitir un acceso mejorado a través de la densa red de proteinas presentes en la
hendidura sinaptica (Perez de Arce et al., 2015).

2. Los gabapentinoides y la neurexina-1 a se unen a la subunidad a25-1 para
regular el acoplamiento de los canales de calcio de tipo N con la
neurotransmision sincronica.

Para comprender mejor la regulacion aguda ejercida por los gabapentinoides
sobre la subunidad a28-1, investigamos el papel de la NRX1a sobre la
neurotransmision en los microcultivos. Asi, comprobamos que la region extracelular
recombinante de la neurexina-1a compite por la union de la subunidad a256-1 con la
pregabalina (Figura 59) para regular la liberacién sincrénica de las vesiculas
sinapticas del RRP. Las a-neurexinas son proteinas esenciales en la exocitosis
Ca?*-dependiente de neurotransmisores (Missler et al., 2003). En C. elegans se ha
demostrado que la regulacion de la neurotransmision se produce a través de la
union de las a-neurexinas, a través de sus dominios extracelulares LG1 y LG5, a las
subunidades a26-3 (Tong et al., 2017). Tong y colaboradores demostraron también
que la NRX1a se une a las principales subunidades de a2d, mostrando mayor
afinidad por a20-3. Esta interaccion se vuelve funcional una vez que la NRX1a es
procesada proteoliticamente por las metaloproteasas o ADAMS, que liberan el
dominio extracelular de la proteina, produciendo como resultado la inhibicién de la
transmision sinaptica (Tong et al., 2017). Ademas, recientemente se ha propuesto
que la interaccion de las a-neurexinas con la subunidad a28-1 es un mecanismo que
regula la entrada de calcio a través de los canales de tipo P/Q en sinapsis centrales
(Brockhaus et al., 2018).

En los microcultivos neuronales establecidos a partir del ganglio superior
cervical, comprobamos que la region extracelular recombinante de la neurexina-la
(Leu31-Thr1431) ejerce acciones similares a las de la pregabalina, modificando el
tamafo del RRP sin disminuir el flujo de entrada de calcio presinaptico. De manera
diferencial a la pregabalina, observamos un minimo efecto sobre la neurotransmision

en agudo cuando los SCMs expresan niveles basales de a2d-1 (Figura 60). Sin

148



DISCUSION

embargo, aumentando el tiempo de exposicion de la NRX1a a 48h pudimos observar
efectos relevantes en la neurotransmision, al disminuir las corrientes excitatorias
postsinapticas en ~50% (Figura 61) y reducir el tamafio funcional del RRP ~60%, sin
alterarse la entrada de calcio presinaptico (Fig. 62 y 63). Ademas, comprobamos que
los efectos de la neurexina-1a y de la pregabalina son mutuamente excluyentes, ya
gue ambos compuestos compiten por el mismo sitio de unién en la subunidad a26-1
(Figura 59) y por tanto, la presencia de los dos compuestos no produce una mayor
reduccion en el valor del RRP (Figura 63). Consideramos que la NRX1a ejerce su
accion de forma mas relevante sobre las subunidades a26-1 localizadas en las
sinapsis debido a que el gran tamafio del péptido (1400aa:Leu31-Thr1431) limitaria
su internalizacién, impidiendo asi que se puedan alcanzar concentraciones
relevantes en el interior celular que puedan explicar su acciéon. Por el contrario, al
tratarse de un péptido de gran tamafio, creemos que su accesibilidad para
interactuar con las subunidades a25-1 en la densa red de proteinas presentes en las
sinapsis es limitada. Ademas, la interaccion de a28-1 con los canales de calcio en
las zonas activas oculta algunos de sus epitopos (Cassidy et al., 2014) y por ello,

podria necesitar mas tiempo para poder ejercer su accion.

A modo de resumen, las observaciones mencionadas sugieren que la
subunidad a26-1 actia como wuna plataforma molecular regulando la
neurotransmision acoplada a los canales tipo N, actuando como un sensor
extracelular de ligandos enddgenos y exdgenos cuya union (ej. pregabalina o
neurexina) produce un desacoplamiento de la liberacion sincrénica de
neurotransmisores acoplados a los canales de calcio voltaje-dependientes del tipo N
(Figura 82). Nuestros resultados estan a favor de que las subunidades 026-1
expresadas en los SCMs estan acopladas a los canales de calcio de tipo N (Figura
49), de forma similar a la asociacion de la subunidad a28-2 con los canales de tipo L
en las células ciliadas internas (Fell et al., 2016). En esta tesis desvelamos la
implicacion de la region extracelular de la NRX1a en la regulacion de la liberacion de
neurotransmisores (Figura 83). Aunque no hemos establecido el mecanismo
proteolitico que causa la liberacion del ectodominio de la NRX1la, podemos
especular con posibles vias implicadas. Las condiciones inflamatorias relacionadas
con el dolor neuropético podrian estimular la secrecion de metaloproteasas de la

matriz extracelular (MMPs) o ADAMs por parte de las células gliales (Old et al.,
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2015), capaces de cortar muchas proteinas sinapticas de adhesién (Bajor &
Kaczmarek, 2013). Adema4s, teniendo en cuenta que la interaccion con a26-1 es
mutuamente excluyentes con pregabalina, el incremento de la presencia de la region
extracelular de la NRX1a durante condiciones inflamatorias podria contribuir a la

variabilidad descrita de los gabapentinoides (Moore et al., 2011).

3. La sobreexpresion de a26-1 potencia los efectos de la pregabalina y la
neurexina-1a

Debido a que los SCMs también expresan las subunidades a26-2 y 3 (Figura
40), evaluamos si las acciones ejercidas tanto por la pregabalina como por la NRX1a
estaban mediadas de forma exclusiva por la coordinacién de la subunidad a25-1 con
los canales de calcio de tipo N. Los gabapentinoides se unen con gran afinidad a la
subunidad a26-1, pero también se unen a la subunidad a2&-2 (Li et al., 2011). La
NRX1a tiene una gran afinidad por a26-3, se une a a26-2 (Tong et al.,, 2017) y
compite con la gabapentina por su union a a26-1 (Figura 59). Por ello, para
descartar la implicaciéon de las isoformas a26-2 y 3 en los efectos observados,
modificamos genéticamente los SCMs sobreexpresando la subunidad a26-1

utilizando dos sistemas de sobreexpresion diferentes (Figura 65).

En modelos animales de dolor neuropatico se ha demostrado que existe un
aumento en la expresion de la proteina a26-1 tras producirse una lesion nerviosa
(Luo et al., 2001; Xiao et al., 2002; Boroujerdi et al., 2008; Bauer et al., 2009) como
consecuencia de la actividad alterada de los nociceptores (Boroujerdi et al., 2008). El
resultado que produce el cambio molecular es un incremento en la liberacién de
neurotransmisores en las neuronas nociceptivas de la médula espinal (Zhou & Luo,
2014) que contribuyen a la sensibilizacion de los nociceptores (Zhou & Luo, 2015) y
en consecuencia, al establecimiento del dolor neuropatico. Ademas, también se ha
observado que los animales modificados genéticamente que sobreexpresan a26-1

desarrollan alodinia mecanica de forma natural (Li et al., 2006).

Se hipotetiza que mecanismo de accion de los gabapentinoides esta asociado
a una reduccién en la liberacibn de neurotransmisores. Sin embargo, las
observaciones obtenidas sobre su accion de forma aguda en este sentido son
contradictorias. Biggs y colaboradores mostraron que la pregabalina si bloquea la

transmision sinaptica en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal y que la

150



DISCUSION

reduccion en la liberacién de neurotransmisores en presencia de la pregabalina no
se debia a una alteracion del canal de calcio (Biggs et al., 2014). Sin embargo, en
otros estudios tanto la gabapentina como la pregabalina parecen ser inefectivas
(Hendrich et al., 2008; Hendrich et al., 2012). Por otra parte, en un modelo animal de
dolor neuropético que desarrolla alodinia mecanica, el tratamiento agudo con la
gabapentina si restaura la transmision sinaptica hasta niveles previos a la lesion
(Alles et al., 2017). Por lo tanto, como consecuencia de la aplicacion en agudo de los
gabapentinoides se hipotetiza que se produce un descenso en la excitabilidad de las

neuronas de la médula espinal (Biggs et al., 2014; Alles et al., 2017).

Modificando genéticamente los SCMs conseguimos desarrollar un modelo in
vitro de “neurona neuropatica”. Utilizando dos sistemas de sobreexpresion diferentes
comprobamos que la sobreexpresiéon de la subunidad a2d-1 produce un aumento en
la cantidad de proteina a28-1 en los microcultivos, aunque ésta fue variable (Figura
67). Debido a que la expresion de las subunidades a2 establece la probabilidad de
liberacién de las vesiculas sindpticas en sinapsis centrales (Hoppa et al., 2012),
esperabamos poder asociar el cambio morfolégico con un algun cambio funcional en
los SCMs. Comprobamos que la sobreexpresion de la subunidad a28-1 se traduce
en un aumento del tamafio funcional del RRP en los SCMs y ademas observamos
que la sobreexpresion de a26-1 genera EPSCs de mayor tamafio (Figura 68). A
continuacion, comparando las acciones que ejercen la pregabalina y la NRX1a en
las neuronas que expresan niveles basales de a2d-1 (Figura 69) y en las que
sobreexpresan de forma especifica la subunidad a2d-1 (Figuras 70 y 72),
confirmamos que las acciones ejercidas por la pregabalina y la NRX1a sobre la

neurotransmision estan mediadas por su unién a la subunidad a25-1.

En el caso de la pregabalina, observamos que su accién se vuelve mas
sensible a la sobreexpresiéon de a26-1, al obtener una inhibicion mayor en las
corrientes excitatorias postsinapticas de aquellas neuronas que inicialmente
presentan EPSCs més grandes, utilizando concentraciones menores del farmaco
(Figura 70). Por otra parte, la accidén del ectodominio recombinante de la neurexina-
1a se vuelve sensible a la sobreexpresion de la subunidad en agudo (Figura 72),
debido probablemente a una mayor accesibilidad de las subunidades a26-1 al

péptido recombinante.
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Debido a su privilegiada localizacién extracelular en las zonas activas, las
subunidades 026-1 emergen como una diana sinaptica comun desde donde
farmacos como los gabapentinoides o moléculas enddgenas como el ectodominio de
la neurexina-1la pueden controlan la neurotransmision sincronica (Figuras 82 y 83).
Aungue nuestros experimentos no revelan la via de transduccion asociando el RRP
con las subunidades a2d, un posible candidato podria ser la proteina RIM. Las
proteinas RIM estan en contacto con los canales de calcio dependientes de voltaje
en las zonas activas (Kaeser et al.,, 2012) y estan implicadas en la liberacion
sincrénica de neurotransmisores afectando al anclaje y preparacion de las vesiculas
sinpticas en la zona activa (Kaeser et al., 2011). Ademas, se ha descrito que una
putativa interaccién de a26-3 con RIM podria ser determinante para la homeostasis
de las zonas activas (Wang et al., 2016). Nuestros resultados apuntan a evaluar la
posibilidad de que a26-1 es capaz de sefalizar al RRP a través de RIM. La
participacion de otras familias similares de proteinas como las RIM-BPs (Sudhof,
2012) o la contribucién directa de los canales de calcio dependientes de voltaje

(Chen et al., 2017) también deberia considerarse.

Por ultimo, y en base a los resultados obtenidos durante la tesis, cabria
remarcar que seria muy interesante desarrollar en el futuro algdn ensayo de HTS
gue permitiera obtener una medida directa de la liberacién de neurotransmisores en
cultivos masivos neuronales. Debido a que los gabapentinoides regulan de forma
aguda la neurotransmisién sincronica sin alterar la entrada de calcio presinaptico
(Figuras 50 y 51) a través de las subunidades a28-1 sinapticas (Figura 58), éstas
emergen como una potencial diana a explorar por las compafias farmaceuticas. En
este sentido, el desarrollo de nuevos ensayos de HTS que permitan identificar
potenciales farmacos analogos a los gabapentinoides seria una posible estrategia a
valorar por las compafias farmaceduticas, en la basqueda de nuevos farmacos que

actuen contra el dolor neuropético.
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Figura 82. Los gabapentinoides alteran la organizacion fisica establecida entre los canales de
calcio de tipo N y las vesiculas sinapticas de la zona activa. A) En los SCMs las subunidades
a26-1 funcionan como una plataforma molecular que regula el acoplamiento entre la entrada de ca”
presinaptico por los canales de calcio de tipo N y la liberacion de las vesiculas sinapticas ancladas a
la zona activa. B) La interaccion de la pregabalina con la subunidad a26-1 inhibe la liberacion
sincrénica de las vesiculas singpticas en los SCMs de forma aguda. El efecto no estéa relacionado con
una reduccion en la entrada de Ca®" presinaptico. Por el contrario, el efecto reside en una alteracion
de la organizacion fisica establecida en las zonas activas entre los canales de calcio de tipo N y las
vesiculas sinapticas del depdsito de liberacion rapida.
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Figura 83. Implicacién de la region extracelular de la neurexina-1a en la regulacion de la
neurotransmision. A) La region extracelular de la neurexina-1a (Leu31-Thr1431) regula la liberacion
sincrénica de neurotransmisores en los SCMs. Su interaccion con la subunidad a2d-1 afecta a la
liberacion de las vesiculas sinapticas ancladas a la zona activa, sin modificar la entrada de calcio
presinaptico. Los efectos de la NRX1a son similares a los ejercidos por la pregabalina pero, al
competir las dos moléculas por la uniéon a la subunidad a26-1 en el mismo sitio de unién, sus
acciones son mutuamente excluyentes. B) En condiciones de dolor neuropatico, las células gliales
podrian estimular la secrecion de metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs), capaces de
cortar proteinas sinapticas de adhesidbn como la neurexina-1a e inhibir la liberacion de
neurotransmisores a través de la interaccion de la regién extracelular de la NRX1a con la subunidad
a26-1.
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Figura 84. Mecanismo propuesto de la regulacién de la neurotransmision por a28-1. A) En los
SCMs, las subunidades a26-1 acopladas a los canales de calcio de tipo N localizados en las zonas
activas, actian como sensores capaces de reconocer ligandos exdgenos y endégenos cuya principal
funcion es regular el acoplamiento entre la entrada de calcio por los canales de tipo N con la
liberacién de las vesiculas sinapticas del RRP. B) La sobreexpresion de la subunidad a26-1 produce
cambios funcionales en el acoplamiento de las vesiculas del RRP con los canales de calcio de tipo N.
Los cambios funcionales generados causan una mayor coordinacion entre los canales de calcio de
tipo N y las vesiculas sinpticas de la zona activa. Como consecuencia se produce un aumento del
tamafio funcional del RRP (Fig 68) y se liberan més vesiculas del RRP cuando llega un potencial de
accion, lo cual genera EPSCs anormalmente grandes, que incrementan su tamafio >40% (Fig
68).Ademas, debido a la sobreexpresion de a28-1 probablemente se inserten mas canales de calcio
voltaje-dependientes en la zona activa (pasan 5-7 dias desde que infectamos los SCMs hasta que
registramos su actividad neuronal). C) La interaccion de ligandos exdégenos, como la pregabalina, o
enddgenos, como el ectodominio recombinante de rata NRX1a, con la subunidad a25-1, produce una
alteracion fisica entre los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo N y las vesiculas del RRP.
Esta alteracion fisica causa un desacoplamiento entre la entrada de calcio presinaptico a través de
los canales de calcio tipo N y liberacidon de las vesiculas sindpticas del RRP. Como resultado se
inhibe la liberacion del RRP > 60% (Fig 63).
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Los cultivos autapticos de neuronas colinérgicas del ganglio cervical superior de
rata suponene un buen modelo para el estudio del mecanismo de accion de los

gabapentinoides a nivel sinaptico.

En las sinapsis colinérgicas in vitro, la liberacion de neurotransmisores esta
controlada por la entrada de calcio en el terminal presinaptico a través de los

canales de calcio voltaje-dependientes de tipo N.

El registro simultaneo de la actividad pre- y postsinaptica en los microcultivos,
utilizando el indicador de calcio presinaptico syGCaMP6f, es una herramienta
muy util que permite discriminar el efecto de los gabapentinoides sobre los

componentes pre- y postsinapticos de la neurotransmision.

La interaccion de la pregabalina con las subunidades a26-1 sinapticas produce

un descenso en la neurotransmision de forma aguda.

La pregabalina disminuye el tamafio efectivo del RRP en la poblacion

homogénea de sinapsis colinérgicas presentes en los cultivos autapticos.

El efecto de la pregabalina sobre la neurotransmision es de origen presinaptico y

no esta relacionado con una reduccion de la entrada de calcio presinaptico.

La pregabalina altera la organizacion fisica establecida entre los canales de

calcio de tipo N y las vesiculas sinapticas de la zona activa.

El ectodominio extracelular de la neurexina-1a se une con gran afinidad a la
subunidad a206-1.

La interaccion de la region extracelular de la neurexina-1a con la subunidad a26-
1 inhibe la neurotransmision de forma similar a la pregabalina, produciendo un
descenso en la liberacion de las vesiculas sinapticas del RRP, sin alterar la
entrada de calcio presinaptico.
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Tanto la pregabalina como el ectodominio extracelular recombinante de la
neurexina-1a compiten por el mismo sitio de union en la subunidad a26-1 para
regular la liberacién sincronica de las vesiculas sinapticas de la zona activa,

siendo sus efectos mutuamente excluyentes.

La sobreexpresion de la subunidad 026-1 en los SCMs potencia los efectos

funcionales de la neurexina y la pregabalina.

Las subunidades a26 son dianas sinapticas desde donde farmacos como los
gabapentinoides, o moléculas endégenas como el ectodominio de la neurexina-
1a, pueden controlar de forma aguda la liberacion sincrénica de

neurotransmisores.

La variabilidad en la composicion molecular de las sinapsis puede ser clave para

explicar la efectividad del tratamiento con los gabapentinoides.
El cribado de alto rendimiento de quimiotecas estudiando la inhibicion de la

entrada de calcio a través de los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo

N permite identificar compuestos con potencial actividad analgésica.
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