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Alteraciones en la transmisidn sinaptica en ratones transgénicos modelo de

migrafia (S218L) y su modulacion por drogas antiepilépticas

Resumen

Ratones transgénicos (knock-in, KI) con mutaciones del canal de calcio P/Q fueron
utilizados como modelos murinos de Migrafia Hemipléjica Familiar tipo I. Se
estudiaron mediante técnicas de patch-clamp (whole cell) las corrientes de calcio
presinapticas (IpCa) en los terminales nerviosos gigantes del caliz de Held y las
corrientes postsinapticas en las neuronas que este inerva. En los KI S218L se observo
la activacion de las IpCa hacia potenciales mas hiperpolarizados y una reduccion de la
amplitud de la corriente de calcio siendo esto ultimo dependiente de la duracién de la
repolarizacion del potencial de accion. A pesar de la reduccion de las IpCa las
corrientes postsinpticas evocadas estan incrementadas asi como la frecuencia pero
no la amplitud de las espontaneas indicando la existencia de un ingreso continuo de
calcio al terminal presinapticos, posible generador de cambios en la maquinaria de

liberacién responsable de la ganancia de funcion observada.

La droga antiepiléptica pregabalina estudiada sobre ratones normales mostro ser
efectiva en disminuir la liberacién evocada a través de la reduccion de la amplitud de
las IpCa y de la remocion de su inactivacion. La mayor tasa de inactivacion observada

en el KI R192Q fue absolutamente removida por la pregabalina.

Palabras claves : céliz de Held; migrafia; S218L; pregabalina; corriente de calcio P/Q;

patch-clamp; transmision sinaptica excitatoria.



Synaptic transmission alterations on transgenic mice model of migraine (S218L)

and its modulation by antiepileptic drugs

Abstract

Transgenic mice models (knock-in, KIl), with the human mutation on the P/Q calcium
channels were used as model of Familial Hemiplegic Migraine type-1. Using patch-
clamp (whole-cell) recordings, it was studied presynaptic calcium currents (IpCa) at the
calyx of Held and postsynaptic currents onto principal cells of the MNTB. It was
observe a shift of the I-V curve to more negative potentials on KI mice and a reduction
of calcium currents (IpCa) depending on the shape of action potentials. Despite the
reduction of IpCa, both amplitude of excitatory postsynaptic currents and frequency of
miniature events were enhanced (without changes on its amplitude). These data
suggest a continuous calcium influx at resting membrane potential which might be

responsible to enhance transmitter release and its possible gain of function.

The anticonvulsant medication pregabalin was tested on WT mice showing a reduction
of postsynaptic currents by reduction of IpCa and removing its inactivation. It was
observed that inactivation rate of IpCa in KI R192Q was larger in KI than WT and it was

completely recovered after PGB application.

Keywords: calyx of Held; migraine; S218L; pregabalin; P/Q calcium currents; patch-

clamp; excitatory synaptic transmission
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Abreviaturas

aCSF: cerebralspinal fluid (fluido cerebroespinal artificial)

aVCN: anterior coclear ventral nucleus (nucleo coclear ventral)

AMPA: a-amino-3-5-metil-4-acido isoxazolepropionico

CCDV: canales de calcio voltaje-dependiente

CSD: cortical spreading depression (propagaciéon de la depresion cortical)
EPSC: Exitatory post-synaptic current (corriente post-sinaptica excitatoria)
FHM: familial hemiplegic migraine (migrafia hemipléjica familiar)

GABA: acido y-aminobutirico

HVA: hight voltage activated (canales de calcio de alto umbral de activacion)
IpCa: corriente de calcio presinaptica

IP: inter-pulso

Isol: Isoleucina

I-V: relacion corriente voltaje

KI: knock-in

KO: knock-out

LSO: lateral superior olive (oliva superior lateral)

LVA: low voltage activated (canales de calcio de bajo umbral de activacion)
MEPSC: miniature EPSC (corriente post-sinaptica exitatoria miniaturas)
MSO: medial superior olive (oliva superior medial)

NMDA: N-metil-D-aspartato

PA: potencial de accién

PGB: pregabalina

PP: pre-pulso

Pr: probabilidad de liberacion

PT: pulso test

STD: short-term depression (depresion a corto término)

WT: wild-type



Consideraciones generales

La siguiente tesis ha sido desarrollada en su mayor extension en el laboratorio dirigido
por el Prof. Dr. Osvaldo D. Uchitel. Sin embargo una parte del trabajo (la
correspondiente al estudio de las propiedades biofisicas de las corrientes de calcio en
el modelo transgénico S218L, Capitulo I) ha sido desarrollado en el laboratorio
“Synaptic transmission in the auditory brainstem and midbrain” dirigido por el Prof. Dr.
J. Gerard Borst (vicedirector del Departamento de neurociencias, Erasmus MC,

Rotterdam, Holanda).

Parte de los resultados desarrollados en el Capitulo Il han sido publicados el trabajo
titulado: “Pregabalin modulation of neurotransmitter release is mediated by change in
intrinsic activation/inactivation properties of Ca(v)2.1 calcium channels”, en el Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 336, 973-982. (2011). Di Guilmi,
M.N., Urbano, F.J., Inchauspe, C.G., and Uchitel, O.D.
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Introduccién general

Introduccion General

Aspectos generales

Las neuronas son células altamente especializadas. Al igual que las células
musculares, se las considera excitables dado que frente a la llegada de un estimulo,
estas responden cambiando sus propiedades eléctricas de membrana. Las neuronas
utilizan dos tipos de sefiales eléctricas de membrana: potenciales localizados y
potenciales de accion (PA). Los potenciales localizados son potenciales graduados
que permiten a células nerviosas individuales desarrollar sus funciones de integracion
e iniciar el potencial de accion. Los PA son impulsos regenerativos que son
conducidos rapidamente durante largas distancias sin atenuacion. Estos dos tipos de
potenciales son el lenguaje universal de las células nerviosas en todos los animales

que han sido estudiados.

El cambio eléctrico generado se propaga en la mayoria de los casos a través de sus
prolongaciones (dendritas y axones). Las neuronas pueden codificar informaciones
complejas dentro de un sistema simple de sefiales eléctricas. Estas sefiales consisten
en cambios del potencial eléctrico de membrana producido por el flujo de corriente
iGnica a través de canales ubicados en la membrana plasmatica. Estas corrientes son
principalmente llevadas a cabo por el movimiento a través de la membrana de iones

como el sodio, el potasio y el cloro.

La comunicacion entre dos 0 mas neuronas se denomina sinapsis, la cual se define
como la relacion funcional de contacto entre las terminaciones de una célula nerviosa
con otra célula que puede ser tanto nerviosa, glandular o muscular. En el espacio
singptico, las células se aproximan sin que exista una continuidad entre sus
membranas plasmaticas donde ocurre la transferencia de la informacion entre la célula

que la emite (presinapsis) y aquella que la recibe (postsinépsis).

Las sinapsis pueden dividirse en eléctricas y quimicas de acuerdo al mecanismo de
transferencia de informacion. En las sinapsis eléctricas, las membranas pre y
postsinapticas establecen uniones estrechas, sin fusionarse, donde se forman
estructuras proteicas que permiten el libre flujo de iones desde el citoplasma del
terminal presinaptico hacia el citoplasma del terminal postsinaptico. De esta manera, el

impulso nervioso que llega a la célula nerviosa presinaptica estimula directamente a la
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Introduccién general

célula postsinaptica. Por el contrario, las sinapsis quimicas establecen la comunicacion
entre células separadas entre si por un espacio de unos 20-50 nanémetros llamado
hendidura sindptica. El impulso nervioso llega a la célula nerviosa presinptica y
desencadena la liberacion de una sustancia llamada neurotransmisor que difunde a
través de la hendidura sinaptica hacia la célula postsinaptica. Los receptores proteicos
que se encuentran en la membrana postsinaptica se unen a los neurotransmisores
produciendo la apertura de canales idnicos (ionotrépicos) o desencadenando una
cadena de segundos mensajeros (metabotrépicos) a fin de generar la transmision del

impulso nervioso.

En las sinapsis quimicas, el terminal presinaptico contiene la maquinaria molecular
necesaria para funcionar como un compartimento subcelular autbnomo altamente
especializado en el trafico local y el reciclado de las vesiculas sinapticas que contienen

diferentes sustancias o neurotransmisores.
Pooles de vesiculas sinpticas

El concepto de pooles vesiculares establece poblaciones de vesiculas que se
encuentran en diferentes estados de disponibilidad de liberacién y que, una vez

liberadas, los respectivos pooles vesiculares son repuestos a una tasa especifica.

Cuando un terminal nervioso es estimulado repetitivamente a una alta frecuencia, la
liberacion cae dramaticamente y alcanza eventualmente un nivel bajo de liberacion
constante (Sudhof, 2004). La depresion sinptica durante la estimulacion a alta
frecuencia refleja la deplecion de aquellas vesiculas sinapticas que estaban listas para
ser liberadas. El nivel de liberacion constante que se alcanza luego de la depresion,
corresponde a la tasa de reposicion de las vesiculas que conformaban ese pool
vesicular listo para ser liberado (RRP, readily releasable pool), ya sea a través de su
reciclado o por reclutamiento desde un pool vesicular de reserva (RP, reserve pool). El
namero total de vesiculas que participan en la exocitosis y endocitosis durante la
estimulacion prolongada es referido como el pool de reciclado. Este pool esta
compuesto por el RRP y el RP. En algunas sinapsis ha sido identificado un tercer pool
de reposo que contiene vesiculas que no son recicladas (Sudhof, 2000). La

funcionalidad de este pool no ha sido aun determinada.

La tasa de reposicion de las vesiculas del RRP es un parametro critico para

determinar la repuesta de la sinapsis ante una estimulacion repetitiva. Por lo tanto, la
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tasa y la via por la cual las vesiculas del RRP son repuestas determinan la eficacia
presinaptica y varias formas de plasticidad sinaptica a corto y largo término. El nimero
de vesiculas que contiene el RRP regula la probabilidad de liberacién (Pr), la cual es
definida como la probabilidad que un potencial de accidn presinaptico resulte en un
evento de exocitosis. Sin embargo, existen discrepancias para definir que pool o que
pardmetros del pool de liberacion (como ser la Pr) se ven alterados durante una
estimulacion repetitiva (Schneggenburger y col.,, 2002). Dependiendo de las
condiciones experimentales e historia previa de la célula, se postulan diversos
mecanismos entre los cuales se propone que durante una fase de depresion
sostenida, se movilicen vesiculas dentro de un mismo pool con distintas Pr (Wu y
Borst, 1999), o como contrapartida, se movilicen diferentes pooles (Muller y col.,
2010).

Clasificacion de los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV)

El calcio entra al terminal sinaptico a través de canales de calcio que poseen
propiedades biofisicas que dependen del voltaje. Los canales de calcio, son complejos
de proteinas heteromericas formadas por la asociacion de multiples subunidades (a1,
a2-8, By vy, Fig. I) anclados a membrana. En los canales de calcio, al igual que otros
canales dependientes de voltaje, estas subunidades (o dominios) pueden ser tanto
regulatorias (al) como accesorias (a2-6, B y y). Estas subunidades son responsable
de modular las propiedades biofisicas de los canales las cuales comprenden desde el
sensado de voltaje por medio del la subunidad regulatorio al (Lacerda y col., 1991,

Singer y col., 1991) hasta la expresion en membrana del canal, mediado por la

subunidad accesoria B (Felix y col., 1997; Bichet y col., 2000; Sokolov y col., 2000).

Figura | . Estructura general de los canales de

calcio sensibles a voltaje. Estos canales son
proteinas multimericas que comprenden una
subunidad principal al y diferentes subunidades
auxiliares como la a26, B y y. La subunidad 02®
es uno de los principales sitios de interaccion
con otras proteinas o farmacos. La subunidad al
constituye el poro permeable a los iones y es
donde se encuentra el sensor de voltaje. Esta
tiene cuatro dominios homologos (I-1V) cada uno
compuesto por seis helices transmembrana (S1-
S6) donde la cuarta hélice constituye el sensor

Sitio de unién
a la subunidad a2-5

Extracelular

PRESER: M-/ /7 de voltaje. La subunidad a2d esta altamente N-
/___ glicosilada y la unién entre el dominio a2y 6 es
Sl mediante dos puentes disulfuro. La subunidad

es una proteina intracelular que media la
modulacion de los canales de calcio por kinasas
intracelulares. La subunidad y esta glicosilada y
posee cuatro segmentos transmembrana.
(Sacado de Dooley, 2007).
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En particular, el poro que forma la subunidad al de los canales de calcio (Fig. Il) esta
constituido por repeticiones de cuatro dominios internos (I-1V), los cuales consisten en
seis segmentos trans-membrana a-hélices (S1-S6) y un loop intracelular que conecta
los segmentos S5 y S6 (Catterall, 2000). La subunidad al determina la propiedad
funcional méas importante del canal, el sensado de los cambios de voltaje a través de la
membrana, y define al subtipo de canal (Catterall, 2000), mientras que las otras

subunidades modulan sus propiedades biofisicas (Walker y De Waard, 1998).
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Figura Il. Estructura de subunidades y regulacion de los canales de calcio. La estructura de las subunidades de
los canales de calcio esté ilustrada como modelos de plegados transmembrana. Las a hélices estan expresadas como
cilindros y la longitud de las lineas correlaciona con el tamafio aproximado de las cadenas polipeptidicas. Las lineas en
zigzag en la subunidad 6 representan su anclaje a la membrana mediante glicofosfatidilinositol. (Adaptado de Catterall,
2000y 2011).

La clasificacion de estos canales puede ser dividida de acuerdo a diferentes criterios

que comprenden sus propiedades farmacolégicas, genéticas y/o electrofisioldgicas.

El estudio farmacoldgico de los CCDV ha sido realizado utilizando toxinas especificas
y compuestos organicos o inorganicos que bloquean los canales selectivamente
(Tabla I). Actualmente, los CCDV han sido clasificados de acuerdo a las homologias
genéticas de su subunidad al: Cayl.l a 1.4, Cay2.1 a 23 y Ca/3.1 a 3.3.
Electrofisiolégicamente, se clasifican en canales de calcio dependientes de voltaje de
alto umbral de activacion (en ingles hight voltage activated, HVA) y de bajo umbral de
activacion (low voltage activated, LVA). Los primeros estan constituidos por la
asociacion de multiples subunidades (al, a2-6, By vy, Fig. 1) y a este grupo pertenecen
los subtipos Cayl y Cay2 (N, L, Ry P/Q) mientras que los canales dependientes de
voltaje de bajo umbral de activacion estan formados solamente por la subunidad a1,

perteneciendo a este grupo el canal tipo Cay3 (T).
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Tabla I. Clasificacién de los canales de calcio y su rol fisiolégico

Tipo de N
Canales d N Localizacion Bloqueante: . e e
E_S e corriente c. z:ac q E - s Funciones Enfermedades Hereditarias
Calcio . principal especificos
de calcio
Acople exitacién-contraccion en musculo
Cay1.1 L Musculo esqueletico DHPs esqueletico, homeostasis de Ca®*, regulacion de Paralisis pericdica hipocalemica
la transcripcion
Acople exitacion-contraccién en musculo
Musculo cardiaco cardiaco y liso, secresion endécrina, transitorios Sindrome de Timothy: arritmia
Ca,1.2 L Cel. Enddcrinas DHPs de calcio en soma y dendritas, regulacién de cardiaca con anormalidades en el
Neuronas actividad enzimatica, regulacion de la desarrollo y desordenes de autismo
trasnscripcion
Cel. Endécrinas Secresion endocnna, marcapaso cardiaco,
Ca,1.3 L s DHPs transitorios de calcio en soma y dendritas, -
Neuronas o~ .
transduccion auditiva
Ca1.4 L Retina DHPs Transduccion visual Ceguera nocturna estacionaria
Cay2.1 PlQ Terminales nerviosos w-Agatoxina Liberacion de neumtransmnso.r. transitorio de Migrafia hemiplejica familiar, ataxia
Ca2+ en las dendritas cerebelosa
ca22 N Terminales a.ﬂemcsos W-CT%-GVIA Liberacién de neumtransmuson.‘. transitorio de
Dendritas Ca2+ en las dendritas
Soma Potenciales de accién dependientes de Ca2+
Cay2.3 i 2 : - . -
v R Dendritzs, SNX-482 liberacién de neurotransmisor
Terminales nerviosos
Musculo cardiaco Szcctariol f
Cay31 T Musculo esqueletico ; . Marcapaso y disparo repetitivo -
mibefradil
Neuronas
Musculo cardiaco 2-octanol / ) "
Ca3.2 =
ayd T Neuronas mibefradil Marcapaso y disparo repetitivo
Ca,3.3 T Neuronas 2-oct / mibef Marcapaso y disparo repetitivo Ausencia de conciencia

Algunas de las toxinas utilizadas para bloguear los CCDV. w-agatoxina IVA (w -Aga-IVA) bloquea selectivamente
P/Q. La w-conotoxina-GVIA (w-CgTX-GVIA bloquea especificamente los canales de tipo N). La SNX-482 bloquea
selectivamente el canal tipo R. Por otro lado, un grupo de compuestos organicos utilizado para el estudio de CCDV es
el de las dihidropiridinas (DHPs). Estas drogas poseen una estructura de tipo piridina e incluyen compuestos tales
como la nitrendipina, la nifedipina, la nimodipina, la isradipina y el Bay K 8644. Las DHPs son consideradas especificas
para los canales de tipo L, sin embargo, otros canales de calcio, en particular los de tipo T, pueden mostrar sensibilidad
a ellas (Akaike y col. 1989). Otros compuestos organicos como ser el 2-octanol y el mibefradil bloquean con gran
eficiencia los canales T. Entre los compuestos inorganicos utilizados para bloquear los canales de calcio, se
encuentran iones divalentes como el niquel, que bloguea indistintamente los canales tipo Ry T, y el cobalto y el cadmio
que no presentan selectividad (Adaptado de Catterall, 2000 y 2011).

Canales de calcio Ca 2.1

La subfamilia Ca,2 (Cay2.1, Cay2.2 y Cay2.3) esta altamente relacionada con la
liberacion de neurotransmisor en las sinapsis rapidas convencionales (Olivera y col.,
1994; Dunlap y col., 1995).

Los canales de calcio Cay2.1 (P/Q) estan localizados en los terminales presinapticos y
las membranas somatodendriticas ubicados tanto en el cerebro como en la medula
espinal (Westenbroek y col., 1995). EI gen CACNA1A sufre splicing alternativo en
multiples locus de forma edad-, sexo- y especie dependiente (Bourinet y col., 1999;
Soong y col., 2002; Chaudhuri y col., 2005; Kanumilli y col., 2006; Chang y col., 2007).
Esto trae como resultado multiples variantes de splicing con diferente distribuciéon
neuronal, y localizacion subcelular, diferentes propiedades biofisicas y diferente
sensibilidad a la w-AgatoxinalVA. Adicionalmente, una mayor diversidad funcional esta
dada por las diferentes combinaciones de la subunidad al con las distintas

subunidades accesorias (Luvisetto y col., 2004).
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Los canales de calcio P/Q juegan un papel predominante en la iniciacion del PA
evocando la liberacion de neurotransmisor en las sinapsis del sistema nervioso central
(Pietrobon, 2005). En muchas sinapsis del SNC los canales de calcio P/Q, Ny R
cooperan en el control de la liberacién de neurotransmisor, pero los canales P/Q tiene
un rol predominante particularmente dado por la alta eficiencia en el acople a la
magquinaria exocitética (Mintz y col., 1995; Wu y col., 1999; Qian y Noebels, 2001; Li y
col., 2007). De esta manera, no solo la localizacién preferencial de los canales P/Q
cercanos a las vesiculas en los sitios de liberacién, sino también una mayor eficiencia
en la activacion de los canales P/Q en forma relativa a lo que se observa en Ny R
(durante PA cortos) contribuyen a mejorar la eficiencia sinaptica durante la liberacion

de neurotransmision.

En muchas sinapsis del sistema nervioso central, incluyendo las sinapsis inhibitorias
entre las células de Purkinje y las neuronas del nucleo cerebelar profundo (deep
cerebellar nuclei, DCN), existe un cambio durante el desarrollo relacionado con la
expresion de diferentes subtipos de canales de calcio que median la transmision
singptica aumentando la contribucion relativa de los canales P/Q con la edad, hasta
volverse exclusivamente dependiente de dichos canales (lwasaki y col., 2000). Un
punto importante para destacar, es que esto ocurre entre P12-P16, ventana temporal
en la cual comienzan los sintomas ataxicos en los ratones knock-out (KO) de P/Q (Jun
y col., 1999; Fletcher y col., 2001).

En el céliz de Held, la carencia de canal P/Q en el KO es parcialmente compensada
por un incremento en la corriente mediada por el canal N lo cual conlleva a una
dependencia de la neurotransmision por el canal N (Inchauspe y col., 2004; Ishikawa y
col., 2005), una caracteristica comun descripta para otras sinapsis del sistema
nervioso central del KO del P/Q (Jun y col., 1999; Piedras-Renteria y col., 2004). Sin
embargo, los canales N en los KO de P/Q se localizan a grandes distancias y tiene un
acople menos efectivo para la liberacion que los canales P/Q en los animales WT
(Inchauspe y col., 2007) sugiriendo que es una propiedad especifica de los canales

P/Q la interaccion cercana con la maquinaria de liberacion.

Dentro de los canales de calcio, los canales P/Q son los Unicos que poseen la
capacidad de interaccionar y ser modulados por un niumero de proteinas que unen
calcio (Catterall y Few, 2008). Como resultado de esto, los canales P/Q presentan
tanto inactivacion como facilitacion calcio-dependientes. Esta regulacion calcio-

dependiente de los canales P/Q presinapticos puede jugar un rol crucial en la
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plasticidad sinaptica de corto termino durante trenes de potenciales de accién
(Inchauspe y col., 2004; Mochida y col., 2008). La expresion diferencial de diferentes
proteinas reguladoras calcio-dependientes y/o diferentes variantes de splicing de los
P/Q, confieren al sistema una regulacion neurona-especifica de los canales P/Q y

sobre la plasticidad a corto termino.

La localizacion somatodendritica de los canales P/Q pone énfasis también en su rol
postsinaptico (ej. en la excitabilidad neuronal; Pineda y col., 1998; Womack y col.,
2004), expresién génica (Sutton y col., 1999), sefializacion de calcio local (Eilers y col.,

1996) y supervivencia celular (Fletcher y col., 2001).

Los canales P/Q se expresan en todas las estructuras cerebrales que han sido
implicadas en la patogénesis de migrafia y/o en el dolor migrafioso, incluyendo la
corteza cerebral, el ganglio trigeminal y el nucleo en el tallo encefalico involucrado en
el control central de la nocicepcion y su expresion es particularmente alta en el

cerebelo (Pietrobon y Striessnig, 2003).

En la corteza cerebral, la neurotransmision glutamatérgica excitatoria,
mayoritariamente procedente de las células piramidales en diferentes areas corticales,
esta predominantemente mediada por los canales P/Q (lwasaki y col., 2000; Koester y
Sakmann, 2000; Rozov y col., 2001; Ali y Nelson, 2006; Zaitsev y col., 2007; Tottene y
col., 2009) con la notable excepcién de la sinapsis entre la capa 5 de las células
piramidales y las interneuronas bipolares de disparo en rafagas (burst-firing) de la
corteza motora (Ali y Nelson, 2006). La activacibn de la corteza seguida de la
estimulacion talamica en rodajas talamocorticales fue completamente inhibida por el

blogueo de los canales P/Q (Llinas y col., 2007).

Los canales P/Q median alrededor del 40% del influjo de calcio durante la fase de
repolarizacion de los potenciales de accion generados a lo largo de las dendritas y
espinas sinapticas de las células piramidales de la corteza de la capa 2/3 (Koester y
Sakmann, 2000) y contribuyen a la regulacién del nivel umbral de disparo del potencial
de accion intrinseco de esas neuronas via la actuacion de conductancias de potasio-

calcio dependientes (Pineda y col., 1998).
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Rol de los canales de calcio en la fisiologia sinaptica

Los canales de calcio dependiente de voltaje y el acoplamiento entre la exocitosis y la

endocitosis

Una vez que el PA se propaga por el terminal presinaptico, los canales de calcio
dependientes de voltaje se abren en respuesta a la despolarizacién del potencial de
membrana. El influjo de calcio a través de estos canales desencadena la liberacion del
neurotransmisor y presenta un papel central en la coordinacion del reciclado vesicular
acoplando las maquinarias de la exocitosis y la endocitosis (Fig. Ill). Los procesos de
exo-endocitosis estan vinculados temporalmente, ya que comparten el mismo estimulo
(la entrada de calcio extracelular a través de los CCDV) y son completados entre si en
el rango de milisegundos o0 segundos, respectivamente. Ademas, los CCDV
interaccionan con proteinas involucradas en la exocitosis y en la endocitosis,
acoplando espacialmente estos procesos. El acoplamiento entre la exocitosis y la
endocitosis es un elemento crucial y central en el mantenimiento de la transmision
sinaptica. Bajo condiciones donde la tasa de fusion vesicular es elevada (como podria
ser el caso de una neurona disparando a alta frecuencia durante un periodo sostenido)
es probable que este acoplamiento sea un factor limitante y por lo tanto un punto

propenso a ser regulado.

Potencial de Accion Presinaptico (PApe) PA pre

Apertura de canales 03 ms I 25mV
de calcio !
A 4

Corriente de Calcio (IpCa)

LI |
) IpCa : : | 0,5 nA
el | oy X B
: 4 1 1
Exocitosis Tasa de : \ | 0,5ms"1
liberacion i

Unién del neurotransmisor a los 04 ms
receptores postsinapticos ’

. A , |2na ]
Corriente Postsinaptica Exitatoria (EPSC) EPSC

_Sumaci[’)n de_ los EPS(_DI 0.1 ms _Probabilidad
dispara potencial de accion 3 I 25 mV de respuesta
Potencial de Accion Postsinaptico APpost
0.5ms —
Figura Ill. Secuencia de reacciones que conducen la transmisiéon sinaptica. Las reacciones principales con las

constantes de tiempo asociadas se muestran a la izquierda y los trazos de las correspondientes reacciones en el céliz
de Held son ilustradas a la derecha. La barra de calibracion temporal es valida para todos los trazos (adaptado de
Sudhof, 2004).
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Alteraciones sinpticas mediadas por canales de calcio

Canalopatias

El estudio genético de diversas formas de epilepsia, dolor crénico y migrafia causado
por mutaciones en canales i6nicos, han sido de gran utilidad para comprender los
mecanismos moleculares, patogénesis y aproximaciones terapéuticas de desordenes
neurolégicos complejos. La ganancia de funcion, entendida como un aumento en la
conductancia i6énica de un canal sensible a voltaje, es la primera causa de la epilepsia
generalizada con ataques febriles. Esta fue originalmente descripta por mutaciones

missence en los canales de sodio Nay1.1,

Al igual que los canales de sodio, los canales de calcio son blancos moleculares para
las mutaciones que causan distintas enfermedades hereditarias incluyendo migrafia,
paralisis periddica, arritmia cardiaca, epilepsia y algunos casos de autismo (Catterall y
col, 2008). En particular, la migrafia hemipléjica familiar esta causada por mutaciones
en los canales de calcio tipo P/Q (Cay2.1) cuyas corrientes suelen mediar la liberacion
de neurotransmisor. En muchos casos, estas mutaciones incrementan la activacion de
los canales de calcio a potenciales de membrana mas negativos e incrementar la
liberaciéon de neurotransmisor en sinapsis corticales glutamatérgicas (Tottene y col.,
2009).

Neurobiologia de la migrafia

La migrafia es un desorden cerebral deshabilitante con una gran incidencia en la
poblacion (afecta alrededor del 10-12% de la poblacion occidental, con una
prevalencia maxima entre la cuarta y quinta década de la vida). Es caracterizado por
ataques recurrentes de jaquecas unilaterales usualmente acompafiado por nausea,
fonofobia y fotofobia. En al menos un 20% de los pacientes, la jaqueca es precedida
por sintomas neuroldgicos transientes, frecuentemente visuales que pueden también
involucrar otros sentidos, denominando a este fenbmeno “aura”. Esta patologia tiene
una gran incidencia en la poblacién afectando mayoritariamente a las mujeres (43% de

mujeres y 18% en varones; Stewart y col., 2008).

Dentro del craneo, la sensibilidad al dolor esta principalmente restringida a los vasos
sanguineos meningiales los cuales estdn densamente inervados por fibras aferentes

sensoriales nociceptivas de la division oftalamica de los nervios del trigémino. Se cree
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gue el desarrollo de la jaqueca migrafiosa depende de la activacion de estas aferentes
(Pietrobon y Striessnig, 2003). Esto ultimo da lugar a la teoria vascular de la migrafa,
la cual estd ampliamente aceptada: considera que los sintomas del “aura” de la
migrafia estan causados por una isquemia transiente que es inducida por la
vasoconstriccion y que la jagueca surge como un efecto de la vasodilatacién de las
arterias intracraneales y consecuente activacion mecanica de las fibras sensoriales

perivasculares.

La iniciacion del dolor relacionado con la migrafia requiere la activaciébn de las
aferencias trigeminales que inervan las meninges. La activacion de estos nociceptores
meningiales permite la liberacion de péptidos neuroactivos a sus terminales nerviosos
periféricas y activacion de neuronas de segundo orden en el nicleo trigeminal
caudalis, seguido de la activacibn de estructuras cerebrales involucradas en el
procesamiento y percepcion del dolor (Pietrobon, 2010a). La perseverancia del dolor
asociado a la migrafia por periodos prolongados involucra la sensitizacion de
nociceptores meningiales y sensitizacion autosostenida de neuronas centrales del
sistema trigeminovascular. El &rea ventrolateral de la sustancia gris periacueductal
caudal esta involucrado en el dolor craneovascular no solo a través de las
proyecciones ascendentes del tdlamo, sino también de la modulacion descendente
(principalmente inhibitoria) de la informacién aferente nociceptiva (Knight y Goadsby,
2001). Esta generalmente aceptado que la primera causa de la migrafia se encuentra
en el cerebro, pero su naturaleza y mecanismo de disfuncién primaria del cerebro
relacionado con la activacion de los nociceptores en la meninge continua siendo
incierto y controversial (Pietrobon y Striessnig, 2003; Charles, 2009; Goadshy y col.,
2009).

Desde hace algunos afios, se propone a la propagacion de la depresién cortical
(cortical spreading depresion, CSD) como el elemento clave en la patogénesis de la
migrafia. La CSD puede ser inducida en modelos animales por estimulacién focal
(eléctrica, mecanica o alto potasio) de la corteza cerebral. La CSD esta asociada con
una disrupcién de los gradientes idnicos en la membrana: por un lado una masiva
entrada de calcio y sodio y por otro una masiva salida de potasio siendo estos factores
responsables de la liberacion de glutamato (Somjen, 2001). Como otros desbalances
ionicos, se cree que éste genera la despolarizacion de neuronas y células gliares
adyacentes permitiendo la propagacion de una onda despolarizante (Ledo, 1944;
Somjen, 2001; Charles y Brennan, 2009). Diferentes lineas de evidencias, en particular

a partir de descubrimientos desarrollados con técnicas de imagenes (neuroimaging),
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indican que el aura de la migrafia esta dado por eventos tipo-CSD en las cortezas
sensoriales (Bowyer y col., 2001; Hadjikhani y col., 2001; Ayata, 2009). Estudios
desarrollados sobre animales avalan la idea que la CSD podria ser la iniciadora de los
mecanismos de jaqueca (Bolay y col., 2002; Ayata y col., 2006; Ayata, 2009) pero la
conexién entre la CSD y la jaqueca en pacientes (especialmente en aquellos que
presentan migrafia sin aura) continua siendo una pregunta abierta. Los mecanismos
que hacen del cerebro migrafioso susceptible a episodios “espontaneos” de CSD en
respuesta a disparados especificos son aun desconocidos. Los pacientes con migrafia
son hipersensibles a cualquier tipo de sobrecarga sensorial y ésta es una fuerte
evidencia de la excitabilidad cortical alterada y procesamiento anormal de la
informacién sensorial en el cerebro en los periodos entre ataques migrafiosos (Welch,
2005; Aurora y Wikinson, 2007; Coppola y col., 2007).

Migrafa hemipléjica familiar

La migrafia tiene un fuerte componente genético pero no se han encontrado los genes
responsables de esta patologia a excepcion de la migrafia hemipléjica familiar (FHM),
un subtipo de migrafia monogénica rara con “aura” que se inicia en la infancia. La FHM
es caracterizada por sintomas de “aura” motores que consisten en debilidad motora o
pardlisis, la cual es usualmente, pero no siempre, unilateral. Se describen tres o cuatro
sintomas presentes generalmente en los ataques de la FHM: visual, sensorial, motor y
sintomas afasicos. En contraste con otros tipos de migrafia, algunos pacientes
portadores de la FHM pueden tener ataques severos con perdida de conciencia

(coma) y/o hemiplejia prolongada los cuales pueden durar varios dias.

La Organizacion Mundial de la Salud clasifica la migrafia como una de las 20
enfermedades mas discapacitante. A pesar de los grandes costos personales y
sociales, las terapias farmacolégicas para prevenir y tratar la migrafia resultan
insatisfactorias en muchos pacientes. Hasta el momento, las Unicas aproximaciones
para estudiar esta patologia pueden ser logradas por el estudio de los mecanismos
moleculares y celulares de la FHM, un tipo monogénico de migrafia heredada, con

“aura” y caracteristicos ataques migrafiosos asociados con la hemiparesis transiente.

En particular, la FHM tipo 1 (FHM1) es causada por mutaciones en el gen CACNAL1A,
el cual codifica para el poro formado por la subunidad al del canal de calcio tipo P/Q
(Figura V; Ophoff y col., 1996). Algunas de las mutaciones generadas en la FHM1

modifican las propiedades biofisicas de los canales destacando entre ellas la
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activacion del canal a voltajes menores e incrementando el influjo de calcio a través de
estos (ganancia de funcion; Tottene y col., 2002, 2005; Pietrobon, 2007) e incrementan
la susceptibilidad a la CSD (van den Maagdenberg y col.,, 2004), el mecanismo

usualmente desarrollado por pacientes migrafiosos con “aura” (Lauritzen, 1994).

Las consecuencias funcionales de 13 mutaciones asociadas a la FHM1 (ver letras en
rojo en la Fig. V) han sido investigadas en sistemas heter6logos expresando los
canales P/Q recombinantes (Kraus y col., 1998; Hans y col., 1999; Kraus y col., 2000;
Tottene y col., 2002; Melliti y col., 2003; Mullner y col., 2004; Barret y col., 2005;
Tottene y col., 2005; Weiss y col., 2008; Adams y col., 2009; Serra y col., 2009). Cinco
de estas mutaciones (las cuales estan subrayadas en la Fig. V), han sido estudiadas
en neuronas provenientes de ratones transgénicos que expresan la subunidad al del
P/Q con las distintas mutaciones (Tottene y col., 2002; Cao y col., 2004; Cao y Tsien
2005; Tottene y col., 2005).

Los estudios realizados en sistemas heter6logos mostraron que las mutaciones FHM1
alteran muchas de las propiedades biofisicas de los canales P/Q, obteniéndose
diferentes efectos dependiendo de la mutacion. Un ejemplo de dicha variabilidad
experimental lo constituye la inactivacion del canal en el cual puede resultar
incrementada, reducida o inalterada dependiendo del tipo de mutacion (Adams y col.,
2009). Sin embargo, un efecto que pareceria ser consistente, fue revelado estudiando
las propiedades mediante registros de canal Unico de ocho de las mutaciones. Todas
estas mutaciones presentaron un incremento en la probabilidad de apertura y un
aumento en el influjo de calcio en un gran rango de potenciales despolarizantes dado
principalmente por el desplazamiento de la curva I-V hacia potenciales mas negativos
(Hans y col., 1999; Tottene y col., 2002; Tottene y col., 2005; ver Fig. VIB). De forma
sistematica en la mayoria de las 13 mutaciones analizadas, registros de patch-clamp
en configuracién whole-cell revelaron desplazamientos en los voltajes de activacion
hacia potenciales mas negativos tanto en sistemas heter6logos como en neuronas
transfectadas (Kraus y col., 1998; Hans y col., 1999; Kraus y col., 2000; Tottene y col.,
2002; Melliti y col., 2003; Mullner y col., 2004; Tottene y col., 2005; Weiss y col., 2008;
Adams y col.,, 2009; Serra y col., 2009). Para ciertas mutaciones, la magnitud (o
incluso la presencia) del desplazamiento en la activacion dependi6 tanto de la variante
de splicing como del tipo de subunidad  que se co-expreso (Mullner y col., 2004;
Adams y col., 2009). La expresion de diferentes variables de splicing y/o subunidades
B podria explicar algunas discrepancias existentes en la literatura con respecto a los

efectos funcionales de algunas mutaciones de la FHM1. Un ejemplo de esto se
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observa analizando la mutacion T666M donde Tottene y col. (2002) mostro que la
mutacién produce un desplazamiento negativo de la activacion mientras que Barret y

col. (2005) demostro una falta de efecto.

Los estudios donde se realiza expresiones en sistemas heterélogos, demostraron que
estos sistemas pueden inducir per se cambios en las propiedades biofisicas de los
canales de calcio més alla de las propias alteraciones producidas por la mutacion (Fig.
V). En algunos casos el efecto fue heterogéneo dependiendo de la mutacion por
ejemplo, observandose diferentes efectos en distintos mutantes de FHM1 sobre las
propiedades de inactivaciéon resultado en un incremento, decremento o falta de
alteracion. Como se mencioné en el parrafo anterior, el desplazamiento de la curva |-V
hacia potenciales mas negativos en los genotipos mutantes frente a los WT
expresados en los distintos sistemas, heterélogos u homdélogos, parece ser una
cualidad comun de los modelos de FHM1 (Fig. 1V). Sin embargo resulta interesante
destacar, en el caso particular de las mutaciones R192Q y S218L, como la ganancia
de funcién (entendida en términos de mayor corriente) parece estar altamente

modulada por el sistema de expresion.

Corriente P/Q en neuronas

A Influjo de calcio del canal B Corriente P/Q en neuronas trasnfectadas c ientes de ratén Kl
s provenientes de raton
humano Cav2.1 (canal Gnico) con al del Cav2.1 humano cacinata EHMA
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Figura IV. Alteraciones en las propiedades biofisicas de los canales de calcio generadas por los sistemas de
expresion. A. Registros de canal Unico (single channel) a través de los canales de calcio hunanos Cay2.1 medidos por
el producto de la corriente en canal Unico (i) y la probabilidad de apertura (p,) provenientes de registros de cell-attached
(90 mM Ba?") en células HEK293 las cuales expresan los canales WT o mutantes con las mutaciones R192Q (arriba) o
S218L (abajo). Todos los valores de ip, fueron divididos por el valor maximo de ip, en el WT. Los valores de i y p,
fueron tomados de Hans (y col., 1999) para R192Q y de Tottene (y col., 2005) para el mutante S218L. B. Densidad de
corriente de a través del canal P/Q (5mM Ba2+) en células granulares de cerebelo provenientes de un ratén KO Cay2.1
trasfectada con la subunidad al. Los datos fueron tomados de Tottene (y col., 2002) para el R192Q (arriba) y de
Tottene y col. (2005) para el S218L (abajo). C. Densidad de corriente de a través del canal P/Q (5mM Ba’") en células
granulares de cerebelo provenientes de un ratén homocigota KI R192Q y S218L. Los datos fueron tomados de van den
Maagdenberg y col. (2004) para el R192Q (arriba) y de van den Maagdenberg y col. (2010) para el S218L (abajo).
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Un factor adicional a considerar relacionado con la modulaciébn de estos canales,
revelaron, sobre tres de estas mutantes, que su modulaciébn por proteina G se
encontraba disminuida, un efecto que se encuentra en la misma direccion que la
ganancia de funcion propuesta para estos modelos (Melliti y col., 2003; Weiss y col.,
2008; Serra y col., 2009).

Mutaciones FHM1 CACNA1A
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Figura V. Localizacion de las mutaciones de FHM1 en la estructura secundaria de la subunidad al de los
canales de calcio Ca y2.1. Las consecuencias funcionales de los canales recombinantes han sido estudiadas (ver
Figura V) expresandose en sistemas heterélogos (letras en rojo) o en células provenientes de animales transgénicos
portadores de las mutaciones (subrayado). (adaptado de Pietrobon, 2010b).
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Figura VI. Mutaciones del canal Ca 2.1 en pacientes con FHM1 . A. La posicion de las mutaciones que causan la
FHM1 relacionadas con los canales de calcio estan sefialadas con circulos numerados y las mutaciones especificas
estan alistadas a la derecha. En color se encuentran aquellas mutaciones que han podido ser estudiadas (propiedades
de canal Unico, single channel) por la expresion de canales recombinantes en sistemas heterélogos (Hansy col., 1999;
Tottene y col., 2002; Tottene y col., 2005; Pietrobon, observaciones no publicadas). B. Analisis de canal Gnico (con 90
mM de Ba®") revelaron un incremento en la probabilidad de apertura (po) y un correspondiente incremento en la
corriente de calcio conjuntamente con un desplazamiento de la activacion hacia potenciales méas negativos. (Tottene y
col., 2002). (Adaptado de Catteral y col., 2008)
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Por otra parte, existen evidencias que las mutaciones de la FHM1 también pueden
afectar la densidad de los canales funcionales en membrana. Este dato fue obtenido
por la cuantificacion de los canales funcionales por parches de membranas (dividido
por el area del parche) en registros de cell-attached (Hans y col.,, 1999) y/o
indirectamente considerando los cambios en la densidad de corriente producida por
las mutaciones a potenciales despolarizantes donde la probabilidad de apertura de los
canales P/Q es maxima y similar para el mutante y WT (Tottene y col., 2002; Tottene y

col., 2005) o por mediciones de las corrientes de apertura (Barret y col., 2005).

Epilepsia

Aparte de la migrafa, entre los desordenes neurolégicos mas comunes se encuentran
la epilepsia. La hiperexcitabilidad es uno de los factores vinculantes de estas
patologias, pero las alteraciones en la excitabilidad a nivel molecular, celular y de

sistemas no han sido totalmente descriptos.

Las mutaciones espontaneas fueron los primeros modelos de epilepsia hereditaria en
ratones (Fig. VII). Entre ellos existe un subgrupo que presenta descargas en rafagas
de ondas en electroencefalogramas asociados con el arresto de comportamiento y
constituyen un modelo genético para el sindrome clinico de la epilepsia con falta de
conciencia. Estos genes pueden ser divididos en tres grupos funcionales. El primero
incluye los genes de las subunidades de los canales de calcio (los mutantes tottering,
lethargic, stargazer y ducky; Fig. VIIB). Cada uno de estos modelos porta mutaciones
sobre las diferentes subunidades a, B, y 0 a2-6 (Burgess y Noebels, 1999). Estos
modelos proveen evidencias importantes que implican diversos mecanismos de
epileptogenesis incluyendo alteraciones en la excitabilidad de membrana, en la
trasmisién sinaptica y expresion de genes los cuales difieren entre los distintos
modelos mutantes (Burgess y Noebels, 1999). Estas subunidades de los canales de
calcio se expresan difusamente a lo largo de todo el cerebro dando lugar a la pregunta
de cuan especificamente algunas neuronas son diferencialmente afectadas para
producir un fenotipo neurolégico. En los Ultimos afios se ha comenzado a investigar los
mecanismos que subyacen los cambios en la excitabilidad de forma neurona-
especifica observandose un rescate selectivo de las subunidades mutadas por

cambios compensatorios (Burgess y col., 1999; Qian y Noebels, 2000).
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Figura VII. Componente genético de

la epilepsia sobre el canal de sodio
y de calcio. A . Mutaciones en el canal
de sodio SCN1A  halladas en
\ EFS pacientes con epilepsia. Arriba:
|\ \ /?f SMEILSMEIb ® | mutaciones missense (circulos) y
\ / ICEGTC e L deleciones (triangulos). Abajo:
: e e mutaciones que generan truncamiento
(estrellas). Muchas de las mutaciones
missence estan localizadas en los
segmentos transmembrana y en la
mitad proximal de los dominios C-
terminales. Los tipos clinicos de
epilepsia estan indicados en colores:
epilepsia generalizada con ataques de
fiebre (GEFS); epilepsia mioclonica
severa de infantes (SMEI); epilepsia
idiopatica  juvenil con  ataques
generalizados tonicos/clonicos
(ICEGTC); espasmos infantiles (IS);
epilepsia criptogénica generalizada
(CGE); epilepsia criptogénica focal
(CFE); epilepsia astatica mioclénica
(MAE); epipelsia idiopatica severa
generalizada de infantes (SIGEI).

(Adaptado de Catterall y col., 2008).
Mutaciones en el canal de calcio P/Q
en ratén (B) y humanos (C). B.
Representacion  esguematica  de
multiples mutaciones que afectan
varias subunidades de los canales P/Q
en ratbn y su correspondiente
fenotipo. C. Localizacion de las
mutaciones  humanas sobre la
subunidad al del canal P/Q que estan

relacionadas con la ataxia episddica

. :oﬂm'ﬂﬂ-' :u” dut’*r-' du.du2 tipo 2 (EA2), migrafia hemipléjica
eaner. 9~ @ntla: ent HH H i

rolag oagoye: igrol stergeser: g fam_lllar tipo 1_ (FHM1), ataxia

rocker: rhe waggler: wl espinocerebelar tipo 6 (SCA®).

lethargic: h wobbly: wh También se encuentran sefialadas

algunas patologias clinicas complejas
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Un segundo grupo esta constituido por un unico modelo, mocha2J (mh2j), cuyo gen
codifica para una adaptina (la subunidad AP3® de un complejo de proteinas
involucrado en el trafico de moléculas destinadas a la incorporacion dentro de las
vesiculas sinapticas. La falta de adaptina AP30 induce la perdida del transportador de
zinc ZNT3 y la ausencia del secuestro de zinc vesicular en el cerebro de raton
(Kantheti y col., 1998). Esta ausencia de zinc vesicular, disminuye el umbral de

convulsiones inducidos por drogas convulsiogenicas (Cole y col., 2000).
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El tercer grupo, el ratén swe (slow wave epilepsy), es importante porque su genotipo
reproduce el patron epiléptico juvenil. Este ratdon porta una mutacion que causa una
perdida de funcion de NHE1, uno de los cinco genes que codifican para el
intercambiador sodio/protén a través del plasmalema neuronal (Cox y col., 1997). La
funcion de este gen regulador de pH es interesante, dado que éste acelera la
recuperacion de las neuronas de una carga acida y esto podria estar relacionado con
la iniciaciébn de las convulsiones por hiperventilacién, un fenémeno clinicamente
descripto. Los ratones con esta mutacion frecuentemente presentan convulsiones

ténico-clénicas (Noebels, 2001).

Modelo de sinapsis

Funcion del caliz de Held en el circuito del tallo cerebral.

El céliz de Held es un terminal presinptico gigante en el tallo cerebral de mamiferos,
perteneciente al sistema auditivo, que forma una sinapsis glutamatérgica axo-somatica
sobre las neuronas principales del nacleo medio del cuerpo trapezoidal (medial

nucleus of the trapezoid body, MNTB).

El caliz de Held (Fig. VIIIA) es el nombre anatémico que designa el terminal
presinaptico derivado de las células bushy (por su aspecto de “arbusto”) ubicadas en
el nucleo coclear ventral anterior (anterior coclear ventral nucleus, aVCN) el cual
proyecta sobre las células principales del MNTB (ver Fig. VIIIB, Schneggenburger y
Forsythe, 2006). Las células principales del MNTB proveen proyecciones de inhibicion
glicinergica sobre el nucleo vecino del complejo olivo-superior que incluye la oliva
lateral superior (LSO, lateral superior olive) y la oliva media superior (MSO, medial
superior olive). Tanto el LSO como el MSO son los primeros nucleos en los que
converge la informacién bineural. La sinapsis caliz de Held-MNTB constituye una
fuente réapida de relevo, en el cual la excitacién originada en la céclea contralateral en
convertida en inhibicién en el tallo encefélico auditivo ipsilateral. El gran tamafio del
céliz de Held conlleva a un gran nimero de zonas activas lo cual origina una liberacién
guantica masiva frente a un simple PA y dando lugar a una corriente postsinaptica
excitatoria (exitatory postsynaptic currents, EPSCs) de gran amplitud quien induce una

rapida despolarizacion de las células del MNTB.

Por otra parte, el gran tamafio de este terminal presinaptico (Fig. IXB y C), garantiza

una rapida sefalizacion preservando la informacion temporal de la sefial acustica para
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el posterior procesamiento por los circuitos bineurales que sustentan la localizacion del
sonido (Oertel, 1999; Trussell, 1999).

El caliz se desarrolla tempranamente durante el desarrollo embrionario donde los
axones del cuerpo trapezoidal se expanden desde el nucleo coclear cruzando la linea
media entre el dia 15 embrionario (E15) hasta comenzar a constituir el propio caliz en
dia 3 postnatal (P3) (Kandler y Friauf 1993; Hoffpauir y col., 2006). Una Unica neurona
principal del MNTB recibe una Unica aferencia del caliz, aunque ocasionalmente se
puede observar multiples aferencias en menos de un 5% de las neuronas principales
registradas en ratones (Bergsman y col.,, 2004) y alrededor de un 20% de fibras
aferentes que dan lugar a dos calices que contactan dos células principales del MNTB
diferentes (Kuwabara y col., 1991; Smith y col., 1991; Rodriguez-Contreras y col.,
2006). Esta propiedad morfoldgica permite que cuando se estimula sobre la linea
media con un electrodo bipolar, solo se obtenga respuesta sinaptica de un Unico par
caliz-MNTB. A su vez, esto conlleva que la respuesta sea independiente de la

intensidad del estimulo por encima del umbral.

La sinapsis del caliz de Held

La accesibilidad al caliz de Held (conferida por su gran tamafio) ha sido utilizada para
estudiar los canales de calcio presindpticos, los cuales modulan la neurotransmision
excitatoria. Este modelo sinaptico ha sido también de gran interés para estudiar los
cambios presinapticos durante el desarrollo comparando los estadios anteriores y
posteriores al comienzo de la audicién. Este fendmeno ocurre tanto en ratas como en
ratones alrededor del dia post-natal 11 o 12 (P11-12, Blatchley y col., 1987; Geal-Dor y
col., 1993). El acceso directo al terminal nervioso por medio de los registros de patch-
clamp permite la manipulacion bioquimica del liquido intracelular como ser indicadores
de calcio y quelantes de este i6n a fin de cuantificar o modificar las condiciones

intracelulares presinapticas de calcio.

Los registros de patch-clamp en configuracién whole-cell mostraron un componente
mixto de las EPSCs con una constante de tiempo rapida mediada por los receptores a-
amino-3-5-metil-4-4cido isoxazolepropionico (AMPA) y una constante de tiempo lenta
mediada por los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Forsythe y Barnes-Davis,
1993).
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Célula ciliada

Figura VIII . La sinapsis del céliz de Held en el circuito del tallo encefélico auditivo . A. Diagrama del céliz de Held
adulto. Es importante sefialar el ancho del axén (4-12 pm de diametro; color marrén) que origina el céliz. La célula
postsinaptica (azul) tiene dendritas relativamente cortas y un axén con ramificaciones laterales. A modo de
comparacion morfolégica, se muestra un terminal tipo botén tipico. B. Representacion en el plano coronal del tallo
encefélico auditivo y la sinapsis del caliz de Held, la cual forma parte del circuito auditivo al nivel del complejo de la
oliva superior (SOC). Las sefiales auditivas que llegan a la coclea son transmitidas al ntcleo coclear anterior ventral
(aVCN) del lado ipsilateral por sinapsis excitatorias sobre las células globulares y las células esféricas bushy (SBC).
Los axones de las células bushy globulares (GBCs) cruzan la linea media del tronco del encéfalo y sinaptan con las
células principales del nicleo medio del cuerpo trapezoidal (MNTB) en el lado contralateral. Estos axones mielinizados
(que dan origen al propio céliz de Held) al tener un gran diametro, permiten una rapida velocidad de conduccion. Las
células principales del MNTB son glicinergicas y proyectan a la oliva superior lateral (LSO). El LSO también recibe
aferencias excitatorias provenientes de las SBSs del aVCN ipsilateral. De esta manera, la descarga de trenes evocadas
por el sonido en las dos cécleas convergen en las neuronas del LSO como una excitacion ipsilateral (a través de
aVCN) y contralateral. Tomado de von Gersdorff y Borst (2002).

Electrodo
Bipolar
Concéntrico

Célula
Principal

/!

Caliz de Held Held

20 ym

Figura IX . Fotografia de la preparacion experimental (rodaja y sinapsis). A . Foto de la rodaja del tallo encefélico
conteniendo el MNTB. Sobre la linea media se posiciona el electrodo bipolar concéntrico a fin de estimular los axones
provenientes del lado contralateral. B. Foto a mayor aumento de una sinapsis entre la célula principal del MNTB y el
céliz de Held. C. Dado su gran tamafio, es posible de acceder con una pipeta de patch-clamp para poder registrar
corrientes de calcio presinapticas sobre el cdliz de Held. D. Terminal presindptico cargado con un indicador
fluorescente (en este caso Lucifer Yellow) para corroborar que la célula a la cual se accedi6 fue el céliz. Este colorante
puede ser reemplazado por sensores de calcio para poder realizar mediciones de este i6n utilizando otra aproximacién
experimental.
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Otra particularidad interesante de este modelo, es que a partir de dia postnatal 11, la
neurotransmision es mediada unicamente por los canales P/Q (lwasaki y Takahashi,
1998; Inchauspe y col., 2004; Fedchyshyn y Wang, 2005).

Dada la propiedad morfol6gica del gran tamafio del terminal presinaptico accesible con
una pipeta para realizar patch-clamp conjuntamente con la expresién solamente de
canales P/Q (en la ventana temporal en la cual se desarrollan los experimentos en
este trabajo), hacen de esta sinapsis, un modelo apropiado para estudiar alteraciones

sinapticas asociadas a mutaciones en los canales de calcio P/Q.
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Hipétesis y Objetivos

Hipotesis central del capitulo |

La hipdtesis central de este capitulo es que existe una ganancia de funcién conferida
por la mutacion S218L, la cual induciria la exacerbacion de la neurotransmision
excitatoria. La ganancia de funcion queda definida en términos de un mayor influjo de

calcio a través de los canales P/Q mutados de la terminal presinaptica.

Hipotesis central del capitulo Il

La transmision sinaptica es alterada por la PGB modulando directamente los canales
de calcio presinapticos de tipo P/Q induciendo en éstos alteraciones en sus

propiedades biofisicas.

Hipotesis central del capitulo 111

A partir de los antecedentes de Adams y col. (2009) donde reporta la existencia de
cambios sobre las propiedades de activacion e inactivacion de los canales P/Q en los
modelos transgénicos R192Q y S218L, se propone que la PGB modula estos canales

a fin de revertir la fisiologia sinaptica alterada en estos modelos de FHM1.

Objetivo general

El objetivo central de este trabajo es estudiar las alteraciones en la transmisién
sinaptica en un ratdn transgénico de migrafia (S218L) y su modulacién por

pregabalina.

Obijetivos especificos

- Realizar la caracterizacion de las corrientes de calcio presinapticas mediadas por el
canal de calcio tipo P/Q en el modelo sinptico del caliz de Held-MNTB provenientes
de los animales Kl S218L. Sobre este punto se analizaran las corrientes de calcio
registradas en el terminal presindptico del caliz de Held evocadas por pulsos
cuadrados (I-V), potenciales de accion o trenes de potenciales de accion. Se prestara
especial importancia sobre las propiedades biofisicas de activacion e inactivacion de
los canales mutados, desplazamiento de la curva |-V, amplitud y tasa de la facilitacién

de la corriente.

- Caracterizar las potenciales alteraciones sinapticas registradas en las células
principales del MNTB inducidas por la mutacion a nivel presinaptico. Para desarrollar

este objetivo se estudiaran los eventos espontaneos miniaturas (a fin de evaluar la
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frecuencia y amplitud de los mismos) y evocando los fendmenos de facilitacién a corto
término, focalizado en los fendmenos de depresidn y recuperacion de dicha depresion.
Se analizar4 también la amplitud de las corrientes postsinapticas excitatorias v,
utilizando estos datos mencionados, se estimara la probabilidad de liberacion y

tamano del pool liberable.

- Examinar la accion farmacoldgica de la pregabalina sobre el modelo sinaptico del
céliz de Held-MNTB. Se analizara la potencial accion modulatoria de esta droga sobre
los canales de calcio P/Q evaluando presinapticamente las propiedades biofisicas de
las corrientes de calcio (poniendo especial atencién sobre la inactivacion del canal) y

postsinapticamente estudiando la depresién a corto término y la liberacién espontanea.

- Evaluar la accion farmacolégica de la pregabalina sobre el modelo transgénico de
migrafia. Se pretende dirigir esta aproximacion experimental al estudio de como las
propiedades biofisicas de los canales de calcio alterados pueden revertirse por medio

de esta droga en forma total o parcial.
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Materiales y Métodos

Modelo biolégico

El modelo animal utilizado son ratones wild-type (WT) de la cepa C57BL/6 y dos
modelos knock-in (KI, generados combinando la cepas C57BL/6-sv129): R192Q (van
den Maagdenberg y col., 2004) y S218L (Pietrobon y col., 2005).

Rodajas de tallo encefélico

Se utilizan ratones postnatales de 11 a 15 dias. Luego de la decapitacion, el cerebro
fue removido y sumergido en un fluido cerebroespinal artificial (aCSF) con bajo
contenido de sodio, a 4. El tallo encefalico se fij6 con pegamento a una platina, y se
introdujo ésta en la camara refrigerante Peltier de un vibrdtomo (Integraslice
7550PSDS, Campden Instruments Limited, UK) con pegamento. Se cortaron
secuencialmente rodajas transversales de 200-300 uym de espesor, conteniendo el
MNTB, y se las transfiri6 a una camara conteniendo aCSF normal, con bajo calcio y
alto magnesio (0,1mM CaCl, y 2,9mM MgCl,). Los cortes se incubaron durante 1 hora
a 37T y luego se dejan enfriar a temperatura ambiente. La solucién normal contiene
(en mM): NaCl 125, KCI 2,5, NaHCO; 26, NaH,PO, 1,25, glucosa 10, acido ascérbico
0,5, myo-inositol 3, piruvato de sodio 2, MgCl, 1 y CaCl, 2. En la solucién de bajo
sodio el NaCl es reemplazado por 250 mM de sucrosa y las concentraciones de MgCl,
y CaCl, son 2,9 mM y 0,1 mM respectivamente. El pH es 7,4 cuando se lo burbujea
con 95% O, - 5% CO,. Para realizar los registros, cada corte se traslada a la camara
de registro montada en un microscopio vertical (Eclipse E600FN, Nikon, Japén). El
microscopio estd equipado con un sistema Optico de contraste por interferencia
Nomarski y las células se visualizan con un objetivo 40X é 60X de inmersién en agua

(Nikon), méas una cadmara de video CCD para infrarrojo cercano (IR-1000, DAGE-MTI).
Tipificacién de los animales

Se toma una muestra de tejido (cola u oreja) de los animales y se procede a la
extraccién del ADN mediante la utilizacién de un kit de extraccion de ADN (Inbio,
Highway, Tandil, Argentina). A partir de este material genético se procede a realizar
una PCR utilizando los primers 271y 272 (ver informacién adicional en Anexo |). El

producto de PCR se digiere con la enzima de digestion Vspl o Asel a fin de obtener el
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bandeo caracteristico para cada genotipo (WT: 216 pb; Het: 216+81+135 pb; KiI
81+135 pb).

Registros electrofisiolégicos en rodajas del tallo encefélico

Se utiliza la técnica llamada patch-clamp en configuracion whole-cell (célula entera).
Basicamente, se accede a la membrana celular con una micropipeta de vidrio y se
forma un sello de alta resistencia (en el rango de los gigaohmios, GQ) y estabilidad
mecanica. Luego el sello se rompe por succién, tras aplicar un voltaje hiperpolarizante
a la punta de la pipeta, permitiendo asi el acceso al interior neuronal. Esto permite el
intercambio de moléculas entre el citoplasma y la solucién interna la pipeta. Las
micropipetas se fabrican estirando capilares de borosilicato (Harvard Apparatus,
GC150F-15). La resistencia de las pipetas es de 3 a 4 MQ, cuando se las llena con
una solucion interna que similar al citoplasma, particularmente en lo concerniente a
sustancias sujetas a transporte y metabolismo celular. La solucion para hacer registros
en fijacion de voltaje (voltaje-clamp) contiene (en mM): CsCl 110, Hepes 40, TEA-CI
10, fosfocreatina 12, EGTA 1, Mg-ATP 2, Li-GTP 0,5y MgCl, 1. El pH se ajusta a 7,3
con CsOH. Para bloquear las corrientes de Na’ y evitar potenciales de accién
postsindpticos, se agrega 10 mM N-(2,6-diethylphenylcarbamoylmethyl)-triethyl-
ammonium chloride (QX-314). Se afiade también Lucifer Yellow para visualizar el

terminal presinaptico por fluorescencia.

El sistema de medicidn consiste esencialmente en un amplificador operacional
regenerativo Multiclamp 700 A (Axon Instruments, Union City, CA) que permita
controlar el potencial de membrana (en modo, fijaciébn de voltaje o voltaje-clamp),
siendo capaz de inyectar la corriente necesaria para compensar la apertura de canales
iGnicos dependientes del voltaje. De esta manera, la corriente inyectada por el
amplificador de patch, cambiada de signo, corresponde a la corriente total que pasa
través de los canales i6nicos en estudio (en este trabajo en particular, canales de
calcio dependientes de voltaje). Un conversor analdgico-digital (Digidata 1320, Axon
Instruments) permite enviar las sefiales de potencial adecuadas al amplificador y
digitalizar las sefiales de corriente recibidas de éste ultimo. El control del amplificador,
conversor e instrumentos periféricos de registro de sefiales se realiza mediante el
software pClamp 10 (Axon Instruments). Los datos se adquieren a una frecuencia de
20-100 kHz y se filtran a 4-6 kHz (low pass bessel). La resistencia de acceso a la
membrana oscila entre 6 y 15 MQ, y la capacidad de la membrana, entre 15y 25 pF.

Los transientes capacitivos debidos a este “circuito RC” constituido por la membrana

| 24



Materiales y Métodos

celular son compensados mediante el software en un 60-80%, al igual que los

producidos por la micropipeta.

Las corrientes de Ca?" presinapticas (IpCa) son evocadas por despolarizacion de la
membrana a distintos potenciales, desde su potencial de reposo (holding, -75 mV).
Para aislar las IpCa se afiade a la solucion externa inhibidores de los canales de Na*
(TTX [1 mM] y QX-314 [0,5 mM] respectivamente) y de K* (TEA-CI, 10 mM). Las
curvas de activacion fueron obtenidas a partir de las corrientes de cola de los pulsos
cuadrados que originaron la curva I-V. Para dicho propésito, se midié la amplitud de la
corriente de cola y se graficO esta udltima en funcién al potencial del pulso
despolarizante. Finalmente, la curva de activacion fue ajustada a la ecuacion de
Boltzmann:
(V)= Imax/(1 + exp(V12 — V)/K)

La constante de tiempo de activacion de las corrientes de calcio fue calculada como

tau resultante del ajuste a una funcién exponencial simple
I(t) = A (exp (-t/)) + C

y considerando los primeros 7 ms, se estimo el tau de activacion. Todas las
mediciones de las corrientes de calcio desarrolladas en el capitulo | han sido

registradas a ciego.

Los potenciales de accién (PA) presinapticos en los terminales del céliz de Held fueron
medidos en configuracién whole-cell en el modo de fijacion de corriente (current-
clamp). La solucién intracelular de las pipetas para estas mediciones contienen (mM):
Gluconato de K 110, KCI 30, Hepes 10, Nayfosfocreatina 10, EGTA 0,2, Mg-ATP 2, Li-
GTP 0,5 y MgCl, 1. Solo aquellas células cuyo potencial de membrana en reposo se
mantuvo entre -60 mV y -75 mV sin inyeccién de corriente fueron seleccionadas para
realizar mediciones. La resistencia en serie y la capacitancia de la micropipeta sellada
a la membrana celular después de la ruptura del sello se compensé electronicamente.
Los PAs fueron generados mediante la inyeccion de un pulso de corriente de 1 nA a 2

nA durante 0,25 ms.
Las EPSCs fueron evocadas por estimulacion de los axones que atraviesan la linea

media del MNTB, utilizando un electrodo bipolar de platino al que se le aplica una

diferencia de potencial (estimulos de 0,1 ms de duracién, 4-7 V de amplitud) mediante
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una unidad de estimulacion aisladora. Esto genera un PA presinaptico y la apertura de
canales de calcio que disparan la exocitosis. Para identificar las neuronas
postsinapticas a las cuales les ha llegado el estimulo, se registraron en forma
extracelular los potenciales de accion. Luego se procedié a registrar las EPSCs al
potencial de reposo de -75 mV, en el modo whole-cell. Se agregé estricnina 2 uM a la
aCSF para bloquear las corrientes inhibitorias glicinérgicas. Cuando se estimulé a alta
frecuencia se afadi6 &cido kinurénico (1 mM, Tocris) para minimizar la saturaciéon de
los receptores postsinapticos de glutamato. Se estudié los fenbmenos de depresion a
corto termino (Short-term depresion, STD) y la recuperacién de ésta (recovery) sobre
las células principales del MNTB de los S218L y en animales WT en presencia de
PGB.

El analisis de datos se realizé con el software Clampfit 10.2, Origin6.0 y SigmaPlot 10.
Farmacologia

Los experimentos en los cuales se utiliza EGTA-AM (0,2 mM, disuelto en DMSO
1/1000), se preincuban las rodajas de cerebro durante 30 min. a temperatura ambiente
en aCSF normal. Dado que este éster es fotodegradable, la incubacién se realizé

protegiendo la preparacion de la luz.

En los experimentos de tratamiento con pregabalina (PGB) se utilizo esta droga, cuyo
stock se disolvié cada dia antes de comenzar los experimentos en la solucién aCSF
(100 mM). Las concetraciones finales estuvieron en el rango de 10 uM a 1 mM. La

droga fue generosamente cedida por el laboratorio GADOR.
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Capitulo |

Alteraciones de la transmisibn sinaptica en ratones
transgénicos modelo de migrafa (S218L)

Introduccién |

Se han realizados numerosos estudios para determinar la incidencia de las
mutaciones de los canales de calcio sobre las corrientes. Como se ha detallado en la
introduccion general, para el caso de la FHM1, existen datos experimentales que
sugieren tanto un incremento como una reduccion en la densidad de corriente de
calcio. La mutacion R192Q de la FMH1 elimina una carga positiva del sensor de
voltaje (Amstrong y Hille, 1998). Cuando esta mutacion es introducida en el cDNA de
conejo y expresada en oocitos de Xenopus, la mutacién no tiene ningun efecto en la
activacion de los canales (Kraus y col., 1998). Sin embargo, mediciones realizadas en
células HEK293 transfectadas con la isoforma humana mutada, han mostrado un
incremento en la densidad de corriente maxima y en la probabilidad de apertura (Hans
y col., 1999). Por el contrario, la mutacién TM 666 de la FMH1, la cual genera una
substitucion de la treonina por metionina en la posicion 666, si es expresada en células
HEK?293, afecta tanto la corriente ibnica como la activacion de los canales, resultando
en una corriente de Ca®* menor (Barret y col., 2005). La expresién de R192Q y TM6686,
asi como otras mutaciones en neuronas de hipocampo de ratones knock-out carentes
de subunidad alA, resultan en canales menos efectivos que en ratones WT en su
habilidad para conducir corrientes de calcio, pero en general no muestran diferencias
en la activacion dependiente del voltaje (Cao y col., 2004; Cao y Tsien, 2005). En la
unién neuromuscular de ratones con la mutacién R192Q se observd un incremento
importante en la liberacion espontanea, mientras que la liberacibn evocada
manifestaba un aumento significativo s6lo a bajas concentraciones de Ca**
extracelular (Kaja y col., 2004; van den Maagdenberg y col., 2004). Pietrobon y col.
(2005) han descrito un incremento en la liberacion de glutamato en autapsis corticales
de ratones Kl R192Q. En cultivo de células grano de cerebelo esta mutacion conduce
a un decremento de la densidad de corriente (Tottene y col.,, 2002). Se debe
considerar que el uso de diferentes sistemas de expresion, puede explicar las

discrepancias mencionadas en este parrafo.
Recientemente se ha desarrollado otro ratén transgénico con la mutaciéon humana

S218L ubicada en el loop intracellular que une los dominios I1S4-I1S5 de la subunidad

al de los canales de calcio Cay2.1 (van den Maagdenberg y col., 2010). Esta mutacion

| 27



Capitulo |

missence implica una sustitucion de una serina por una leucina en el aminoacido 218

de la subunidad alA (ver localizacion en la Fig. IV en la Introduccion general).

Esta alteraciéon produce un fenotipo clinico severo con trauma cerebral que son
frecuentemente seguidos por un profundo estado de coma (a veces fatal) o estupor,
alta fiebre y edemas cerebrales de largo termino (Fitzsimons y Wolfenden, 1985; Kors
y col., 2001).

Modelos transgénicos Ki

La generacién de animales Kl que portan las mutaciones R192Q y S218L, permitieron
realizar los primeros analisis de las consecuencias funcionales de las mutaciones
asociadas a FHM1 y la transmision sindptica en neuronas que expresan estas
proteinas en sistemas enddgenos (van den Maagdenberg y col., 2004; Tottene y col.,
2009; van den Maagdenberg y col., 2010). De estas dos mutaciones, el S218L
produce un sindrome clinico dramatico mas alla de la sintomatologia general de
migrafia. Estos sintomas incluyen ataxia cerebelar progresiva, convulsiones
epilépticas, coma o profundo estupor y edema cerebral que muchas veces puede
terminar en muerte tras un leve trauma cerebral (Kors y col.,, 2001; van den
Maagdenberg y col.,, 2010). Mientras que el homocigota R192Q y el heterocigota
S218L no exiben un fenotipo evidente, los homocigotos S218L pueden presentar una
leve ataxia cerebelar permanente, ataques espontaneos de hemiparesis (a veces fatal)
ylo convulsiones generalizadas y edema después de un leve impacto cerebral (van
den Maagdenberg y col., 2004; 2010).

En las células granulares y piramidales de la corteza proveniente de R192Q y S218L,
la densidad de la corriente de calcio mediada por los canales P/Q fue mayor que en
neuronas WT en un amplio rango de relativas despolarizaciones leves reflejando esto,
una activacion de los canales mutantes entre 8-9 mV mas negativos que los WT. Sin
embargo la densidad de corriente P/Q fue similar en los KI y WT a mayores
potenciales (van den Maagdenberg y col.,, 2004; Tottene y col.,, 2009; van den
Maagdenberg y col., 2010). De esta forma, en los dos modelos murinos de FHM1 y en
los dos tipos de neuronas (expresando diferentes canales P/Q, con diferentes
propiedades de activacion entre células de cerebelo y corteza en WT; Tottene y col.,
2009) las consecuencias funcionales de las mutaciones FHM1 sobre los canales
Cay2.1 nativos fueron casi similares a las observadas en registros de canales Unicos

(Tottene y col., 2002; 2005). En concordancia con un menor umbral de activacién de
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los canales P/Q S218L comparados con los R192Q (Tottene y col., 2009) la ganancia
de funcion de la corriente P/Q a voltajes méas hiperpolarizantes fue mayor en el S218L
que en el R192Q (van den Maagdenberg y col., 2004; 2010). El desplazamiento a
voltajes mas hiperpolarizantes de la activacion en los canales P/Q, asi como la
ganancia de funcion en el S218L fue alrededor de dos veces mayor en el homocigota
comparado el heterocigota revelando un efecto alelo-dosaje especifico consistente con
la dominancia de la mutacién de FHM1 en pacientes (van den Maagdenberg y col.,
2010). Las densidades de otras canales de calcio (L, N y R) fueron similares en los Ki
y WT indicando la ausencia de mecanismos compensatorios (van den Maagdenberg y

col., 2004; Tottene y col., 2009; van den Maagdenberg y col., 2010).

El primer indicio que la ganancia de funcién observada en estas mutaciones de los
canales P/Q podria aumentar la liberacién de neurotransmisor evocada, se obtuvo de
estudios realizados en la placa neuromuscular. La neurotransmision evocada no
present6 alteraciones a concentraciones extracelulares fisioldgicas de calcio pero ésta
se vio muy incrementada a 0,2 mM de calcio en los animales Kl (van den
Maagdenberg y col., 2004; Kaja y col., 2005; van den Maagdenberg y col., 2010).
Recientemente, la neurotransmision excitatoria fue estudiada en microcultivos
neuronales y en el contexto de circuitos neuronales funcionales en rodajas de cerebro
provenientes de ratones homocigotos Kl R192Q (Tottene y col., 2009). Los resultados
mostraron un incremento en la intensidad sinaptica a concentraciones fisioldgicas de
calcio, dado este aumento, por el influjo de calcio generado por un potencial de accion
a través de los canales mutantes y aumentando la probabilidad de liberacion de
glutamato en las sinapsis de las células piramidales de la corteza. La depresion a corto
término (short term depression, STD) durante trenes de potenciales de accion fue
también aumentada. Sin embargo, ni la amplitud ni la frecuencia de los miniaturas
fueron alterados, indicando la ausencia de mecanismos homeostaticos
compensatorios en las sinapsis excitatorias de la células piramidales (Tottene y col.,
2009).

Las discrepancias halladas en los diferentes modelos de expresion y las distintas
mutaciones, muestran la importancia de estudiar los canales Cay2.1 mutados en su
tejido nativo (presinaptico) para reproducir las condiciones fisiol6gicas y analizar las
consecuencias de estas mutaciones en las sinapsis donde estos canales se expresan
normalmente. En este primer capitulo de la presente tesis se propone estudiar las
consecuencias funcionales de la mutacion humana S218L expresada en ratones

transgénicos Kl sobre el modelo sinaptico del caliz de Held-MNTB.
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Resultados |

Alteraciones de las propiedades biofisicas de los canales de calcio Ca v2.1 enKil
S218L

Inicialmente se decidi6é estudiar los efectos de la mutacién S218L que genera FHM1
sobre las propiedades biofisicas de las corrientes de calcio. Primariamente se examind
la relacién corriente-voltaje (comUnmente denominada curva |-V) utilizando un

protocolo clasico de pulsos cuadrados despolarizantes entre -60 y +50 mV.

La Fig. 1.1A muestra trazos representativos de los registros obtenidos. En los ratones
WT la activacion de la corriente de calcio comienza alrededor de los -45 mV con un
maximo de corriente a los -15 mV (n=10) mostrando un aparente potencial de
reversion alrededor de +50 mV. Por el contrario, las corrientes de calcio de los
animales Kl comienzan a activarse alrededor de los -60 mV con un pico de corriente a
los -25 mV (n=5) y un potencial de reversion similar al WT. En la Fig. 1.1B se grafican
las densidades de corriente obtenidas a partir de normalizar las amplitudes de las
corrientes a la capacitancia de cada célula. Las méaximas densidades de corriente
medidas al pico de la I-V fueron significativamente diferentes: 103,6+6,6 pA/pF para
los WT y 69,9+16,1 pA/pF para Kl (ANOVA de medida repetidas, F2,184=8,476;
p<0,001; Student-Newman-Keuls post-host test, t<0,001). Méas alld de estas
diferencias observadas, cabe resaltar que la curva I-V de los animales transgénicos

presenta un claro desplazamiento hacia potenciales mas negativos.

Utilizando los mismos registros de las curvas |-V, se pueden analizar otras
propiedades funcionales de estos canales i6nicos. Las curvas de activacién en estado
estacionario provenientes de las corrientes de cola de estos registros, mostraron un
desplazamiento en el mismo sentido, hacia potenciales mas hiperpolarizados (Fig.
1.1C). Ajustando la curva de amplitud de la corriente de cola (normalizada) versus el
potencial de los pulsos cuadrados correspondientes (de la I-V) con la funcién de
Boltzmann, se pueden obtener la pendiente (m) y el potencial medio de activacion
(V1r2act)- En este caso tanto la pendiente (k: 7,6+1,2 para el WT (n=10) y 12,3+3,2 para
el KI (n=5)) como el potencial medio de activacion (Vijact: -23,0£1,7 mV para el WT y -
36,7+6,4 mV para el KI) han sido estadisticamente diferentes para ambos genotipos
(Student t-test; p=0,012). La velocidad de activacion de las corrientes de calcio,

ajustadas con una funcién exponencial simple (ver formula en materiales y métodos),
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fue significativamente mas rapida en los animales Kl que los WT en el rango de -40 a
0 mV (Fig. 1.1D, Student t-test, p<0,05).
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Figura 1.1. Las propiedades biofisicas de los canales de calcio son diferentes en cdlices provenientes del Kl

S218L. A. Trazos representativos de las corrientes de calcio presinapticas (IpCa, abajo) evocadas por pulsos
cuadrados despolarizantes de 20 ms (arriba). B. Relacién corriente-voltaje (I-V). Dos caracteristicas especiales han
sido observadas en los S218L: 1) un desplazamiento de la curva |-V hacia potenciales méas negativos (WT pico a -15
mV, n=10 y KI S218L pico a -25 mV, n=5); 2) un decremento significativo de la densidad de la corriente de calcio
(densidad al pico de corriente; WT: 13301100 y Kl: 920+300; p<0,05). C. Activaciéon de las corrientes de calcio
obtenidas a partir de los pulsos despolarizantes de la I-V. Las corrientes fueron ajustadas con una funciéon exponencial.
La tasa de activacion de las IpCa fue mas rapida en el modelo S218L en el rango de -40 a 0 mV, p<0,05. D. Activacién
en estado estacionario. Las curvas de activacion de las IpCa obtenidas del ajuste de las corrientes de cola registradas
en la curva vs el potencial del pulso de la I-V. La corriente de calcio se activa a potenciales mas negativos en los S218L
(WT: V1/2=-23,0+1,7 mV y KI: -36,7+6,4 mV) con diferentes pendientes (WT: 7,6+1,2 y KI: 12,3+3,2). Las barras
verticales representan S.E.M.

Otra de las propiedades biofisicas de los canales P/Q analizadas fue la inactivacion
en estado estacionario (steady-state inactivation). Para ello se utiliz6 un protocolo de
pulsos cuadrados despolarizantes de larga duracién (1,5 seg) y luego un pulso test al
pico de la I-V (Fig. 1.2A). Si se grafica la corriente de calcio en el pulso test versus el
potencial al cual fue despolarizado previamente con el pulso de larga duracién, se
puede ajustar esta curva a una funcién de Boltzmann y obtener, al igual que se realizo
con la activaciéon, la pendiente y el potencial medio de inactivacion (Vi inac, Fig.

1.2B). De la misma forma que fue observado con la activacidn, tanto la pendiente (k: -
8,81+0,21 para WT (n=9) y -5,29+0,53 para Kl (n=4)) como el potencial medio (Vi
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inac: -34,4+1,4 mV para WT y -50,3+£3,0 mV para KI) presentan cambios significativos
entre ambos genotipos (Student t-test; p=0,0018). Teniendo en consideracién estos
datos iniciales, se observa que la mutacién S218L afecta las propiedades biofisicas de
los canales de calcio tipo P/Q induciendo la apertura de estos mas aceleradamente y a

potenciales mucho mas cercanos al potencial de reposo.
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Figura 1.2. La mutacion S218L cambia la inactivacion en estado estacionario. A. Protocolo de estimulacion
(arriba) y trazos representativos (abajo) de las corrientes de calcio evocadas por un pulso test de 10 ms al potencial
correspondiente al pico de la I-V luego de la aplicacién de un prepulso condicionante de 1,5 seg a diferentes voltajes en
el rango de los -75 a los -10 mV (pasos de 10 mV). B. La corriente del pulso test esta normalizada al pico maximo de
amplitud y luego graficada en funcién del voltaje del prepulso. Esta curva fue ajustada por la distribucién de Boltzmann.
Los voltajes medios de inactivaciéon son: Vi, = -34,4+1,4 mV para WT (n=9) y -50,3+3,0 mV para Kl (n=4, Student t-
test; p=0,0005). Las pendientes han sido significativamente menores en WT (-8,81+0,21) que en Kl (-5,29+0,53,
Student t-test; p=0,002). Las barras verticales representan S.E.M.

La corriente de calcio generada por un potencial de accién se encuentra

reducida en el KI S218L. Implicaciones fisiologicas.

Asumiendo que la cinética de la corriente de calcio puede ser modelada por las
ecuaciones de Hodgkin y Huxley (HyH), un desplazamiento de los voltajes de
activacion hacia potenciales mas negativos podria generar una mayor entrada de
calcio durante un PA (Borst y Sackmann, 1999). Con el objetivo de abordar este
tépico, se propuso estudiar la corriente de calcio en el caliz de Held evocada por un
unico PA. Para esto previamente se registr6 en el modo de fijacion de corriente
(current-clamp) un potencial de accién real en el terminal presinaptico generado luego
de inyectar un pulso de corriente (duracion: 0,1 ms; amplitud: 500-1000 pA). Este
potencial de accién registrado, fue utilizado como molde para evocar una IpCa en el
propio terminal bajo el modo de fijacibn de voltaje (voltaje-clamp; Fig. 1.3A).
Contrariamente a lo esperado en funciéon al modelo de HyH, la corriente de calcio
registrada en los animales Kl S218L (1,6+0,2 nA; n=9) fue significativamente menor
que en los animales WT (0,9£0,2 nA, n=5; Fig. 1.3B; Student t-test; p=0,03).
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Figura 1.3. La IpCa evocada por
— un potencial de acciéon es
I reducida en Kl . A. Molde del
- potencial de accién (arriba) y
trazos representativos de las
corrientes de calcio evocadas por
1000 T este potencial. B. La corriente de
calcio en el modelo transgenico
se encuentra reducida en
comparacion con el WT (WT:
16004230 pA, n=9 y Kl: 920+200
pA, n=5), Student t-test, p=0,03).
0 Barras verticals  representan
500 pA WT Kl S.E.M.
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Reduccién de la facilitacidon de la corriente de calcio en el S218L

Ha sido reportado, que la corriente de calcio presinaptica en el cdliz de Held exhibe
una facilitacién calcio-dependiente frente a estimulos similares a potenciales de accion
(Borst y Sakmann, 1998; Cuttle y col., 1998; Forsythe y col., 1998). Con la finalidad de
estudiar si este fendmeno se ve afectado en el genotipo mutante, se generaron trenes
de PA a una frecuencia de 100 o 300 Hz (Fig. 1.4A) tomando como molde PA real
unitario registrado anteriormente. Como consecuencia de esta estimulacion, la tasa de
facilitacion de IpCa fue abruptamente reducida en el animal transgénico. A 100 Hz
(Fig. 1.4B) la tasa de facilitacion en WT fue de 20+3% (n=8) mientras que en el Kl fue
del 7+£2% (n=5) (Student t-test; p=0,002). La misma tendencia fue observada a 300 Hz
(Fig. 1.4C; WT: 18%4 (n=8) y KI: 2,0£0,4% (n=5); Student t-test; p=0,009).
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Figura 1.4. Reduccién de la facilitacién de la corriente de calcio en el modelo S218L. A. Trazos representativos de

las corrientes de calcio (abajo) generadas por trenes de potenciales de accion a 100 Hz (arriba). Las amplitudes de las
corrientes evocadas por los trenes de 100 (B) o 300 Hz (C) fueron normalizadas. A 100 Hz la facilitacion fue claramente
observada en el WT (alcanzando la saturaciéon a 120+3%, n=8) la cual fue significativamente atenuada en los Kl S218L
(107+£2%, n=5). La misma tendencia se observo a 300 Hz (WT: 118+4% vs. Kl: 102+1%). Las barras verticales
representan S.E.M.
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La duracion del PA limita la aparicion de diferencias en la IpCa entre genotipos

Dado que la migrafia es una patologia que involucra principalmente alteraciones en los
circuitos corticales (Aurora y Wilkinson, 2007), se decidio estudiar como el PA de las
células piramidales de corteza podria actuar en forma diferencial sobre las corrientes
de calcio evocadas como se ha demostrado en otro modelo transgénico (R192Q;
Inchauspe y col., 2010). La principal diferencia entre el PA de caliz y el de corteza es
el ancho a la mitad de la altura (Fig. 1.5A). A los fines préacticos, en este trabajo se
considera un PA angosto (como el que presenta el caliz de Held; ancho a la mitad de
la altura: 0,44+0,02 ms) y un PA ancho (como se ha descripto en neuronas piramidales

de la corteza; ancho a la mitad de la altura: 1,97+£0,08 ms).

El PA de corteza, al igual que el de cdliz, fue previamente registrado en el modo de
current-clamp (en rodajas procedentes de animales de la misma edad) y luego ambos
fueron utilizados como moldes para evocar las corrientes de calcio en el terminal

sindptico del caliz de Held.

Como se observo anteriormente en este trabajo, la corriente de calcio evocada por el
PA de caliz fue significativamente menor en el Kl que en el WT (Fig. 1.5B; WT:
1600+230 pA, n=9 y KI: 920£200 pA, n=5; Student t-test; p=0,03) y se obtiene el
mismo patron al comparar las areas (Fig. 1.5C; WT: 725+100 pA.ms; Kl: 438+108
pA.ms; Student t-test; p=0,04). Sin embargo, cuando se utiliza como molde un PA mas
ancho, las diferencias tanto en la amplitud de la corriente (Fig. 1.5D; WT: 12131224
pA, n=9; KI: 7881193 pA, n=5; Student t-test; p=0,07) como en el area desaparecen
(Fig. 1.5E; WT: 1130+235pA.ms; Kl: 970253 pA.ms; Student t-test; p=0,3). Estos
datos sugieren, que como ocurre en el otro modelo transgénico (R192Q), el ancho del
PA podria desempefiar un rol muy importante en la modulacién de la ganancia de

funcién descripta en este tipo de patologias.
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Figura 1.5. La forma del PA suprime las diferencias en el influjo de calcio entre el WT y KI. A. Forma de los PA
utilizados como moldes para evocar la IpCa en el céliz de Held. B. Trazos representativos de la IpCa generada por un
PA angosto (izq) y la cuantificacién de la amplitud media de dicha corriente (der). C. Al igual que la amplitud media, el
area de la corriente fue significativamente menor en el Kl utilizando este PA (Student t-test; p=0,04). D. Trazos
reprentativos de la IpCa generadas por un PA ancho (izq) y la cuantificacion de la amplitud media de dicha corriente
(der). En este caso no se observan diferencias estadisticamente significativas entre ambos genotipos ya sea
estudiando la amplitud media de la corriente o el area (E).

Alteraciones en los eventos sinapticos excitatorios: miniaturas espontaneos y

corrientes evocadas

El primer punto que se decidio estudiar relacionado con la transmision sinaptica fue la
liberacion espontanea miniatura (MEPSCs, miniatures exitatory post synaptic currents,
Fig. 1.6A). En presencia de TTX (1 puM) se registré tanto la amplitud como la
frecuencia de estos eventos. Mientras que la amplitud (Fig. 1.6B) de las mEPSCs fue
muy similar entre ambos genotipos (-43,6616,7; n=17 y -47,48+6,1; n=7) la frecuencia
(Fig. 1.6C, panel izquierdo) fue mucho mayor en los animales KI S218L (8,64+2,53 Hz)
que en los animales WT (1,650,331 Hz) (Student t-test; p=0,0007). Sin embargo
cuando se estudio la amplitud de estos eventos en bajo calcio extracelular (0,5 mM
Ca®"/2 mM Mg?) la frecuencia de las mEPSCs disminuy6 en el Kl (Fig. 1.6C, panel
central). Cuando se preincuba la preparacién con EGTA-AM (200 uM) la frecuencia en
el WT fue de 0,70+0.1 (n=6) y en el KI 4,78+1,64 (n=4) siendo estas diferencias
estadisticamente distinguibles (Student t-test; p=0,038), (Fig. 1.6C).
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Figura 1.6 . La frecuencia de las miniaturas (MEPSC) esta aumentada en el animal transgénico. A. Trazos

representativos de los miniaturas en presencia de TTX (1 uM) a 2 mMCaZ*/1mM Mgz+. B. La amplitud de los eventos
miniaturas fue similar para ambos genotipos (WT: 4347, n=17 y Kl: 4746, n=7). C. Frecuencia de las mMEPSCs. En la
condicién control (panel izg; 2 mM Ca*/imM Mg?) la frecuencia fue significativamente mayor en los S218L (WT:
1,65+0,31 Hz, n=17 vs KI: 8,6+2,5 Hz, n=7; Student t-test; p=0,0007). Cuando se adiciona EGTA-AM (200 pM; panel
medio), la frecuencia en el WT fue de 0,70+0.1 (n=6) y en el Kl 4,78+1,64 (n=4) siendo estas diferencias
estadisticamente distinguibles (Student t-test; p=0,038). Por el contrario, si se disminuye la concentracion extracelular
de calcio (panel derecho; 0,5 mM ca®/2mm Mgz+) se observa la misma tendencia sin arrojar diferencias estadisticas.
Las barras verticales representan S.E.M.

Utilizando un electrodo bipolar ubicado en la linea media (zona por donde cruzan los
axones del cdliz de Held, Fig. IX de la introduccién), se estimuld con pulsos simples a
fin de generar un Unico PA en el terminal presinaptico y registrar la corriente post-
sinaptica excitatoria (EPSC, exitatory post synaptic current) en la célula postsinaptica.
Contrariamente a lo esperado por los registros anteriores de corrientes de calcio, la
amplitud de las EPSC (Fig. 1.7A) fue mayor en los Kl que en los WT (WT: 5,50,5 nA,
n=15 y KI: 8,7t1 nA, n=8; Student t-test; p=0,002). Utilizando este mismo tipo de
protocolo de pulso simple, se procedi6 a analizar la amplitud de las EPSCs en funcion
a la concentracién extracelular de calcio en el rango de 0,25 a 4 mM manteniendo
constante la concentracién de magnesio en 2 mM (Fig. 1.7B). Para concentraciones
mayores a 0,75 mM se obtuvieron amplitudes significativamente mayores en los Ki
gue en los WT (Student t-test; p<0,05). Mas alla de este resultado en el cual se
registran mayores corrientes en los animales S218L que en los WT para un amplio
espectro de calcio extracelular, esta figura es de gran importancia para introducir los
resultados de este trabajo en un contexto fisiolégico. Si bien aun no fue testeado

empiricamente, se supone que la concentracion de calcio en el liquido cefalorraquideo
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in-vivo esta alrededor de 1,2 mM (Borst, 2010), concentracion a la cual en esta linea

experimental, se observan diferencias significativas.
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Figura 1.7. La respuesta postsindptica esta aumentada en el KI. A. (arriba) Trazos representativos de las

respuestas sinapticas. (abajo) Se evalud la amplitud de las EPSCs en la condicién normal de aCSF (2 mM de Ca®"/ 1
mM de Mg®"). La amplitud de las EPSC fue significativamente mayor en los KI S218L (8770+480 pA, n=8) que en los
WT (55204480 pA, n=15), Student t-test; p=0,002. B. Amplitud de las EPSCs en funcién de la concentracion
extracelular de calcio. La amplitud de las EPSCs fue normalizada al valor de la EPSC correspondiente a 1 mM a fin de
disminuir la variabilidad. Las amplitudes han sido registradas en aCSF conteniendo 2 mM de Mg®"y Ca?" entre 0,25 a 4
mM. Diferencias significativas (evaluadas mediante Student t-test con un p<0,05) han sido observadas en un amplio
rango de concentraciones a partir de los 0,75 mM de Ca?*. Las barras verticales representan S.E.M.

EPSCs a baja y alta frecuencia de estimulacién

A fin de poder estudiar la actividad sinaptica en los animales WT y Kl S218L, se
procedi6é a evocar la respuesta sinaptica con un tren de estimulacion a baja (10 Hz) o
altas (100 — 300 Hz) frecuencias. Para minimizar la saturacién de los receptores de
glutamato por su ligando, se afiadié al aCSF acido kinurénico (1mM). Como ha sido
previamente descripto (Wong y col., 2003), la estimulacién sinaptica con trenes en
este tipo de sinapsis en condiciones normales de calcio y magnesio (2 mM Ca**/1 mM
Mg*") genera un fenémeno conocido como depresién a corto termino de las EPSCs
(STD, short-term depresion, Fig. 1.8A izquierda). Se sabe que este fendbmeno esta
principalmente causado por la deplecion de las vesiculas sinapticas como asi también
por la desensibilizacion de los receptores AMPA (von Gersdorff y Borst, 2002). La
amplitud de las EPSCs evocados luego de un tren a 10 Hz durante una estimulacion
de 3 seg (20 pulsos) indujo una tasa de depresidon mayor en los animales WT que en
los KI (WT: 32,242,7; n=17 y Kl: 55,4+3,1; n=7; Fig. 1.8B; Student t-test; p=0,0007).
Del ajuste de estos valores de depresion a una funcion exponencial simple surgen las
constantes de tiempo: 164,4+42,1 ms para el WT y 147,8+22,3 ms para el K| (Student
t-test; p>0.05).
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La eficiencia de la transmision sinaptica durante la estimulacion repetitiva puede ser
determinada por la tasa de recuperacién posterior a la depresién sinptica la cual
depende de la tasa de rellenado de las vesiculas sinpticas del pool liberable. El curso
temporal de esta recuperacion fue estudiado aplicando un Unico pulso test a diferentes
intervalos de tiempo desde 0,25 a 14 seg. (Fig. 1.8A derecha). La fraccion de

recuperacion fue calculada de la siguiente manera:

Fraccion de recuperacion = (liest— lss) / (11 - Iss)

donde I, y Iss son la primera y Ultima amplitudes del tren de depresiéon de las EPSCs y
kest €S la amplitud de las EPSCs del pulso test. La fraccion de recuperacién como
funcioén del tiempo puede ser ajustada a una funcién exponencial simple. Es este caso,
el tau (t) de recuperacion de la depresion a 10 Hz para el WT fue de 4,0410,26 s (n=4)
y 2,17+0,7 s (n=7) para el KI (Student t-test; p=0,013).

Los mismos fenémenos de depresion y recuperacion han sido estudiados a alta
frecuencia. Estimulando durante 0,2 segundos (100 Hz) con el tren condicionante, se
obtuvo que la tasa de depresion (Fig. 1.8D) alcanz6 el 10,7+2,2% (n=13) en los WT
mientras que en los Kl alcanzo el 16,7+2,25% (n=9) (Student t-test; p=0,001). Al igual
gue lo observado a baja frecuencia, la recuperacion de la depresion a 100 Hz (Fig.
1.8E) se mostré acelerada (esto es, presentando menor tau) en los animales KI (twr:
2,0£0,4 sy t: 0,6810,22 s; Student t-test; p=0,003).

A diferencia de lo ocurrido a 10 o 100 Hz, a 300 Hz se observo que la tasa de
depresién fue mayor en los animales Kl (Fig. 1.7F; WT: 14,4+1,11; n=8 y KlI: 5,1+1,1;
n=5; Student t-test; p=0,02) sin verse alterada significativamente la tasa de
recuperacion. A esta frecuencia, el curso temporal de la recuperacién se ajusta mejor
a una funcién bi-exponencial con un tau rapido (t;) y otro lento (t). Para el genotipo WT
los taus fueron t; 182,2+45,1 ms y t, 2,77+0,5 s. mientras que para el Kl fueron t;
141,7¢17,8 ms y t, 2,7740,45 s. Todos los valores de depresion y recuperacion se

encuentran resumidos en la Tabla 2.1

Tabla 2.1. Porcentajes de depresion sinaptica y constantes de decaimiento de la STD y recuperacion

Decaimiento Recuperacion
yo tau tau
wr | s21sL WT | S218L WT | s218L
10 Hz | 32,2+2,7% 55,4+3,1% (*)] 147,8+22,3 ms (n=17) 164,4+42,1 ms (n=7) (ns 4,0440,26 s (n=13) 2,17+0,7 s (n=7) (*)
100 Hz ] 7,440,8 % 16,7£0,2 % (*)] 11,5%1,5 ms (n=14)  12,3+1,6 ms (n=9) (ns) 2,0£0,4 s (n=13) 0,68+0,22 s (n=9) (*)
300 Hz | 14,4+0,1% 5,120,1% (*) | 13.241,8 ms (n=8) 4,25+0,65 ms (n=5) (*) tau”tgi’lé’j'gssgorgss(":ﬂ) 141.7;‘;;'.:)25;((::?) (ns)
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Figura 1.8. Depresion y recuperacion sinaptica a baja (10 Hz) y alta (100-300 Hz) frecuencia de estimulacion. A.

Trazos representativos mostrando la depresion en la amplitud de las EPSCs durante 200 ms aplicando trenes de 100
Hz y la recuperacion de la depresion a diferentes tiempos. Se estudié la depresiéon de las EPSCs durante un tren de
estimulacién a 10 (B), 100 (D) y 300 Hz (F). Las amplitudes estan normalizadas a la primer EPSCs del tren. Los datos
fueron ajustados a una funcién exponencial simple obteniendo como resultado los valores descriptos en la tabla (H). En
los paneles de la derecha se grafican el curso temporal de la recuperacién de la depresion sinaptica medida como la
amplitud de la EPSCs del pulso test normalizada a la amplitud de la primer EPSCs del tren condicionante. Los datos
fueron ajustados a una funcién exponencial de primer orden tanto a 10 (C) como a 100 Hz (E) mientras que a 300 Hz
se ajusto a una funcién biexponencial (G).
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Los resultados de la STD sugieren que el S218L depleta inicialmente un mayor
namero de vesiculas que el WT a pesar de tener un menor influjo de calcio evocado
por un PA (Fig. 1.3). A fin de dilucidar el mecanismo que media este fenomeno, se
propuso estudiar como es el comportamiento de una segunda EPSC evocada a
diferentes intervalos de tiempo. Los datos normalizados de las EPSCs en la Figura 1.8
muestran como es el curso temporal de la STD y la recuperacion, pero la amplitud
absoluta de la primera EPSC es un indicador de la liberacion inicial. Como se observa
en la Figura 1.9, el S218L presenté una mayor EPSCs que el WT, siendo esto
consistente con lo detallado en la Fig. 1.7. Sin embargo, la segunda EPSC exhibié un
comportamiento distinto en cada genotipo en funcién a la frecuencia de estimulacion.
La tasa de depresién (entendida como la [1" EPSCromaizada — 2% EPSChomaiizada)*100])
puede ser un buen indicador de como el influjo de calcio afecta diferencialmente la
liberacion. La depresion observada a 10 Hz fue de 40,5+3,1 (n=17) para el WT y
24,353 (n=7) para el KI (recuadro inserto en la Fig. 1.9A; Student t-test, p=0,014) y
esta diferencia se invierte en la STD a 300 Hz donde el WT alcanz6 una depresion de
18,145,6 (n=8) y el Kl de 47,3+6,2 (n=5), (recuadro inserto en la Fig. 1.9B; Student t-
test, p=0,0018). Sin embargo, a 100 Hz, la diferencia de las dos primeras EPSC no
resulto ser diferente entre ambos genotipos (WT: 57,545,1 (n=14); Kl: 49,4+5,3 (n=9);
(Student t-test, p=0,14). Estos datos sugieren que tanto la calcio-dependencia como la
relacion exo/endocitosis en funcion a la frecuencia de estimulacion se encuentran
incrementadas en el terminal sinaptico portador de los canales de calcio S218L. Este

mecanismo sera analizado en la discusion I.
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Fig. 1.9. Amplitudes absolutas de las EPSCs en los trenes de STD. Los graficos representan el curso temporal de

la STD a partir de las amplitudes absolutas de las EPSC tanto a 10 Hz (A) como a 300 Hz (B). A partir de las
amplitudes normalizadas (como se mostré en la Fig. 1.8) se procedi6 a realizar la diferencia entre la primera y segunda
EPSC (ver recuadro rojo; ([1ra EPSChomaizada — 2da EPSCromaiizada)*100]) a fin de estimar el grado de depresion
generado en la segunda EPSC como producto del influjo de calcio. La diferencia obtenida a 10 Hz fue de 40,5+3,1
(n=17) para el WT y 24,3+5,3 (n=7) para el Kl (recuadro inserto Fig. 1.9A ; Student t-test, p=0,014). Esta tendencia se
invierte a 300 Hz donde el WT alcanzé una diferencia de 18,145,6 (n=8) y el KI de 47,3+6,2 (n=5), (recuadro inserto
Fig. 1.9B; Student t-test, p=0,0018).
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El aumento en calcio residual presindptico acelera la recuperacion de las EPSCs
luego de STD en los KI S218L

Luego se continto estudiando el efecto de un buffer de calcio lento en el terminal
presinaptico a fin de estudiar el rol del calcio residual sobre la cinética de recuperacion
de la STD. Las rodajas fueron preincubadas con EGTA en su forma tetra-
acetoxymethyl ester (EGTA-AM; 0,1 mM).

La recuperacion de las EPSCs ha sido afectada considerablemente por el EGTA-AM
en los animales S218L (Fig. 1.10 paneles izquierdos). A 10 Hz (Fig. 1.10A y B), el
EGTA-AM no gener6 cambios en las constantes cinéticas de recuperacion ni en el WT
(tectaam: 4.04£0,25; n=13; tiegTraam: 3.7811,36; n=4; Student t-test, p>0,05) ni en el KI
(tectaam: 2,17£0,7; N=7; tiectaam: 2,97£0,52; n=4; Student t-test, p>0,05). Sin embargo
a 100 Hz (Fig. 1.10 C y D), mientras no indujo cambios en el WT (tegraam: 2,010,4;
n=13; tiectaam: 2,8%0,9; n=4; Student t-test, p>0,05), el Kl sufri6 un severo
enlentecimiento de su recuperacion (tegra.am: 0,68+0,22, n=9; t.egraam: 2,710,9, n=4;
Student t-test, p>0,0027). Como se analiz6 en la Figura 1.8, el curso temporal de la
recuperacion a 300 Hz se ajusta mejor a una funcion bi-exponencial. Sin embargo, el
EGTA-AM genera un enlentecimiento de la recuperacion ajustandose ésta a una
funcion mono-exponencial (Wang y Kaczmarek, 1998). Como se observa en la Figura
1.10E y F y se detalla en la Tabla 2.1, la pre-incubacion con EGTA-AM permitido un

mejor ajuste de la recuperacion a una mono-exponencial en ambos genotipos.

Tabla 2.2. Constantes de recuperacion de la STD en ausencia o presencia de EGTA-AM

Recuperacion

tau

WT S218L
(-) EGTA-AM [ (+) EGTA-AM (-) EGTA-AM | (+) EGTA-AM
10 Hz 4,041+0,26 s (n=13) 3,78£1,36 s (n=4) (ns) 2,17+0,7 s (n=7) 2,97+0,52 s (n=4)
100 Hz 2,004 s (n=13) 2,8+0.9 s (n=5) (ns) 0,68+0,22 s (n=9) 2,740,9 s (n=4) (")
300 Hz taur 182,2+45,1 ms (n=8) 2,68+0,64 s (n=5) 141,7£17,8 ms (n=4) 2.5640,13 s (n=3)
taul 2,65+0,8 s (n=5) 2,7610,5 s (n=4)
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Figura 1.10. El calcio residual presinaptico se encuentra incrementado en el S218L. Las rodajas fueron

preincubadas con EGTA-AM (0,1 mM) a fin de incrementar el quelado de calcio intracelular en el caliz. Las figuras
representan el curso temporal de la recuperacion de la STD en ausencia (-EGTA-AM; simbolos llenos) o presencia
(+EGTA-AM; simbolos vacios) del quelante. Los simbolos vacios en color negro representan la sustraccién de las
curvas para cada genotipo. La recuperacion a 10Hz no present6 diferencias ni en el WT (A) ni en el Kl (B). A 100 Hz,
el EGTA no indujo cambios en la cinética de recuperacion en el WT (C) mientras que enlenteci6 el Kl (D). La
componente rapida observada tipicamente a 300 Hz en ausencia de EGTA, desaparece en ambos genotipos (E y F).
Los datos se encuentran en la Tabla 2.2.

Probabilidad de liberaciéon vesicular

La probabilidad de la liberacion de vesiculas (Pr) puede ser estimada por la fraccion
del pool de vesiculas liberado por un unico potencial de accion. A fin de estimar el
tamario del pool liberable, se puede asumir que la depresion de las EPSCs en un tren
de estimulacion, esta en mayor medida causada por un decremento transiente en el
namero de cuantos del pool liberable (Schneggenburger y col., 1999). Se midi6 las
amplitudes acumuladas de las EPSCs durante un tren de 300 Hz con la finalidad de

estimar, entre otros parametros la Pr. Las amplitudes de las EPSCs fueron sumadas
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en forma acumulativa obteniendo un grafico de amplitudes acumuladas en funcion del
tiempo del tren a 300 Hz (Fig. 1.11A). Del ajuste de los dltimos 10 puntos con una
funcion lineal, se puede obtener una estimacion de la Pr a partir de la inversa de la
ordenada al origen de esta funcion lineal (ver Anexo 2). Considerando esta
aproximacion, la Pr resulté ser significativamente mayor en los Kl 218L que en los WT
(WT: 0,3240,03, n=8; KI: 0,53+0,05, n=5; Student t-test; p=0,004).

Teniendo en cuenta estos datos de la Pr y mediante algoritmos mateméaticos que
contemplan el tamafio de las mEPSCs, se puede estimar el tamafio real del pool
liberable (ver Anexo 2). A partir de los trenes a 300 Hz el tamario del pool liberable no
resultd ser significativamente distinto entre ambos genotipos (WT: 421.8+33.3 y KI:

356.4+4; Student t-test; ns).

Figura 1.11. Probabilidad de liberacion.
Amplitudes acumulativas de las EPSCs durante la
estimulacion a 300 Hz. Las amplitudes de las
EPSCs se normalizaron a la amplitud del primer
estimulo. Los dltimos10 datos de la curva fueron
ajustados con una regresion lineal y extrapolada a
tiempo cero para estimar el pool de vesiculas
liberables (N) multiplicado por la amplitud media de
un cuanto (q). Los valores normalizados de N*q
obtenidos para WT y Kl a partir de los trenes de
300 Hz fueron de 3,27+0,28 (n=8) para WT vy
1,92+0,19 (n=5) para Kl (student t-test; p=0,0006).
La probabilidad de liberacién (Pr) puede ser
estimada dividiendo la amplitud de la primer
0 0 20 a0 60 EPSCs por N*q. De este modo, la Pr fue
significativamente mayor en los Kl (0,54+0,05) que
en los WT (0,32+0,03, Student t-test 0,002).

B wr T
A KI

Suma acumulativa de las
Amplitudes de las EPSCs

Tiempo durante estimulacién a 300 Hz (ms)

La transmision sinaptica en condiciones experimentales similares a la

fisiol6gicas se ve incrementada en el S218L

Hasta el momento, todos los experimentos se han desarrollado en las condiciones
experimentales clasicas en este tipo de preparacién (con una relacion de [Ca?']/[Mg®']
en la aCSF de 2:1 y sin estimulacion de las fibras aferentes previo al los registros
sinapticos). Sin embargo, la intensidad sinaptica puede variar durante la actividad
presinaptica repetitiva y depende en mayor medida de la actividad previa de la

sinapsis (Zucker y Regehr, 2002).

In-vivo, las neuronas en el tallo encefélico disparan espontdneamente a una
frecuencia media de ~10-30 Hz incluso en ausencia de sonido y la estimulacion sonora
puede incrementar transcientemente la frecuencia de disparo de PA en el orden de los
cientos de hertz (Sommer y col., 1993; Kopp-Scheinpflug y col., 2003; Hermann y col.,
2007; Sonntag y col., 2009). En este apartado se utilizé un protocolo a fin de mimetizar

la actividad espontanea a baja frecuencia compuesto por un tren condicionante corto
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(50 Hz) con el objetivo de predeprimir la transmision sindptica, seguido
inmediatamente de un tren de alta frecuencia (300 Hz; Fig. 1.12A; ver Hermann y col
2007 y Muller y col., 2010). Por otra parte, tratando de generar condiciones mas
cercanas al entorno fisiolégico del tallo encefalico, se utilizé en la aCSF una relacion
de [Ca®)/[Mg?] de 1,2/1 mM dado que se estima que esta relacion es la detectada en

el liquido cefaloraquideo en preparaciones in-vivo en ratones (Borst, 2010).

A = x
*
¥1.6 - AR (SL) ~ 46%
Tren de alta frecuencia § 14 AR (WT) ~ 21% T
3 —_—
—@MLUMLLL g 1.2 =
e
30 pulsos @ 300 Hz 3 1.0
0.8
Tren condicionante Tren de alta frecuencia E 06
I W M 3 o4
& #300 Hz
20 pulsos @ 50 Hz 30 pulsos @ 300 Hz &, 0.2
—
+50+300 Hz
1"EPSC 2" EPSC 0.0
WT S218L

Figura 1.12. El estado sinaptico predeprimido induce una mayor facilitacion en el S218L que en el WT. A
Protocolo de estimulacién sinaptica en el cual se aplica solo un tren de alta frecuencia (30 pulsos a 300 Hz; condicién -
50+300) o se aplica un tren condicionante de baja frecuencia (20 pulsos a 50 Hz) e inmediatamente después el tren de
alta frecuencia (condicién +50+300). En el recuadro rojo indica ciue para la cuantificacion se realiza el cociente R de la
amplitud de la 2% EPSC sobre la 1% EPSC. Las relacion de [Ca**[[Mg®'] en la aCSF en este experimento fue de 1,2/1
mM. B. Representacion de la relacion R para cada genotipo en las condiciones -50+300 (barras llenas) y +50+300
(barras vacias). Mientas que en el WT el cociente R fue de 1,05+0,08 y 1,26+0,10 en ausencia y presencia del tono
condicionante respectivamente (n=10; Student t-test; p=0,02), para el Kl fue de 0,94+0,08 y 1,4+0,1(n=9; Student t-test;
p=0,0003). Es importante destacar que la diferencia en la relaciébn R en ausencia o presencia del tren condicionante
(A=(R+s0+300)-(R-s0+300)) fue significativamente mayor en el S218L alcanzando un 46,6+0,7 mientras que en el WT
alcanz6 un 20,9+0,9 (Student t-test; p=0,02).

Registrando las EPSCs en las células principales del MNTB, se estimulé los axones
con un electrodo bipolar (ver Materiales y Métodos). A fin de comparar como es el
comportamiento de la facilitacién sinaptica, solo se comparé la relacion R (cociente
entre la 2° EPSC y la 1* EPSC) entre la condicién sin el tren condicionante (-50+300)
y la condicién con el tren condicionante (+50+300) para ambos genotipos (Fig. 1.12B).
El genotipo WT presenté un R de 1,05+0,08 y 1,26+0,10 en ausencia y presencia del
tren condicionante respectivamente (n=10; Student t-test; p=0,02) mientras que el Ki
fue de 0,94+0,08 y 1,4+0,1(n=9; Student t-test; p=0,0003). Sin embargo, mas alla de
estos valores, si se analiza el cociente de las relaciones entre el estado en presencia o
ausencia del tren condicionante (A=(Riso+300)-(R-s0+300)), €ste valor es fue
significativamente mayor en el S218L. Mientras el WT alcanzando un A=20,940,9, en
el S218L fue A=46,6+0,7 (Student t-test; p=0,02). Este valor podria estar indicando la
presencia de un calcio basal incrementado en el terminal presinaptico del S218L
reflejado esto en un “salto” mayor en la relacién R entre el estado normal (sin tren

condicionante) y predeprimido (con tren condicionante).
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Discusion |

Utilizando los ratones modificados genéticamente a los cuales se les ha introducido la
mutacién humana S218L en la subunidad principal de los canales de calcio P/Q, se
pudo establecer que ésta mutacion juega un rol importante no solo a nivel de las
corrientes de calcio presinapticas sino que induce ademas importantes alteraciones a

nivel sinaptico a diferencia de lo que ocurre en el R192Q (Inchauspe y col., 2010).

Presinapticamente se ha demostrado un desplazamiento de las propiedades biofisicas
basicas (I-V, activacién e inactivacion) hacia potenciales mas hiperpolarizados,
cercanos al potencial de reposo. Este comportamiento conjuntamente con la menor
densidad de corriente de calcio evocada por un pulso cuadrado despolarizante o un
unico potencial de accion, demuestran grandes alteraciones sobre las corrientes de
calcio mediadas por los canales P/Q S218L. Usualmente, en los modelos transgénicos
de FHM1 se describe el fendmeno de “ganancia de funcién” como un mayor influjo de
calcio a través del canal alterado genéticamente tal como se observa en la Fig. V y VI.
En general se considera la exacerbacion de la corriente maxima de la curva I-V. En
este sentido, la hipétesis propuesta originalmente deberia ser replanteada. El
fendmeno de “ganancia de funcién” en el S218L deberia ser interpretado como un
incremento de la corriente a potenciales de membrana en los cuales los canales
deberian encontrarse cerrados o inactivados, asi como un aumento significativo de la
“window-current” de los canales mutados a potenciales de membrana cercanos al

reposo.

Como se ha mencionado en la parte de resultados, asumiendo que la cinética de la
IpCa puede ser modelada por las ecuaciones de Hodgkin y Huxley (HyH), un
desplazamiento de los voltajes de activacion y su correspondiente “window-current”
hacia potenciales mas negativos podria generar una mayor entrada de calcio durante
un potencial de accion (Borst y Sackmann, 1999). Contrariamente a lo esperado en
funcién a este modelo, la corriente de calcio presinaptica registrada en los animales K
S218L (0,940,2 nA; n=5) fue significativamente menor que en los animales WT
(1,6+0,2 nA; n=9; Fig. 1.3B).

A pesar del decremento en las corrientes de calcio, la amplitud de las EPSCs fue
mayor en los animales Kl que en los WT. Los resultados presentados en este capitulo
avalan la idea de que las alteraciones halladas en el S218L tienen un origen

presinaptico siendo indicadores de ésto la mayor amplitud de las EPSCs, el
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incremento en la frecuencia de las mEPSCs y la mayor depresion de la STD
observada a 300 Hz. Sin embargo, la aparente contradiccién de una menor IpCa con
una mayor EPSCs plantea multiples escenarios. Por un lado esta discrepancia podria
ser explicada parcialmente por mecanismos de inhibicion calcio-dependiente tales
como alteraciones en la facilitacion de la corriente de calcio donde el incremento del
calcio basal seria el responsable de esta inhibicion (ver modelo, Fig. 1.13). Por otra
parte se puede postular la siguiente situacién. Con intervalos de estimulacion sinaptica
muy cortos (3,3 ms; 300 Hz) el S218L presenta un incremento de la EPSC inicial (con
lo cual depleta mas el pool de vesiculas; Fig. 1.9B) y una reduccion de la facilitacion
de la IpCa (Fig. 1.4C). Ambos fenémenos llevan a una mayor tasa de depresiéon en el
S218L (Fig. 1.8E). En el WT a esta misma frecuencia, la amplitud de la EPSC inicial es
menor (con lo cual depleta menos) y el segundo EPSCs (Fig. 1.9B) no es tan pequefo
porque se contrarresta con una mayor tasa de facilitacién de la IpCa. En ambos casos,
el calcio intracelular no estaria afectando la endocitosis en ninguno de los genotipos
dada la escala temporal de la estimulacion. Como contrapartida, a intervalos de
estimulacion muy grandes (100 ms; 10 Hz), la liberacion es mayor proporcionalmente

en el Kl que en el WT por la r4pida recuperacion del pool.

La probabilidad de liberacion calculada segun el método propuesto por
Schneggenburger y col. (1999) utilizando trenes de 100 Hz, no considera que pueda
llevarse a cabo la recuperacion parcial del reciclado vesicular en ese periodo. Este
punto es el que llevod a considerar analizar la Pr a partir de los trenes de 300 Hz en los
cuales se asume que al final del tren, la depresion de los ultimos EPSCs esta dada
principalmente por la deplecion vesicular sin considerar contribucién alguna de la
recuperacion vesicular. Como se mostré en la Figura 1.11, la Pr es significativamente
mayor en los animales Kl 218 que en el WT. Estos datos son consistentes con las
observaciones tanto de una mayor amplitud de los EPSCs como una incrementada
frecuencia de mEPSCs en los animales transgénicos. Por otra parte, el hecho de que
se observen diferencias en la Pr entre el WT y el S218L con una corriente sinaptica
incrementada en este Ultimo, llevaria a pensar una mayor eficiencia en la liberaciéon
que podria esta dada por un mayor numero de vesiculas disponibles. Sin embargo la
medicién del pool vesicular no arrojo diferencias significativas. Una posible explicacion
para este fendbmeno es que existan distintos pooles de vesiculas (Schneggenburger y
col.,, 2002) o que se encuentre incrementanda la probabilidad de liberacién de las

vesiculas relativamente lejanas al sitio de liberacion.
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La recuperacion de la STD fue significativamente mas rapida en los animales Kl tanto
a 10 como a 100 Hz pero no asi a 300 Hz. Mientras que las diferencias a 10 y 100 Hz
podrian explicarse con el aumento de la probabilidad de liberacion, la no diferencia a
300 Hz puede interpretarse como una “saturacién” del sistema de liberacion vesicular.
Vale mencionar que el término “saturacién” se relaciona con que a esta frecuencia el
sistema exocitético se encuentra en su maxima tasa de funcionamiento, por tanto, no
puede ser acelerado mas all4 de estos limites. Este fendmeno de recuperacion esta
estrechamente relacionado con la entrada de calcio relativa a cada frecuencia (Wang y
Kaczmarek, 1998) donde a medida que se va aumentando la frecuencia de
estimulacion, la dependencia del influjo de calcio sobre la tasa de recuperacion
también va aumentando. Los resultados obtenidos en presencia de EGTA-AM,
avalarian la teoria de un incremento en los niveles de calcio basal, dado que tanto los
fendmenos de recuperacion de la STD (Fig. 1.10) como las mEPSCs (Fig. 1.6C) se
encuentran reducidos en presencia del quelante de calcio, similarmente a lo
previamente descrito en sinapsis neuromusculares (Urbano y Uchitel, 1999). Este
potencial incremento en los niveles de calcio basal en el terminal presinaptico, podrian
desempenfiar un rol fundamental en la aceleracion de la maquinaria exocitética (ver
modelo, Fig. 1.13). Otro dato importante a tener en cuenta, orientado en la misma
direccion, son los resultados de la facilitacion de la sinapsis en estado predeprimido
(Fig. 1.12B) donde la diferencia en la relacion R entre el estado normal (sin tren
condicionante) y predeprimido (con tren condicionante) fue mucho mayor en el S218L
que en WT sugiriendo la presencia de un calcio basal incrementado en el terminal

presinaptico del genotipo mutante.

En relaciéon al estado predeprimido descripto en el parrafo anterior, cabe mencionar
también que la facilitacién en el estado predeprimido es causada por mecanismos
presinapticos y depende del incremento del calcio residual presinaptico, en forma
similar a lo que ocurre en la facilitacién por doble pulso (Muller y col., 2008; Hori y
Takahashi, 2009; Muller y col.,, 2010). Mientras en los animales WT, el tren
condicionante proporciona un “escaléon” de calcio sobre el cual se suma la
potenciacién sinaptica del tren de alta frecuencia, se propone que en el S218L ese
primer “escalén” esta proporcionado por el influjo de calcio basal incrementado (por el
desplazamiento de la I-V). En esta nueva situacion, el tren condicionante aportara un
incremento en el calcio basal y de esta forma la potenciacion sindptica evocada por el
tren de alta frecuencia serd mucho mayor que la obtenida en el WT. Esto podria
explicar porque se observa cambios en el salto en la relacion de facilitacion (R) desde

un A~21 en el WT y A~46 en S218L, siendo estos valores consistentes con la teoria
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de un incremento en los niveles basales de calcio en el terminal presinaptico.
Planteada esta situacion, la dinamica del calcio intracelular puede verse afectada
generando por ejemplo saturacion de los buffers intracelulares de este ion (Blatow y
col., 2003; Felmy y col., 2003; Muller y col., 2008). Asimismo, podria ocurrir que este
calcio incrementado acelere la maduracién de vesiculas relativamente lejanas al sitio
de liberacién, incrementando la probabilidad de liberacién de las vesiculas liberables
en un fendmeno conocido como “superpriming” (Schluter y col., 2006; Muller y col.,
2010) lo cual podria explicar el incremento en la frecuencia de las mEPSC, la mayor
amplitud de la EPSC y en la Pr del modelo S218L. Dada la gran heterogeneidad en los
mecanismos involucrados en la depresion, seria de gran interés futuro poder
determinar si este incremento en la liberacion es debido a la movilizacion de vesiculas
con diferente localizacién respecto los canales de calcio o por diferencias cinéticas
intrinsecas (relativas a la liberacién) dentro del mismo pool como se describe en Muller
y col. (2010).

La mutacion S218L redujo significativamente la tasa de facilitacion de la corriente de
calcio presinaptica (Fig. 1.4B y C). Por un lado, este efecto puede estar mediado por
un fendmeno de inhibicion calcio-dependiente y por otro lado, puede ser consecuencia
de que el canal esté tonicamente facilitado. Esta ultima afirmacion se desprende del
trabajo de Adams y col. (2010) donde se demuestra que el canal S218L, a diferencia
del R192Q, expresado en un sistema heterélogo o en células piramidales de cerebelo

disociadas, presenta una notoria facilitacion intrinseca permanente.
Modelo

En base a los resultados anteriormente mencionados, se propone un modelo que

intenta explicar el posible rol funcional de la mutaciéon S218L (Fig. 1.13).

Partiendo de la observacién que el desplazamiento en la activacién de los canales de
calcio ocurre hacia potenciales muy cercanos al potencial de reposo, se estima que
este desplazamiento estaria incrementando el influjo de calcio al potencial de reposo.
Este aumento en el influjo de calcio podria desempefiar un rol dual sobre las corrientes
de calcio y la actividad sinaptica: 1) por un lado inducir fenémenos de inhibicién calcio-
dependientes los cuales se verian reflejados en la reduccién de la tasa de facilitacion
de la IpCa y la menor amplitud de la corriente de calcio evocada tanto por un pulso
cuadrado como por un PA (Fig. 1.1 y 1.4); 2) por otro, el aumento en el tono basal de

calcio, podria inducir una aceleracién de toda la maquinaria de exocitosis dando lugar
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a un mayor tamafio del pool de liberacion (“superpriming”), aumento de la probabilidad

de liberacion, aumento de la EPSC e incremento en la tasa de recuperacion de STD.

PA

N
i e &

[Ca®*] basal A Influjo [Ca™]

Maquinaria exocitética
normal

S

PA

o - 1
&)
2 SARC~
A [Ca*] basal ¥ Influjo [Ca™]
A Pr

Figura 1.13 . Modelo propuesto para las alteraciones sinapticas conferidas por la mutacion S218L . Considerando
el cambio en las propiedades biofisicas de los canales P/Q en el modelo Kl 218 (activacién a potenciales mas
negativos) se espera que el calcio basal esté aumentado en comparacion con la sinapsis del ratén WT. Ya sea por
una menor expresion de los buffers intracelulares de calcio o por una saturacion de los mismos, el calcio incrementado
en el terminal presinapticos permanece elevado por muy largo tiempo. Este estado basal llevaria a acelerar procesos
calcio-dependientes los cuales podrian estar desempefiando roles antagénicos. Por un lado, el fenémeno de priming de
las vesiculas sinapticas se podria ver acelerado (ver flecha roja, lo cual podria justificar el aumento en la frecuencia de
las mEPSCs, Pr y amplitud de las EPSCs) y como contrapartida, los fenémenos de inhibicién por calcio los cuales
pueden estar desempefiando un rol importante sobre la disminucion de la corriente de calcio presinaptica y en la tasa
de facilitacion de la misma evocada por trenes de potenciales de accién a alta frecuencia.
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Capitulo 1l

La liberacion de neurotransmiso r modulada por pregabalina es
mediada por cambios intrinsecos en las propiedades de los
canales de calcio Ca 2.1

Introduccion Il

La pregabalina (PGB) [S-(+)-3-isobutil-GABA], comercialmente conocido como Lyrica,
es una droga analgésica y anticonvulsionante utilizada en el tratamiento de diversos
desordenes neurolégicos y psiquiatricos incluidos la fibromialgia, desordenes de
ansiedad generalizados y como un complemento en algunas terapias de epilepsias
parciales en adultos (Striano y col., 2008). Tanto la PGB como la gabapentina
(andlogo estructural, Fig. 2.1) han sido sintetizados como analogos estructurales del
neurotransmisor acido y-aminobutirco (GABA) con la finalidad de incrementar su
lipofilicidad a fin de mejorar la penetracion en el sistema nervioso central conservando
su farmacologia. Sin embargo, se ha demostrado que estas dos moléculas no actian
sobre los receptores GABA-A y GABA-B (Taylor y col., 1998; Maneuf y col., 2003).
También se ha demostrado en los mismos trabajos que tanto PGB como gabapentina
no pueden ser convertidas a GABA o0 agonistas GABAergicos ni tampoco poseen
efectos inhibitorios sobre la recaptacion o degradacion de GABA. Un aspecto
diferencial importante de destacar, es que ambos compuestos difieren de GABA dado
que estos pueden cruzar las barrera hematoencefélica via el transportador de
aminoacidos L (Cunningham y col., 2004; Su y col., 2005). Este mecanismo asegura el
paso continuado y activo de PGB hacia el liquido cefalorraquideo, llegando a alcanzar

concentracion sub-milimolar.

Las subunidades auxiliares a2y y B estan fuertemente relacionadas con el trafico de la
subunidad principal a a la superficie celular (Felix y col., 1997). Asimismo, estas
subunidades auxiliares modifican algunas propiedades biofisicas de los canales de
calcio como ser apertura, activacion e inactivacion (Felix y col., 1997; Hobom y col.,
2000; Sokolov y col., 2000).

HN COH
H,N MCOEH HN-"" CO.H
H CH,
CH,
GABA Gabapentina Pregabalina

Fig. 2.1. Férmula molecular de gabapentoides . Estructura de GABA (acido y-aminobutirico), gabapentina (1-
(aminoetil) acido acético ciclohexano) y pregabalina (S(+)-3-isobutil GABA).
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Sitio de union de la PGB

Los estudios realizados las Ultimas décadas, han demostrado que la PGB ejerce su rol
farmacoldgico a través de su union de alta afinidad a la subunidad accesoria a20 de
los canales de calcio voltaje-dependientes (Gee y col., 1996; Bellioti y col., 2005;
Taylor y col., 2007).

El blanco farmacolégico de esta droga de este tipo de drogas fue inicialmente
analizado mediante la unién de gabapentina-[H’] en membranas de cerebros de rata
(Suman-Chauban y col., 1993) y autoradiografias de cerebros marcados con este
is6topo (Hill y col., 1993). La unién de gabapentina-[H%] no solo queda reducida a
tejido cerebral, sino que también se une a musculo esquelético (Gee y col., 1996;
Joshi y Taylor, 2006).

De los cuatro subtipos de subunidades a2 conocidos, solo a2 8-1 y a2 6-2, pero no la
0a206-3 y a26-4, son capaces de unir PGB o gabapentina. El dominio estructural en la
subunidad a2 correspondiente al factor von Willebrand tipo-A, ha sido identificado por
homologia de secuencias, como el sitio de interaccion de cationes divalentes con la
matriz extracelular (Whittaker y Hynes, 2002), el cual se encuentra ausente en las
subunidades a26-3 y a20-4, lo cual sugiere su rol imprescindible para la accién de

estas drogas (Wang y col., 1999; Marais y col.; 2001).

Modulacion aguda de los canales de calcio por PGB y su accion sobre la

transmision sinaptica

Diferentes trabajos indicaron que tanto PGB como gabapentina reducen el influjo de
calcio via CCDV en fracciones de sinaptosomas (Fink y col., 2000; 2002; van Hooft y
col., 2002). La aplicacion de gabapentina sobre cultivos neuronales resulto en una
inhibicion aguda de las corrientes de calcio, particularmente la del tipo L (Stefani y col.,
1998; Martin y col., 2002). Sin embargo, en muchos otros estudios, la inhibicion aguda
por gabapentina fue descrita como menor o incluso inexistente (Dolphin, 2003). Se ha
demostrado que la aplicacién cronica de ambos, PGB (un analogo estructural de la
PGB) o gabapentina, reduce las corrientes de calcio (ver Taylor y col., 2007) por
interaccion con la subunidades a261-2 (Stefani y col., 1998; Martin y col., 2002; Sutton
y col., 2002; McClelland y col., 2004). Estudios similares con CCDV recombinantes

han fallado en mostrar efectos agudos de la gabapentina sobre la funcionalidad de los
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canales. Mas aun, Kang y col. (2002) mostro, a través de la expresion de canales P/Q
recombinantes en oocitos de Xenopus, que las corrientes de calcio mediadas por bario
no se ven afectadas por tratamientos agudos de gabapentina (30 uM). Sin embargo, la
gabapentina alteré algunos parametros de su cinética. Esta falta de efecto podria estar
relacionada con el hecho que los canales recombinantes carecen de la interaccion con
proteinas que usualmente se encuentran en entornos sinapticos (ej., sintaxina,
sinaptotagmina y subunidad f, etc.). Alternativamente, el uso de bario en lugar de
calcio como transportador de carga se sabe altera las propiedades biofisicas
dependiente de calcio (Hille, 2001), posiblemente enmascarando el efecto de la

gabapentina.

Registros electrofisiolégicos han fallado en detectar algin efecto agudo mediado por
gabapentina sobre las corrientes de calcio registradas en neuronas del hipocampo
provenientes de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal (Schumacher y col.,
1998). Tampoco se observaron efectos de la gabapentina sobre las corrientes de bario
en las células de Purkinje mas alla que estas células expresan predominantemente la
020-2 como representante de la familia de las a2d (Sokolov y col., 2000; Dolphin,
2003). De forma similar, si bien no se ha observado una inhibicién pronunciada sobre
las corrientes de calcio en tratamientos agudos efectuado en células PC12, la
gabapentina si fue efectiva en reducir la amplitud de las corrientes de calcio en

exposiciones crénicas (Vega-Hernandez y col., 2002).

A pesar de los efectos contradictorios de la pregabalina sobre las corrientes de calcio,
se han mostrando reducciones de la liberacion de varios neurotransmisores mediadas
por pregabalina en distintos tejidos neuronales (Taylor y col., 2007). La PGB reduce
las respuestas postsindpticos evocadas demostrado en sinapsis de la corteza
entorrinal (Cunningham y col., 2004), placa neuromuscular (Joshi y Taylor, 2006) y en
cultivo de neuronas de hipocampo (Micheva y col.,, 2006). Como contrapartida,
estudios realizados con canales de calcio recombinantes, no presentan ningun efecto

agudo de la PGB sobre la funcién de los canales (Hendrich y col., 2008).

Tratamientos cronicos con PGB podrian jugar un rol activo en el trafico de canales de
calcio (Hendrich y col., 2008). Utilizando subunidades mutadas de la a2d que no unen
gabapentina, Hendrich y col. (2008) demostré que los efectos sobre el trafico de
canales de esta droga eran via las subunidades a28-1 y a25-2. Més aun, gabapentina
ha sido relacionada con la maduracion de sinapsis corticales en ratones (Eroglu y col.,

2009) en la cual los receptores de gabapentina (subunidades a2&) fueron requeridos
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durante los estadios de desarrollo temprano en la transmision sinaptica excitatoria

cortical.

Por otra parte, existen evidencias directas como indirectas que muestran una falta de
efecto de estas drogas. Si bien se ha demostrado que la aplicacion aguda de PGB y
gabapentina inhibe las corrientes de calcio tipo L en cultivos de neuronas aisladas de
rata (Stefani y col., 2001), estos hallazgos no han podido ser confirmados en neuronas
del giro dentado de rata (Stringer y Taylor, 2000), miotaubulos esqueléticos de raton
(Alden y Garcia, 2001) o cultivos de neuronas de los ganglios de la raiz dorsal

analizando las corrientes del tipo N (Lanneau y col., 2001).

El objetivo de este trabajo es estudiar los mecanismos de accion de la PGB en forma
aguda sobre la neurotransmisién excitatoria en las células principales del nicleo medio
del cuerpo trapezoidal (MNTB). Se propuso estudiar la modulacion de la pregabalina
tanto de las corrientes de calcio mediadas por los canales P/Q (Cay2.1) como asi

también sobre las corrientes post-sinapticas excitatorias.
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Resultados I

Efecto agudo de PGB sobre las corrientes postsinpticas excitatorias (EPSCs)

Un amplio espectro de concentraciones de PGB han sido utilizados en trabajos previos
(McClelland y col., 2004; Beydoun y col., 2005; Micheva y col., 2006). Luego de una
Unica administraciéon de PGB in-vivo, se ha reportado que la concentracion en plasma
esta cercana a los 120 pM (Johannessen y col., 2003), mientras que con una vida
media en plasma ~6 hs, concentraciones cercanas a los 500 uM son esperables luego
de mudltiples administraciones de PGB (Beydoun y col., 2005). A fin de determinar la
concentracion maxima de PGB con efecto sobre la transmision sindptica en la
preparacion in-vitro del caliz de Held-MNTB, primero se decidi6 estudiar la curva dosis-
respuesta de PGB sobre la EPSC registrada en las células principales del MNTB (Fig.
2.2A). Se registro la amplitud de las EPSCs durante la incubacion aguda de las
rodajas con PGB a distintas concentraciones: 10 uyM, 100 pM, 500 uM y 1 mM (como
ya se mencioné en la introduccién general, las amplitudes de las EPSCs son
independientes de la intensidad del estimulo por encima del umbral). Aunque 100 M
no produce un efecto significativo sobre la respuesta sinaptica in-vitro (Fig. 2.2A,
ANOVA de medidas repetidas; p>0,05), la amplitud de las EPSCs fue
significativamente reducida tanto por 500 yM como 1 mM de PGB (Fig. 2.2A, ANOVA
de mediadas repetidas F[2,16]=10.60; p<0,003, Student-Newman-Keuls post hoc test;
t <0,05). De hecho, la amplitud media de las EPSCs fue reducida a un 30+3% en
presencia de 500 uM de PGB (Fig. 2.2A y B; 10,1+0,6 nA, n=12 y 7,1+0,2 nA, n=7,
para los controles y luego de la incubaciéon con PGB 500 yM respectivamente; Student
t-test, p=0,024). No se encontraron diferencias significativas en la amplitud de las
EPSCs durante 20 minutos de incubacion con la solucién de perfusion aCSF utilizando

esto como control negativo frente a un posible efecto de rundown.

La L-Isoleucina es ampliamente utilizada como herramienta farmacologica para revertir
el efecto de la PGB dada su conocida alta afinidad de union al mismo sitio de la
subunidad a2d que PGB, aunque sin esperarse un efecto sobre las corrientes de
calcio (Stewart y col., 1993; Su y col., 2005). Si bien la reversion del efecto de la PGB
en nuestras manos no fue total, la reduccion en la amplitud de los EPSCs fue
parcialmente recuperada (~10%) por L-Isoleucina (1,5 mM) (Fig. 2.2C, circulos
abiertos y 2.2D).
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La amplitud de miniaturas (MEPSCs) en presencia de TTX (1uM) puede ser
considerada un buen estimador del tamafio cuantico (Fig. 2.3). En base a esto, se
encontroé que la frecuencia de los eventos espontaneos fue drasticamente reducida en
presencia de PGB (+PGB) en comparacion a la ausencia de la droga (-PGB) (Fig 2.3B,
0,510,1 Hz en la condiciéon +PGB 500 uM comparado con 1,7+0,4 Hz en la condicion -
PGB, Student t-test; p=0,004) mientras que no se han encontrado diferencias en la
amplitud media de los eventos espontaneos (Fig. 2.3C, 3912 pA en -PGB, n=11y 38+2
pA en +PGB, n=10). Estos resultados sugieren una accién presinaptica aguda de la
PGB reduciendo la liberacion espontanea del neurotransmisor en la sinapsis del caliz
de Held-MNTB.
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Figura 2.2. La pregabalina (PGB) reduce la amplitud de las EPSCs. A. Curva dosis-respuesta ajustada a la
ecuacion de Hill (ICs=161,13 puM, pendiente de Hill: -2,4663). La amplitud de los EPSC luego del efecto inhibitorio de
la PGB tanto a 500 uM como a 1 mM, fueron significativamente diferentes respecto a la condicién control (ANOVA de
medidas repetidas F[2,16]=10,60; p<0,003, Student-Newman-Keuls post hoc test, t<0,05). En la parte superior de la
figura se muestran los trazos representativos de los EPSCs en la condicién control y luego de la incubacion durante 15
min con PGB a dos concentraciones diferentes. B. Transcurso temporal del efecto de PGB sobre la amplitud de los
EPSCs en las células del MNTB (potencial de holding -75 mV) antes y después de la perfusién con 500 uM PGB. La
amplitud media de los fue reducida un 30+3% (Student t-test; p=0,024). C. Amplitud de los EPSC en ausencia (puntos
negros) o presencia de PGB (500 uM, puntos grises) y luego de la aplicacion de L-Isoleucina (1,5 mM, puntos grises
abiertos). D. EL efecto de la PGB fue parcialmente rescatado (alrededor de un 10 %) por la aplicacién de L-Isoloeucina.
Los valores se representan como la mediatsem.
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Modulacion aguda de las corrientes de calcio presinapticas (IpCa) por PGB.

Tomando en consideracion los datos presentados anteriormente de la curva dosis-
respuesta en la transmision sinéptica, se decidié usar la concentracion de PGB de 500
MM sobre las corrientes de calcio. Dicha concentracion es aproximadamente el doble
de la concentracion de bloqueo al 50% y alcanza un estado estacionario de bloqueo
cercano al 30%. Como primera aproximacion, se utilizo el protocolo de rampa (rampa
de voltaje despolarizante desde -75 mV a +60 mV durante 50 ms) a fin de evocar las
corrientes de calcio utilizando una solucion normal del aCSF (Fig. 2.4A, recuadro
interno de la figura). Este protocolo permite estudiar el efecto de la PGB tanto sobre la
amplitud como la activaciébn voltaje-dependiente de las corrientes de calcio
minimizando el efecto del rundown. Vale recordar que en el rango de edades que se
utiliza en este trabajo (entre los 11-15 dias postnatales) los canales de calcio que
median la liberacion de neurotransmisor son Unicamente del tipo P/Q en el céliz de
Held (Iwasaki y Takahashi, 1998; Inchauspe y col., 2004; Fedchyshyn y Wang, 2005).
El pico de amplitudes de la corriente de calcio luego de la aplicacion de la PGB
durante 15 min, fue reducido un 30% (Fig. 2.4A, circulos grises) la cual fue
parcialmente recuperada (~10%) por la accién de L-Isoleucina (1,5 mM; Fig. 2.4A,
circulos vacios). Por otra parte, la L-Isoleucina en si misma no afecta las corrientes de
calcio (Fig. 2.5, Ay B). Por lo tanto, la incubacion aguda de PGB fue capaz de reducir
las corrientes de calcio por un mecanismo que involucra las interacciones con el

receptor de PGB y L-Isoleucina que es la subunidad a2d de los canales de calcio.
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Figura 2.4. Modulacion aguda de la corriente de calcio presinaptica por PGB. A. Amplitud maxima de la

IpCa evocada por rampas depolarizantes (desde -75 a +60 mV) de 50 ms de duracién en ausencia (circulos
negros) o presencia (circulos grises) de PGB 500 pM (n = 7). La aplicacion de L- Isoleucina 1,5 mM revirtio
parcialmente el efecto de PGB (circulos grises vacios, n = 3). La PGB redujo la IpCa en un 30% mientras que la
Isoleucina indujo una recuperacién de 10%. En la parte superior de la figura se muestran los trazos
representativos de las IpCa. Los numeros del 1 al 3 indican los puntos de la curva de los cuales se han
obtenidos los trazos. B. Densidad de corriente vs voltaje comparando la condicién control y luego de la
aplicacién de PGB. La IpCa comenzd a activarse aproximadamente a los -35 mV con un aparente potencial de
reversion a +40 mV. El pico maximo de la densidad de corriente fue alcanzado a los -15 mV con valores medios
de -28,3+£3,9 pA/pF para -PGB y -16,5+5,0 pA/pF para +PGB (*, ANOVA de medidas repetidas F[2,214]=
19.594, p<0.001, Student-Newman-Keuls post hoc test, t<0.01). El protocolo de estimulacién y los trazos
representativos para cada condicién se muestran a la derecha de la figura (potencial de holding a -75 mV,
pulsos cuadrados de 20 ms de duracion desde -60 a + 50 mV con pasos de 5 mV). Las amplitudes de las
corrientes son la media de los Ultimos 5 ms de cada registro. C. Curvas de activacion de la IpCa obtebida a
partir de las Corrientes de cola (ver trazos de las corrientes de cola a la derecha del grafico). Las curvas de
activacion fueron ajustadas a la ecuacion de Boltzmann. Las IpCa se activan al mismo voltaje en ambas
condiciones. Los voltajes medios de activacion (Vi) fueron 28,9+0,4 mV para -PGB (n=11) y 28,3+0,5 mV para
+PGB (n=11, Student’s t-test, p>0.05,). Las pendientes (k) fueron 5,7+0,4 mV y 5,4+0,4 mV (Student's t-test,
p>0.05) para -PGB y +PGB, respectivamente. Los valores son representados como la mediatsem.
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Por otra parte, se examino los efectos de la PGB sobre la relacion corriente-voltaje (I-
V) de la corriente de calcio. Se observo que la densidad de la corriente de calcio
(valores al pico de la I-V a -15 mV) fueron significativamente reducidos por 500 yM de
PGB (Fig. 2.4B, izquierda; trazos representativos en el panel de la derecha). La
densidad media de la corriente de calcio fueron -28,3+3,9pA/pF para -PGB y -16,5t5,0
pA/pF para +PGB (ANOVA de medida repetidas, F[2,214]=19,594; p<0,001, Student-
Newman-Keuls post-host test; t<0,01). Las curvas de estado estacionario, que surgen
después de graficar la amplitud de las corrientes de cola versus el voltaje del pulso
despolarizante (Fig. 2.4C), no han presentado diferencias significativas cuando se
compararon las condiciones en presencia o ausencia de PGB. Los voltajes medios de
activacion (Vy) fueron de -28,9+0,4 mV (n=11) en la condicién control (-PGB) y -
28,3+£0,5 mV (n=11) en presencia de PGB. Las pendientes (k) de estas curvas también
han sido similares: k=5,7+£0,4 mV (-PGB) y 5,4+0,4 mV (+PGB) (Student t-test; p>0,05,
n=11).
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| | de la IpCa observada luego de
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100 mV .
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sl hmtrtiang, o luego de la perfusiébn con
rﬁ " W e Isoleucina 1,5 mM (trazo gris,

\ . | M n=3). B. Protocolo de inactivacion

I { | (arriba) el cual consiste en pulsos

} M ' aw0pal  cuadrados pareados separados

20ms por un interpulso a -100 mV. Las
corrientes de calcio (abajo) se
muestran para el control (trazo

negro) y + lIsoleucina 1,5 mM

(gris).

Continuando con el estudio de la modulacion de las propiedades biofisicas de los
canales de calcio, se analizé las cinéticas de activacion (tau-on) y de deactivacion
(tau-off) de estas corrientes. Para el tau-on se considero la parte inicial (10 ms) de las
corrientes evocadas por los pulsos cuadrados despolarizantes y para el tau-off la fase
repolarizante de las corrientes de cola (Fig. 2.6). Tanto la cinética de activacién como
la de deactivacion fueron mas rapidas en presencia de 500 uM de PGB, sugiriendo un
doble efecto de PGB. Por un lado mediante la reduccion de la amplitud de la corriente
de calcio mientras que por otro lado induciendo una aceleracion de la cinética de

apertura y cierre de de los canales de calcio.
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Figura 2.6 . Efecto de la PGB (500 uM) sobre las constantes cinéticas de activacion y deactivacion de las
corrientes de calcio. A. Trazos representativos (linea punteada) de las corrientes de calcio a -30 mV en ausencia
(negro) y presencia (gris) de PGB obtenidas del protocolo de la I-V. Los trazos de las corrientes fueron ajustados (linea
completa) con una funcién exponencial simple. B. Las constantes de tiempo de activacién (tau-on) fueron graficadas en
funcién al voltaje comando. Se observaron diferencias significativas entre —-PGB (n=10) y +PGB (n= 5; 500 uM) en todo
el rango de voltajes estudiado desde -30 mV a +10 mV (*; Student t-test; p<0,05). C. Trazos representativos (linea
punteada) de las corrientes de cola luego de la repolarizacion a -75 mV habiendo partido de los -10 mV en ausencia
(negro) o presencia (gris) de PGB. Las corrientes fueron ajustadas (linea completa) con una funcién exponencial
simple. D. Las constantes cinéticas de deactivaciéon a -10 mV (tau-off) presentaron diferencias significativas entre
ambas condiciones (-PGB (n=12) y +PGB (n=4) (*; Student t-test; p<0,05). Los valores estan representados como la
mediatsem.

Las propiedades de inactivacion de las corrientes de calcio son blanco de

accion de la PGB

Como se menciond anteriormente, la aplicacion aguda de PGB indujo la remocion
parcial de la inactivacion de la corriente de calcio durante un pulso cuadrado
despolarizante (Fig. 2.4B, derecha, +PGB). En base a esto, se continud caracterizando
los efectos agudos de PGB sobre las propiedades de inactivacion de los canales de
calcio tipo P/Q. Para dicho estudio se utilizé un protocolo de inactivacion de tres pulsos
cuadrados (Fig. 2.7A; ver Patil y col., 1998). Un primer pre-pulso (PP) genera
corrientes de calcio al mismo tiempo que produce la inactivacion de una proporcion de
canales activados durante el mismo. De esta forma, la relacién de la corriente de
calcio medida al inicio y al final del pre-pulso (I1 e 12 PP, respectivamente) brinda
informacién sobre la inactivacion ocurrida durante el pre-pulso (Fig. 2.7B). Al igual que
ocurre en el pre-pulso, comparamos las corrientes de calcio al inicio y al final del
pulso-test (PT, I1 e 12 respectivamente). Se usé un pulso (o también llamado inter-

pulso, IP) para modular la deactivacién/inactivacién de los canales de calcio antes del
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pulso-test. En este Gltimo caso, se midieron las corrientes de calcio al final del inter-
pulso (Fig. 2.7C). El nivel de despolarizacion del inter-pulso cambi6 desde -100 a -10
mV, permitiendo la apertura y posterior deactivacion de una amplia poblacion de

canales de calcio.

En la condicion control, la tasa de inactivacion en el pre-pulso (I2PP/I1LPP) alcanz6 un
10%, la cual fue significativamente reducida en presencia de PGB (Fig. 2.7B,
0,9040,03 para —PGB (n=16) y 0,99+0,01 para + PGB (n=6); Student t-test, p=0,042).
Tal efecto se caracteriz6 ademas por el andlisis de la tasa de inactivacion del pulso
test (I2PT/I1PT). Mientras que una clara inactivacion fue observada en ausencia de
PGB, en presencia de 500 uM de PGB se observaron grandes diferencias sobre la
inactivacion de la corriente (Fig. 2.7D, o vs. A). Se observaron diferencias
significativas en la dependencia de voltaje en la relacion I2PT/ILPT (pendientes: -
PGB=9+3x10" mV' y +PGB=2+1x 10 mV*, Student t-test; p=0,025). Un dato muy
importante de destacar es que 100 uM de PGB (concentracién plasmatica de la droga
dentro del rango clinico), fue capaz de rescatar la corriente de calcio de la inactivacion
(Fig. 2.7D, triangulos abiertos A, pendiente -6+3 x10™ mV™*, Student t-test, p=0,001).
La inactivacion previamente observada en la condicion control fue abolida cuando el
calcio se reemplaz6 por el bario como transportados de carga (Figura 2.8A). La
similitud en la media de la relacion corriente-voltaje en estado estacionario observada
durante el interpulso para los controles (Fig. 2.7C, -PGB; cuadrados) y para PGB (Fig.
2.7C, triangulos; 100 y 500 pM, ANOVA de medidas repetidas; p>0,05) avalan la
hipétesis de un rol dual de bloqueo/recuperacion de la corriente de calcio por la PGB
empleada en forma aguda. La perdida de los canales de calcio por el efecto del
bloqueo de la PGB puede ser inmediatamente compensado por el rescate de otros

canales que se encontraban inactivados.
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Figura 2.7. PGB recupera de la inactivacion las corrientes presinapticas sin alterar su activacion voltaje-
dependiente. A. Protocolo de inactivacion (arriba) el cual consiste en dos pulsos cuadrados despolarizantes al pico de
la |-V separados por pulsos despolarizantes a distintos voltajes (inter-pulso (IP) desde los -75 mV a -10 mV, pasos de a
10 mV) y trazos representativos de corrientes (abajo) para las condiciones —PGB (negro) y + PGB 500 uM (gris). Notar
como la inactivacion en estado estacionario durante el pre-pulso y el pulso test fue reducida por PGB. B. La tasa de
inactivacion durante el pre-pulso (I12PP/I1PP) fue de un 10% en la condicion control la cual fue ampliamente reducida
por la aplicacién de PGB en el bafio. C. Relacién entre la corriente media en el estado estacionario y el voltaje en el
inter-pulso para la condiciéon control (-PGB, cuadrados) y +PGB 100 puM (triangulos abiertos) o 500 uM (triangulos
cerrados). Se debe notar la similitud entre las curvas en las tres condiciones experimentales (p>0.05, ANOVA de
medidas repetidas). D. Tasa de inactivacion durante el pulso-test (I2PT/ILPT) versus IP. La pendiente (ajustada a una
funcion lineal) fue 9x10™+3x10™ mV™" para -PGB, -6x10“+3x10™ mV™ para +PGB 100 uM (Student t-test; p=0,001) y
2x10“+1x10™* mV™* para +PGB 500 pM (Student t-test; p=0,025).

Luego se continué utilizando un protocolo de pre-pulso condicionante de larga
duracion a fin de caracterizar los efectos de la PGB sobre la inactivacion en estado
estacionario de los canales de calcio. Se usaron pre-pulsos despolarizantes desde -75
a -15 mV (pasos de 2,5 mV) de 2,5 segundos de duracion para permitir la inactivacion
de los canales de calcio (Fig. 2.9A), seguido de un pulso test de 50 ms para cuantificar
la tasa de canales disponibles para ser abiertos. La Fig. 2.9A muestra los trazos
representativos de las corrientes de calcio del caliz de Held en ausencia de PGB (Fig.
2.9A, trazos negros superiores) y en la condicion de 500 uM de PGB (Fig. 2.9A, trazos
grises inferiores). La corriente de calcio generada por el pulso test de voltaje fue
normalizada al pico maximo de amplitud, esto fue graficado en funcion del voltaje del

pre-pulso y ajustado a una funcién de distribucién de Bolztmann (Fig. 2.9B).
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Figura 2.8. Los procesos calcio-dependientes son modificados en presencia de bario (Ba *y como

transportador de carga. El Ca® fue remplazado por el Ba®* (2 mM) en la solucién extracelular. A. El protocolo de
inactivacion (arriba) consiste en dos pulsos cuadrados pareados a -15 mV (pre-pulso, PP, y pulso test, PT) separados
por un pulso despolarizante a diferentes voltajes (voltaje del inter-pulso VIP desde -75 mV a -10 mV, incrementos de 10
mV). En el trazo de corriente (debajo del protocolo) se ilustra solo el los trazos para las dos condiciones experimentales
(- vs. + PGB) solo en el VIP de -100 mV. La relacién I2PT/I1PT en el pulso-test (PT) en funcién del VIP es graficada
(abajo). No se han encontrado diferencias significativas entre el ctrl. y +PGB (500 pM). B. Amplitudes de las corrientes
de calcio normalizadas durante un tren de PA a 100 Hz. La facilitacién de la corriente de Ba®* observada en ausencia
de PGB (méaxima a 104+3%, n=3) fue similar a la observada en presencia de 500 yM PGB (106+6%, n= 3).

Los voltajes medios de inactivacion (Vi) fueron similares en ambas condiciones (-
34,1+0,9 mV (n=9) para -PGB y -35,9+1,4 mV (n=6) para +PGB, Student t-test;
p>0,05), pero la pendiente (k) fue significativamente reducida en presencia de PGB (k:
-4,840,4 mV y -4,140,2 mV para —-PGB y +PGB respectivamente, Student t-test;
p=0,05). Ademas, en presencia de PGB, el pico de la corriente evocada por el pre-
pulso despolarizante mayores a -25 mV llegaron a un plateau de mayor amplitud (Fig.
2.9B). Este resultado indica que la PGB no afecta el voltaje medio de inactivacion pero
permite que haya mas canales de calcio por ser abiertos de acuerdo a resultados

previos de este trabajo.

En conclusién, tanto a baja (100 yM) como a alta concentracion (500 uM), la PGB
facilita la recuperacién de las corrientes de calcio de la inactivacion en estado
estacionario permitiendo luego estar disponibles para abrirse en sucesivas

despolarizaciones.
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Efectos agudos de la PGB sobre las corrientes de calcio generadas por PA

A fin de probar el efecto de la PGB sobre el influjo de calcio durante los potenciales de
accién presindpticos, se estudié el efecto agudo de la PGB sobre las corrientes de
calcio evocadas por PAs previamente registrados en el modo de patch-clamp en
fijacion de corriente (current-clamp, I-Clamp, ver capitulo 1), (Fig. 2.10A). Se encontré
que la densidad media de la corriente de calcio evocada por un unico PA se encuentra
reducida en un 141+5% en presencia de PGB (31,5+3,4 pA/pF para —PGB y 26,4+2,7
pA/pF para +PGB (n=14), Student t-test pareado; p=0,006).

Por otra parte, se ha demostrado que la corriente de calcio facilita durante la
estimulacion repetitiva (Borst y Sackmann, 1998; Cuttle y col., 1998; Inchauspe y col.,
2004). En este trabajo se decidid estudiar los efectos agudos de la aplicaciéon de PGB
sobre la facilitacion de la corriente de calcio mediante dos tipos de protocolos, pulsos
pareados o trenes de PA a 100 Hz (Fig. 2.10, B y C). La facilitacién de la corriente de
calcio generada por pulsos pareados de PAs fue ligeramente reducida por 500 uM de
PGB (tasas medias de facilitacion: 1,05+0,01 (n=8) y 1,03+0,01 (n=7) para —-PGB y
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Figura 2.10. La PGB reduce la facilitacién de la corriente de calcio durante pulsos pareados y trenes de alta
frecuencia de potenciales de accion . A. Trazos representativos de las corrientes de calcio (izquierda, trazo de abajo)
evocados por un Unico potencial de accién (izquierda, trazo de arriba) registrado en el terminal presinapticos del céliz
de Held. La densidad media de la corriente de calcio (derecha) fue 31,5+3,4 pA/pF para -PGB y 26,4+2,7 pA/pF para
+PGB (500 uM.). La densidad de la corriente se redujo un 14+5% en presencia de PGB (Student t-test pareado, p =
0,006, n=14). B. Trazos representativos de las corrientes de calcio evocados por potenciales de accién pareados (a
100Hz) registrados en la configuracién de current clamp (arriba), tanto en ausencia (al medio sobre la izquierda, trazos
negros) y en presencia de PGB (500 uM, al medio sobre la derecha, trazos grises). La tasa de facilitacion de la
corriente de calcio en obtenida de potenciales de acciéon pareados se grafica (abajo) para la condicion —PGB
(cuadrados, media: 1,05+0,01) y +PGB (triangulos, media: 1,03+0,01, Student t-test; p=0,03). C. Trazos representativos
de las corrientes de calcio generadas por trenes de potenciales de accion a 100 Hz previo (arriba) o posterior (abajo) a
la aplicacién de PGB. D. Amplitudes de las corrientes normalizadas durante 100 Hz. La facilitacién de la corriente de
calcio observada en ausencia de PGB (méaxima al12+2%, n=15) fue atenuada en presencia de PGB 500 pM (106+4%
luego del tercer potencial de accién (n= 9); ANOVA de medidas repetidas, F[2, 284]=36,99; p<0,001; Student-Newman-
Keuls post hoc test, t<0,001).

+PGB respectivamente, Student t-test; p=0,03; Fig. 2.10B). Esta reduccion en la tasa
de facilitacion fue claramente observada durante la estimulacién de 20 pulsos de PA a
100 Hz. La Fig. 2.10D muestra el curso temporal de las amplitudes de las corrientes de
calcio versus el nimero de los PAs, normalizados a la amplitud del primer pico de
corriente evocado por el tren. En condiciones control, la facilitacion de la corriente de
calcio fue aproximadamente de un 12% (112+2%, n=15) la cual fue reducida en
presencia de PGB (106+4%, n=9, ANOVA de medidas repetidas F[2,284]=36,99;
p<0,001, Student-Newman-Keuls post hoc test; t<0,001; Fig. 2.10D). Nuevamente, a
fin de estimar la calcio-dependencia de esta modulacion, se utilizd bario como

transportador de carga. La misma tasa de facilitacion fue obtenida a 100 Hz utilizando
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calcio o bario en presencia de PGB (Fig. 2.8B). Mas aun, la facilitacion de la corriente
de bario fue similar en ausencia (maximo a 104+3%, n=3) o en presencia de 500 uM
de PGB (106+6%, n=3). Estos resultados sugieren que la reduccién PGB-dependiente

de la facilitacion intrinseca de los canales de calcio fue calcio-dependiente.

Efecto de la PGB sobre la neurotransmision a alta frecuencia: Depresion vs.

Recuperacion

Finalmente, se decidié estudiar el desempefio de la PGB en la transmision sinptica a
baja (10 Hz) o alta (100 Hz) frecuencia de estimulacién. Para ello se registro las
corrientes postsinapticas excitatorias (EPSCs) en las células principales del MNTB
mientras se realizaba la estimulacion de los axones presinapticos con trenes mediante
un electrodo bipolar ubicado en la linea media. A diferencia de lo reportado al inicio de
este capitulo, en esta ultima seccién no se estudio el efecto de un tnico EPSCs, sino
gue se analiz6 la depresion de los EPSCs al cabo de un tren de estimulacion (STD, 20

pulsos) y la recuperacion de los mismos.

La PGB (500 uM) no produjo cambios en las constantes de tiempo o en la magnitud de
la depresion a ninguna de las frecuencias de estimulacion analizadas (10 o 100 Hz).
La amplitud de las EPSCs evocados a 10 Hz luego de la estimulacion durante 2 seg.
deprimié (es decir, produjo una disminucion en la amplitud de las EPSCs durante el
tren) hasta un 33+3% (n=15) y un 37+3% (n=8, Student t-test; p>0,05) para las
condiciones de —PGB y +PGB respectivamente. Las constantes de tiempo para el
decaimiento a esta frecuencia (10 Hz) fue 142+15 ms para —PGB y 148+57 ms para
+PGB (Fig. 2.11B, Student t-test; p>0,05). Durante 200 ms de estimulacion a 100 Hz
(Fig. 2.11D), el decaimiento de las EPSCs en ausencia de PGB (=265 ms) presenté
un curso temporal similar al obtenido en presencia de PGB (t=22+4 ms). La tasa de
depresion también fue similar entre ambas condiciones deprimiendo a un 17,0+0,3%
(n=8) en -PGB y 17,0£0,5% en +PGB (n=7). Mas aun, no se observaron diferencias
en las amplitudes de los potenciales de acciébn durante los trenes en ambas
condiciones (recuadro inserto Fig. 2.11D, -PGB a la izquierda y +PGB a la derecha,
Student t-test; p>0,05).

La eficiencia de la transmision singptica durante la estimulacion repetitiva puede ser
estimada por la tasa de recuperacion de la depresion sinaptica, la cual depende de la
tasa de llenado del pool de vesiculas sindpticas listas para ser liberadas. De esta

forma, se decidié estudiar el curso temporal de la recuperacion de la depresién
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sinptica aplicando un pulso simple a intervalos de tiempos variables (desde los 100
ms a 12 seg) luego del tren condicionante (Fig. 2.11A). La fraccion de recuperacion se
calculd como fue descripto en el capitulo I. La recuperacion a 10 hz presentd
constantes de tiempo similares entre la condicion —PGB (3,8+0,3 seg, n=15) y la
condicion +PGB (4,1+0,4 seg, n=8; Fig. 2.11C, Student t-test, p>0,05). Contrariamente
a lo ocurrido a baja frecuencia, a 100 Hz (Fig. 2.11E) la constante de recuperacion fue
mucho mas rapida en presencia de PGB (0,6+0,3 seg) que en ausencia de la misma
(2,3+0,4 seg), (ANOVA de medidas repetidas, F[2,68]=22,845; p<0,001, Student-
Newman-Keuls post-hoc test; t<0,001; n=7). Estos resultados sugieren que le PGB

incrementa la recuperacion de neurotransmision glutamatérgica.
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Figura 2.11. La PGB acelera la recuperacion de la neurotransmision excitatoria a alta pero no a baja frecuencia.

A. Trazos representativos mostrando la depresion de las EPSCs durante un tren condicionante de 200 ms de duracion
(20 pulsos a 100 Hz) y la recuperacion de esa depresion a diferentes intervalos de tiempo luego del tren condicionante.
B. Curso temporal normalizado de las EPSCs durante 2 seg a 10 Hz (20 pulsos). Los datos fueron ajustados a una
funcidon exponencial simple (ver las constantes de tiempo en el texto). Los porcentajes de depresion fueron 33+3% y
38+3%, para -PGB y +PGB, respectivamente. C. Curso temporal de la recuperacién luego de la STD a 10 Hz. La curva
fue ajustada a una funcién exponencial simple (ver valores en el texto). D. Transcurso temporal de la depresion a 100
Hz. La amplitud de las EPSC al final de la estimulacién alcanzé los 17,0+0,3% y 17,0+0,5% del primer pulse para -PGB
(n=6) y +PGB (n=6) respectivamente. Recuadro interno . PA representativos registrados durante la estimulacién a 100
Hz. Notar la ausencia de cambios en la amplitud de los PA tanto en —PGB (arriba) y +PGB (abajo). E. Curso temporal
de la recuperacion a 100 Hz.
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Discusion Il

Los resultados expuestos en este segundo capitulo, sugieren que la PGB modula la
neurotransmision glutamatérgica en la sinapsis caliz de Held-MNTB de cuatro formas:
1) reduciendo el influjo de calcio presinapticos a través de los canales de calcio tipo
P/Q; 2) reduciendo el nimero de canales de calcio Cay2.1 inactivados; 3) reduciendo
la facilitacion de la corriente de calcio presinapticas y 4) acelerando la velocidad de

apertura (tau-on) de los canales de calcio.

Existen trabajos que muestran efectos de bloqueo agudo por PGB sobre las corrientes
de calcio tanto en cultivo de neuronas (Martin y col., 2002; Sutton y col., 2002), como
en sistemas heterélogos (Hendrich y col., 2008). Otros trabajos han informado acerca
de su efecto sobre de la transmision sinaptica no solo en cultivo de neuronas de
hipocampo (Micheva y col., 2006) sino también sobre la placa neuromuscular (Joshi y
Taylor, 2006). Eroglu y colaboradores (2009) demostraron que la subunidad a2d esta
involucrada en la formacion de sinapsis excitatorias y sugieren un rol terapéutico de la
gabapentina (analogo estructural de la PGB) mediado por el bloqueo de la formacion
de una nueva de sinapsis. No obstante, no esta claro el mecanismo por el cual la PGB

ha sido propuesta como droga antiepiléptica.

Los resultados presentados en este trabajo proveen un mecanismo novedoso de
accion de la PGB sobre la transmision sinaptica. Primero, la PGB bloquea las
corrientes mediadas por los canales de calcio P/Q y por lo tanto la amplitud de las
EPSCs. De acuerdo con trabajos previos (Sutton y col., 2002), la PGB no produce
ningun desplazamiento en el pico de la curva |-V o sobre la curva de activacion en
estado estacionario mientras que es capaz de bloguear la corriente de calcio
presinaptica. Segundo, un rescate de la inactivacion inducido por la PGB, no solo a
500 uM (concentracion plasmatica esperada dentro del rango clinico después de
multiples dosis de PGB), sino también a 100 uyM (concentracién plasmatica esperada
luego de una Unica dosis). A partir de estos resultados, se puede considerar que la
PGB actlla como un neuromodulador en lugar de un blogueante clasico de canales de
calcio por tres razones: 1) la presencia de una gran magnitud de la corriente de cola
observada tanto luego de la aplicacion de un pulso cuadrado (Fig. 2.4B y C, paneles
de la derecha) como a partir del protocolo utilizado en los experimentos de inactivacion
por doble pulso (Fig. 2.7A); 2) el tamafio de la corriente de calcio (Hori y Takahashi,
2009) incluso en presencia de PGB; y 3) el hecho de que la PGB mantiene inalterado
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del potencial medio de inactivacion de los canales P/Q (Fig. 2.9B) pero modificando

tanto la cinética de activacion, inactivacion y deactivacion (Fig. 2.7D y 2.9B).

Un amplio rango de concentraciones (desde los 0,25 pM a 1 mM) ha sido utilizado en
trabajos previos (Bayer y col., 2004; McClelland y col., 2004; Micheva y col., 2006;
Hendrich y col., 2008). Mas aun, se describié que para gabapentina la concentracion
en el cerebro fue entre 4 y 8 veces mayor la concentracion plasmética (Taylor y col.,
1998; Blake y col., 2007). En el presente trabajo, la curva dosis-respuesta de PGB in-
vitro alcanzo su maxima tasa de bloqueo de la respuesta sinaptica a los 500 uM.
Considerando este resultado, se decidio utilizar la concentracion en el bafio de 500 uM

dado que esta mostré un maximo efecto sinaptico sin ningun efecto tdxico asociado.

La acumulacion de PGB en plasma puede ser esperada luego de multiples
administraciones (entre 100 y 500 yM) (Johannessen y col., 2003; Beydoun y col.,
2005). Las discrepancias entre la concentracion extracelular de PGB utilizada en este
trabajo sobre rodajas conteniendo el MNTB y las utilizadas en otras preparaciones
(rodajas de hipocampo, nucleo trigeminal y sistemas heterélogos) pueden estar
relacionadas con la interaccion particular de la PGB con el tipo de subunidad a2d que
se esté expresando y con su ambiente intracelular. En este sentido, distintos estudios
con canales de calcio recombinantes han fallado en demostrar algun efecto agudo de
la PGB sobre la funcién de los canales (Taylor, 2009) como se espera por el hecho
que los canales de calcio recombinantes carecen de interaccion con proteinas que

normalmente se encontrarian en las sinapsis (gj. sintaxina y sinaptotagmina).

Pregabalina (500 uM) redujo las amplitudes de las EPSCs mediados por AMPA en un
30% durante baja frecuencia de estimulacién sin afectar su curso temporal tal como
fue observado previamente en otros modelos entre ellos cultivos de ganglios de la raiz
dorsal (Sutton y col., 2002) y placa neuromuscular (Joshi y Taylor, 2006). Por otra
parte, no se observaron diferencias significativas en los histogramas del tiempo de
apertura (rise time) y cierre (decay time) de los eventos miniaturas en ambas
condiciones (datos no presentados), sugiriendo la falta de efecto postsinaptico de la
PGB. De este modo, dado el efecto de cooperatividad del calcio sobre la
neurotransmision glutamatérgica en la sinapsis céliz de Held-MNTB (Fedchyshyn y
Wang, 2005), la reduccién de las amplitudes de las EPSCs mediadas por PGB fueron
consistentes con el pequefio decremento de las corrientes de calcio (~10-14%) (Fig.
2.10Ay B).
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La doble accion de la PGB sobre las corrientes de calcio (es decir, el efecto inhibitorio
sobre las amplitudes de las corrientes de calcio versus la capacidad de reducir la
inactivacion de los canales) pareceria estar relacionado con la poblacién de canales
de calcio que puedan estar disponibles para ser activados. EI nimero total de canales
de calcio activados utilizando un protocolo de pulsos cuadrados fue mayor si se
compara con los potenciales de accion. Mientras que utilizando el pulso cuadrado
despolarizante, la PGB tiene un efecto predominante sobre la recuperacion de la
inactivacion de los canales de calcio presinapticos (Fig. 2.7D), cuando se aplica un
estimulo de PA esta droga juega un efecto mas importante sobre la inhibicion de la
corriente de calcio (Fig. 2.10A). Las corrientes de calcio evocadas por un PA son
comparables con los corrientes de cola, las cuales se ven menos afectadas por la PGB
que las registradas con largos pulsos despolarizantes. Una posible explicaciéon
subyacente a este efecto podria estar relacionada con la reduccién observada en las
constantes de tiempo de activacion de las corrientes de calcio luego del tratamiento
con PGB. Por otra parte, pero en menor medida, podria estar contribuyendo la
reduccion de la inactivacion en estado estacionario luego de la aplicacién de PGB. De
hecho, un 30% en la reduccion en la amplitud de las EPSCs y un 10% de reduccién en
la amplitud de la IpCa evocada por PA, son consistentes con una cooperatividad de 3

(Schneggenburger y Forsythe, 2006).

Mas alla de la modulacion de PGB sobre los canales de calcio P/Q, su accién sobre la
actividad sinaptica sigue siendo aun controversial. Bajo condiciones normales de
[Ca**)/[Mg?'], la estimulacién a alta frecuencia genera la depresién de las amplitudes
de las EPSCs y se sabe que este fendbmeno es causado por la combinacién de dos
efectos: la deplecién de vesiculas y la desensibilizacion de los receptores AMPA
postsinapticos (Schneggenburger y col., 2002; Wong y col., 2003). Frente a esto, se
podria postular que la aceleraciéon inducida por la PGB en la recuperaciéon a 100 Hz,
podria ser una consecuencia directa de esta misma modulacién de la inactivacion de
los canales de calcio, donde una mayor recuperacion de la inactivacién conlleva a una
mayor disponibilidad de los mismos lo cual podria inducir una aceleracion de la
actividad sinaptica a alta frecuenta. En conjunto, estos resultados sugeririan que la
PGB maodifica parcialmente la transmision sinéptica a alta frecuencia, sin embargo es

necesario un mayor estudio de estos procesos a fin de dilucidar su accion sinaptica.
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Modulacion presinaptica de pregabalina sobre los canales de
calcio Ca 2.1 alterados por la mutacién R192Q

Introduccién il

En este Ultimo capitulo se decidié estudiar el efecto de la PGB sobre las corrientes de
calcio y la transmision sinaptica en el modelo transgénico portador de la mutacion
S218L. Dada la altisima complejidad para obtener colonias estables y descendencia
numerosa de esta linea, se decidid estudiar el efecto neuromodulador de la droga
antiepiléptica sobre otro modelo transgénico previamente utilizado en el laboratorio, el
R192Q. Este modelo de FHM1 también involucra una mutacién puntual sobre el canal
de calcio Cay2.1 (como se describié en la introduccién general) y es aceptado como
un modelo de migrafia tan relevante como el generado por la mutacion S218L.
Mientras que en el S218L la mutacion se encuentra en el loop intracelular entre los
dominios S4-S5 de la subunidad principal al, en el R192Q se localiza en el propio
sensor de voltaje (Fig. V y VI). En este ultimo caso, la mutacién sustituye una arginina

por una glutamina.

Tomando como principal modelo sinaptico el caliz de Held y complementando algunos
resultados con células piramidales de la corteza de la capa 2/3, Inchauspe y col (2010)
han demostrado que la ganancia de funcion de esta mutacion (R192Q), perteneciente
al grupo de la FHM1, esta relacionada con la forma del potencial de accion. Los
resultados obtenidos en la sinapsis del céliz de Held mostraron que los canales de
Ca?' tipo P/Q se activan a potenciales de membrana mas hiperpolarizados en los
ratones Kl R192Q respecto de los WT (-20 mV; Fig. 3.1) aunque el desplazamiento de

la curva I-V es menor al observado para los KI S218L (-25 mV).

Fig. 3.1. Curva I-V en el modelo R192Q .
En el WT la IpCa se activa alrededor de -45
mV con un pico maximo de densidad de
corriente a -15 mV. Por el contrario, la IpCa
{ en el R192Q se activa a potenciales mas
- hiperpolarizados con un pico de maxima
o da densidad de corriente a -20 mV. (Adaptado
de Inchauspe y col., 2010). Notar que el

pico de la |-V en el modelo S218L se

= WT encuentra en -25 mV (ver Fig. 1.1)
“~ R192Q

Densidad de corriente (pA/pF)

60 -40 20 0 20 40 60
Potencial de membrana (mV)
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Cuando los autores estudiaron la corriente de calcio generada por un PA angosto
(ancho a la mitad de la altura: 0,44+0,02 ms) caracteristico del céliz de Held (Fig. 3.2A)
sobre el mismo caéliz, no se observo diferencias significativas entre ambos genotipos
(Fig. 3.2B). En esta condicion experimental, tampoco se vio afectada la liberacion de
glutamato mediada por los receptores AMPA dado que se obtuvo en ambos casos el
mismo valor de la EPSC (Fig. 3.2C).

A AP B C

WT 1000

a0 mV

800

600

400

200

Amplitud de IpCa (pA)

WT RQ

Figura 3.2. Potencial de accion evocando la corriente de calcio presinapticas en el modelo R192Q y la corriente
postsinaptica excitatoria de las células principales del MNTB estudiadas el mismo modelo transgénico. A. Los
trazos superiores representan los moldes de los potenciales de accion utilizados para evocar las corrientes de calcio
presinapticas en el caliz tanto del WT (linea negra punteada) como en el KI R192Q (RQ) (linea llena gris). B. Las
amplitudes medias de las corrientes de calcio no fueron significativamente diferentes entre ambos genotipos. C. Trazos
representativos de las EPSCs evocados en las células principales del MNTB tanto en el WT (linea negra punteada)
como en el KI R192Q K (linea llena gris) al potencial de holding de — 70 mV en 2mM [Ca®"[/AmM [Mg*'] en la solucién
de registro.

Se continu6 estudiando la posibilidad de que un PA de larga duracién (ancho a la
mitad de la altura: 1,97+0,08 ms) podria manifestar diferencias entre ambos genotipos.
En este punto, se registré los PAs en las células piramidales de la capa 2/3 de la
corteza y se utilizé éste como molde para evocar corrientes de calcio en los terminales
presinapticos del caliz de Held (Fig. 3.3A). De esta forma, los ratones Kl R192Q
presentan una amplitud de corriente de calcio significativamente mayor
correspondiente al 41% de incremento (Fig. 3.3B; R192Q: 65058 pA (n=24); WT:
4601+44pA (n=11); Student t-test, p=0,018).

Figura 3.3. Corriente de calcio en el
A B céliz de Held evocada por potenciales
25 mV| de accion de larga duracién
) registrados en células piramidales
| (PCs). A. Los trazos superiores

700 representan los potenciales de accion
registrados en las células piramidales de
600 la corteza tanto para el WT (linea negra
500 punteada) como para los KI R192Q (RQ)
(linea llena gris). Los trazos inferiores
400 corresponden a las corrientes de calcio

evocadas en el cdliz de Held utilizando

Amplitud de IpCa (pA)

WT, 300 como molde el potencial de accion de las
200 células piramidales. B. Las amplitudes
0.1 nA_] medias de las corrientes de calcio fueron
100 41% mas grandes en el modelo R192Q
1ms 0 L que el WT (KI: 650 58 pA (n=24); WT:
460+44 pA (n=11); Student t-test;
RQ WT RQ p=0,018).
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Adams y col. (2009) reportdé la existencia de cambios sobre las propiedades de
activacion e inactivacion de los canales P/Q en los modelos transgénicos R192Q y
S218L. Por otra parte, en el trabajo de Inchauspe y col. (2010) se ha realizado una
minuciosa descripcidn de las alteraciones biofisicas de los canales P/Q portadores de
la mutacion R192Q, poniendo especial interés en su activacion y actividad modulada
por los PAs. Sin embargo, resulta interesante estudiar, entre otros aspectos, si la
inactivacion del canal se encuentra alterada en el modelo Kl R192Q. A partir de los
hallazgos desarrollados en esta tesis sobre los efectos mediados por PGB y los
antecedentes aportados por Adams y col. (2009) e Inchauspe y col. (2010), surge el
interrogante si la PGB podria desempefar su efecto neuromodulador sobre la
inactivacion de los canales P/Q R192Q de la misma forma en que lo desarrollo en los
animales WT.
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Resultados Il

La inactivacién de la IpCa en R192Q es mayor que en el WT y puede ser

suprimida por la PGB

Ya se ha demostrado que la PGB reduce muy eficientemente la tasa de inactivacion
de la corriente de calcio mediada por P/Q en los animales WT (capitulo Il de esta tesis;
Di Guilmi y col., 2011). Sin embargo, no se ha analizado si la inactivacion se ve
afectada en el modelo de migrafia R192Q y menos aun si la PGB podria revertir en
forma total o parcial algun efecto. Por este motivo, se procedié a estudiar inicialmente
si existen alteraciones a nivel de la inactivacion de la corriente de calcio en el caliz de

Held.

A Pre-Pulso Inter-Pulso Pulso -Test
ADmv

15 il —— te—
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Figura 3.4. PGB remueve la inactivacion de la IpCa en el KI R192Q al igual que lo hace en el WT . A. Protocolo de

inactivacion (arriba) y trazos representativos de corrientes de calcio en el KI R192Q (abajo) para las condiciones —-PGB
(negro) y + PGB 500 uM (linea de puntos grises); (ver detalle en el Cap. Il, Fig. 2.7). B. La tasa de inactivacién durante
el pre-pulso (I2PP/I1PP) fue de un 30,3+5% en la condicién control la cual fue ampliamente reducida por la aplicacion
de PGB en el bafio (4,3+1%). C. Relacion entre la corriente media en el estado estacionario y el voltaje en el inter-pulso
para la condicién control (-PGB, rombos negros) y +PGB 100 uM (rombos abiertos) o 500 uM (rombos grises). Se debe
notar la similitud entre las curvas en las tres condiciones experimentales (p>0,05, ANOVA de medidas repetidas). D.
Tasa de inactivacion durante el pulso-test (I2PT/ILPT) versus IP. La pendiente (ajustada a una funcién lineal) fue 2x10°
%+9x10™ mV™* para -PGB, 4x10™*+7x10™* mV™" para +PGB 100 uM (Student t-test; p=0,05) y -8x10“+8x10™ mVv™* para
+PGB 500 puM (Student t-test; p=0,009).
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Al igual que lo detallado en el capitulo Il, se analiz6 la inactivacion de la corriente de
calcio utilizando un protocolo de 3 pulsos descripto previamente por Patil y col. (1998).
Para caracterizar esta propiedad biofisica de la corriente de calcio, se procedié a
estudiar en primer lugar, la tasa de inactivacién generada por un pulso cuadrado al
pico de la I-V (pre-pulso, PP) de 20 ms de duracién. Se estimé la tasa de inactivacion
a partir de la relacion de amplitudes de corrientes durante los Ultimos 5 ms sobre la
amplitud en el mismo periodo al inicio del pulso (Fig. 3.4A). De esta forma, la relacion
de la corriente de calcio medida al inicio y al final del pre-pulso (11 e 12 PP,
respectivamente) brinda informacién sobre la inactivacion ocurrida durante el pre-pulso
(Fig. 3.4B). En el genotipo R192Q, la tasa de inactivacion en el pre-pulso (I2PP/I1PP)
alcanzé un 30,3+5% (n=16), la cual fue significativamente reducida en presencia de
PGB 500 pM (4.3t1%, (n=7); Student t-test; p=0,023; Fig. 3.4B). Esta misma
cuantificaciéon de la inactivacion en el WT alcanzé un valor del 10% (ver Fig. 2.7). Si se
compara con el valor obtenido en el capitulo I, el WT presenta una tasa de inactivacion
(I2PP/11PP) significativamente menor que el R192Q (Student t-test; p=0,0005).

El efecto de la inactivacion queda mejor caracterizado analizando la tasa de
inactivacion del pulso test (I2PT/ILPT). Mientras que una clara inactivacion fue
observada en ausencia de PGB, en presencia de PGB se observo que ésta se redujo
(Fig. 3.4D). Un dato muy importante de destacar es que 100 uyM de PGB
(concentracion plasmatica de la droga dentro del rango clinico), fue capaz de rescatar

la corriente de calcio de la inactivacion (Fig. 3.4D).
El efecto de la PGB en el KI R192Q esta mediado por la forma del PA

Como se ha desarrollado en el capitulo | sobre el KI S218L y en el modelo transgénico
R192Q (Inchauspe y col., 2010), el ancho del potencial de accion puede modular el
influjo de calcio, siendo éste uno de los potenciales desencadenantes de la cortical
spreading depression (CSD, ver Introduccién General). Bajo esta premisa, se decidio

estudiar si la PGB actia de forma diferencial en el KI R192Q frente a diferentes PAs.

Utilizando como molde el PA de céliz, no se han observado diferencias significativas
entre ambos genotipos ni sobre la amplitud de la IpCa (Fig. 3.5B; R192Q: 328,3+78,8
pA, (n=7); R192Q+PGB: 288,3+110,7 pA, (n=3); Student t-test; ns) ni sobre el area de
la corriente (Fig. 3.5C; R192Q: 178,8+37,3 pA.ms; R192Q+PGB: 123,9+37,7 pA.ms;
ns). Sin embargo, al evocar la IpCa mediante PAs de corteza, la PGB produjo una
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reduccién significativa tanto de la amplitud (Fig. 3.5D; R192Q: 440,31£96,1 pA (n=6);
RQ+PGB: 223,3165,4 pA (n=3); Student t-test; p=0,036) como del area (Fig. 3.5E;
R192Q: 1109,61£316,1 pA.ms; R192Q+PGB: 471,6+147,1 pA.ms; Student t-test;
p=0,04) de la corriente de calcio en el genotipo mutante Kl R192Q. Estos resultados
en los cuales se evalu6 el efecto neuromodulador de la PGB sobre la IpCa generada
por un PA, resaltan que los efectos de la mutacion R192Q estan conducidos por el
ancho del PA y que este efecto puede ser revertido solo en el caso en el cual la

mutacién presenta diferencias entre el WT y el R192Q.
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Figura 3.5. PGB solo tiene efecto frente a PA anchos. A. Forma de los PA utilizados como moldes para evocar la
IpCa en el céliz de Held. B. Trazos representativos de las IpCas generadas por un PA angosto (izq) y la cuantificacion
de la amplitud media de dicha corriente (der). C. Al igual que la amplitud media, el area no presentd diferencias en
ausencia o presencia de PGB en el R192Q. D. Trazos representativos de las IpCas generadas por un PA ancho (izq) y
la cuantificacién de la amplitud media de dicha corriente (der). En este caso se observan diferencias estadisticamente
significativas entre la condicién —PGB vs. +PGB en el Kl ya sea estudiando la amplitud media de la corriente o el area
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Discusion Il

Desde hace algunos afios, la PGB y otras drogas antiepilépticas, estan siendo
utilizadas en el tratamiento de pacientes con migrafia (Mathew y col., 2001; Puppe y
Limmroth, 2007; Calandre y col., 2010). Sin embargo, la falta de conocimiento acerca
del mecanismo de accion de la PGB, hacia dificil evitar los efectos adversos

secundarios en pacientes.

A partir de ratones transgénicos portadores de una de las mutaciones de FHM1, la
R192Q, en este Ultimo capitulo se propuso estudiar si la PGB podria modular las
corrientes de calcio en el modelo transgénico en forma similar a lo observado en los

animales WT, descripto en el segundo capitulo de esta tesis.

Al comparar la tasa de inactivacion luego de la aplicacion de un pulso cuadrado, se
observo que ésta es mucho mayor en el modelo R192Q que en el WT, alcanzando un
porcentaje de inactivacion de aproximadamente un 30%. Luego de la aplicacion de
PGB 500 uM durante 15 min, este farmaco logro revertir la inactivacion al igual que lo
estudiado sobre los animales WT en el capitulo 1l (Fig. 2.7B). Mas aun, la reversion de
la inactivacion ha sido observada para un amplio rango de voltajes (Fig. 3.4D) tanto
para 500 uM (dosis estimada para aplicaciones acumulativas, Beydoun y col., 2005)

como 100 uM (dosis estimada en una unica toma, Johannessen y col., 2003).

Al estudiar la dependencia del efecto modulatorio de la PGB en funcion a la forma del
PA que evoca la corriente de calcio presinaptica, se observé que esta droga solo tiene
efecto cuando la IpCa se encuentra aumentada. Esta primera aproximacion
experimental permitiria pensar que si el ancho del PA es el que determina la “ganancia
de funcion” (Inchauspe y col.,, 2010) y esta ganancia a su vez conllevaria a una
disminucién del umbral de la CSD, la PGB podria estar actuando inhibitoriamente a fin
de compensar el aumento en el influjo de calcio. Al evidenciarse una accion
exacerbada de la PGB en sinapsis con PA anchos y corrientes de gran magnitud (por
€j., entre algunas interneuronas y células piramidales de la capa 2/3 de la corteza), las
células corticales (donde se originaria la CSD) serian entonces los blancos principales

de accion de esta droga.
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Discusion general

Consideraciones generales

Aunque se considera a la sinapsis constituida por el caliz de Held y las células
principales del MNTB como un modelo ideal para estudiar alteraciones sinapticas
relacionadas con alteraciones en los canales de calcio del tipo P/Q, dicha sinapsis per
se no esta directamente implicada en la patologia de migrafia o epilepsia. Dentro de
las ventajas de este modelo no solo se encuentra su gran tamafio (lo cual permite un
acceso fisico para realizar registros electrofisiolégicos tanto en el terminal pre como
postsinaptico), sino también en la ventana temporal en la cual se desarrollo este
trabajo, la Unica subpoblacién de canales de calcio representados en el terminal
presinapticos es del tipo P/Q (lwasaki y Takahashi, 1998; Inchauspe y col., 2004;
Fedchyshyn y Wang, 2005).

Aportes en el campo de las canalopatias

Como se ha mencionado en la introduccién del capitulo |, la migrafia hemipléjica
familiar tipo 1 (FHM1) es inducida por mutaciones en el gen CACNALA que codifica
para la subunidad al de los canales de calcio tipo P/Q. Los ataques tipicamente
migrafiosos en pacientes con FHM estan asociados con hemiparesis transientes y son
usualmente modelo de estudio de los mecanismos patogénicos de formas comunes de
migrafa (Ferrari y col., 2008). Estudios biofisicos de los canales P/Q portadores de la
FHM1 en sistemas heterdlogos han sido controversiales dado que se ha observado
tanto una ganancia como una pérdida de funcién (Kraus y col., 1998, Hans y col.,
1999; Kraus y col., 2000; Tottene y col., 2002; Barrett y col., 2005; Cao y Tsien, 2005).
Sin embargo, el andlisis de las propiedades biofisicas estudiadas con la configuracion
de canal Unico sobre los canales portadores de las mutacion humanas de FHM1,
mostré un consistente incremento en la probabilidad de apertura y una entrada de
calcio a voltajes mas negativos principalmente causado por un desplazamiento de la
activacion del canal hacia potenciales mas hiperpolarizados (Tottene y col., 2002,
2005).

En sistemas heterdlogos, se ha observado que la mutacién R192Q (la cual constituye

una mutacién en el sensor de voltaje sustituyendo una arginina por una glutamina)

también presenta el desplazamiento de la activaciébn de los canales de calcio P/Q
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hacia potenciales mas negativos observandose efectos de “ganancia de funcion” en
células granulares del cerebelo (van der Maagdenberg y col., 2004). En ese mismo
trabajo se observé un incremento en la transmision sinaptica en la placa
neuromuscular y un aumento en la susceptibilidad a la CSD, un mecanismo
usualmente relacionado con el “aura” caracteristico en pacientes con migraia
(Lauritzen, 1994).

Este trabajo constituye uno de los primeros antecedentes del estudio de la mutacion
S218L sobre rodajas de cerebro en sistemas homélogos. Hasta el momento, existen
muchas discrepancias entre los resultados obtenidos mediante sistemas heterdlogos
(transfeccion de lineas celulares, oocitos, o incluso rodajas transfectadas en cultivo) y
los evaluados en sistemas homologos (Pietrobon, 2010b). Se especula que estas
controversias podrian originarse por las diferencias en el ambiente intracelular las
cuales comprenden la interaccion de los canales de calcio con proteinas de la
magquinaria de liberacion, acople a proteinas G e incluso a otro tipo de mecanismo

modulatorio.

Es interesante considerar las diferencias obtenidas en el modelo S218L y el R192Q
utilizado en el dltimo capitulo de esta tesis. Mientras que en el R192Q la mutacion se
encuentra en el propio sensor de voltaje de la subunidad al (ver Fig. V), en el S218L
se encuentra en el loop intracelular entre el dominio S4-S5. Contrariamente a lo
esperado a priori para estas dos mutaciones, la mutacion ubicada en el loop
intracelular indujo muchas mas alteraciones biofisicas sobre el propio canal de calcio
P/Q y sobre la transmision sinaptica que la ubicada en el sensor de voltaje. Estas
observaciones concuerdan también cuando se comparan estos genotipos en
humanos, donde la S218L produce una fisiopatologia mas severa que la R192Q (Kors
y col., 2001; van den Maagdenberg y col., 2004 y 2010).

En el modelo R192Q no se ha observado una diferencia en la amplitud de la IpCa, y
las modificaciones sobre las propiedades biofisicas (activacion/inactivacién de la
IpCa), asi como el desplazamiento en la curva |-V, es menor que en el S218L.
Tampoco se ha observado que el PA del propio cdliz genere una mayor corriente de
calcio en el genotipo mutante. Sin embargo, la forma del PA es el principal factor que
dirige la “ganancia de funcién” en este modelo (Inchauspe y col., 2010), dado que al
utilizar el PA de una célula piramidal de la corteza, el R192Q generd un mayor influjo

de calcio que el WT. Como contrapartida, todas las propiedades biofisicas basicas
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estudiadas sobre el S218L (amplitud de la IpCa, curva |-V, activacion e inactivacion)
han mostrado grandes diferencias entre el genotipo homocigota con la mutacion y el
WT.

Partiendo de la base de que el desplazamiento en la activacion de los canales de
calcio S218L ocurre hacia potenciales muy cercanos al potencial de reposo, se estima
gue este desplazamiento estaria incrementando el influjo de calcio al potencial de
reposo. Este aumento en el influjo de calcio podria desempenfiar un rol dual sobre las
corrientes de calcio y la actividad sinaptica: 1) por un lado inducir fenémenos de
inhibicion calcio-dependientes los cuales se verian reflejados en la reduccién de la
tasa de facilitacién de la IpCa y la menor amplitud de la corriente de calcio evocada
tanto por un pulso cuadrado como por un PA; 2) por otro, el aumento en el tono basal
de calcio, podria inducir una aceleracion de toda la maquinaria de exocitosis dando
lugar a una mayor cantidad de vesiculas disponibles para ser liberadas, aumento de la

EPSC e incremento en la tasa de recuperaciéon de depresion a corto termino.

El ancho del PA afecta diferencialmente la IpCa en cada genotipo. Mientras que en el
R192Q un PA ancho aumenta el influjo de calcio mas de lo que cambia en el WT, en el
S218L este mismo PA borra diferencias entre el mutante y el WT. Este hecho,
conjuntamente con los resultados discutidos anteriormente, permitirian pensar que
mientras en el R192Q el mecanismo principalmente relacionado con la ganancia de
funcion es el ancho del PA, en el S218L coexistirian al menos dos mecanismos: el
ancho del PA conjuntamente con el aumento del calcio basal (inducido principalmente

por el desplazamiento de la I-V).

Desbalance sinaptico (excitacion/inhibicion) como potencial generador de la

propagacion de la depresion cortical y otras alteraciones corticales

Los desérdenes neurolégicos como la migrafa, epilepsia con ausencia de conciencia y
ataxia, parecerian tener una etiologia comun originada posiblemente en un desbalance
entre la excitacién e inhibicibn en circuitos neuronales de areas especificas del
cerebro: la corteza (en el caso de la migrafia), el tAlamo (en el caso de la epilepsia con
ausencia de conciencia) y el cerebelo (en el caso de la ataxia) (Uchitel y col., 2011).
En estos casos, las sinapsis se verian afectadas en distinto grado dependiendo de
diferencias intrinsecas que contemplan la dependencia para la liberacion del canal de

calcio y la onda despolarizante que lo activa (por ej. la amplitud y forma de PA).
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A partir de microcultivos y rodajas de cerebro, Tottene y col. (2009) demostré que
existe una aumento en la probabilidad de liberacion de glutamato en las células
piramidales de la capa 2/3 de la corteza. Sin embargo, la neurotransmision inhibitoria
entre las células piramidales y las interneuronas fast-spiking (al igual que la anterior,

también mediada por canales P/Q) no resulto alterada.

Las diferencias en los PA que conducen la excitacion o inhibicion de las sinapsis
corticales puede ser una posible explicacién de por que la neurotransmisién inhibitoria
no se ve afectada en la sinapsis entre las interneuronas fast-spiking y las células
piramidales segun observé Tottene y col. (2009). La hipétesis con mayor consenso
considera un desbalance entre la excitacion e inhibicion cortical resultando esto en un
estado persistente de hiperexcitabilidad de las neuronas en la corteza cerebral que a
su vez podria estar asociado a una mayor susceptibilidad a la CSD. Se cree que la
CSD es la responsable de la iniciacién de los episodios de migrafia con “aura” (Flippen
y Welch 1997; Lauritzen, 1994; Haerter y col., 2005; Pietrobon, 2005; Tottene y col.,
2009; van den Maagdenberg y col., 2010).

El modelo R192Q present6 un gran aumento de la corriente de calcio y exacerbacion
de la transmision sinptica cuando las corrientes de calcio fueron originadas por PA
anchos (Inchauspe y col., 2010). A su vez, se puede aumentar el ancho del PA y la
fase de decaimiento mediante bloqueantes de las conductancias de potasio (con TEA
0 4-aminopiridina), responsables de la repolarizacion del PA. Esta aproximacion
experimental resulté efectiva en evocar mayores EPSCs en el R192Q que en el WT
(Inchauspe y col., resultados no publicados). Estos datos sugieren que las sinapsis
con PA de gran amplitud pero de corta duracion (ej. caliz de Held, interneuronas) se
veran menos afectadas por las mutaciones que inducen el desplazamiento hacia
potenciales mas hiperpolarizados de la activacion calcio-dependiente de los canales
de calcio que aquellas con PA de mayor duracién (ej. neuronas piramidales de la
corteza). Estas observaciones también pueden ser extrapolables al modelo S218L
dado que el ancho del PA modul6 la IpCa. En este Ultimo caso, la corriente de calcio
generada por un PA angosto es menor en el S218L que en el WT, sin embargo
cuando se aplica un PA ancho, la IpCa en el genotipo mutante incrementa al mismo
valor que en el WT. Quedaria por probar que la prolongacion del PA (mediante el
bloqueo de los canales de potasio) pone de manifiesto una diferencia ain mayor entre

las corrientes sindpticas evocadas en el 218 y su control.
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Las conductancias de potasio-calcio dependiente (SK) deberian ser activadas durante
los trenes de PA (Hille, 2001). En la estimulacion a alta frecuencia, la inactivacion de
los canales de calcio a potenciales hiperpolarizados (por el desplazamiento de la I-V)
puede impedir la activacién estos canales SK. Considerando el incremento en la
corriente de calcio generado por un PA ancho y el decremento en la activacion de las
corrientes SK durante descargas repetitivas de PA, se puede estimar que la
excitabilidad de las redes corticales puede sufrir un incremento de dos veces
(Inchauspe y col., 2010). Estas alteraciones podrian facilitar la induccion y propagacion
de la CSD en los modelos de FHML1.

Mecanismo de accion de la PGB

Al igual que lo analizado en los modelos transgénicos, este trabajo constituye uno de
los primeros aportes acerca del mecanismo de accion de la PGB. Si bien se ha
descripto detalladamente que esta droga se une a la subunidad accesoria a2d, no se
han demostrado acciones directas sobre las corrientes de calcio y la neurotransmision
excitatoria. De hecho, la mayoria de los estudios realizados se han desarrollado sobre

sistemas heterélogos.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la pregabalina reduce la
amplitud de las EPSCs en el céaliz de Held en una forma dosis-dependiente
alcanzando una inhibicion méaxima del 30 %. La amplitud de la corriente de calcio del
tipo P/Q fue disminuida por la pregabalina, aunque en menor grado, sin alterar las
propiedades de activacion voltaje-dependiente. Una gran recuperacion de la
inactivacion de los canales P/Q fue inducida por 100 o 500 uM de PGB (dosis de PGB
esperadas para una simple dosis o administracion clinica repetitiva, respectivamente).
Entre otras caracteristicas evaluadas, los resultados indican que la pregabalina altera
significativamente la neurotransmision glutamatérgica por intermedio de la modulacién

de los canales de calcio.

A partir de los hallazgos mencionados en este trabajo, se puede proponer a la PGB
como una herramienta importante para comprender el rol fisiolégico de la subunidad
accesoria a2 de los canales de calcio sensibles a voltaje. Diferentes procesos calcio-
dependientes como la inactivacién de las corrientes de calcio y la facilitacion fueron

abolidos usando bario en lugar de calcio como transportador de carga. Estos
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resultados ponen de manifiesto los efectos de la subunidad a2-& sobre las

propiedades biofisicas de los canales de calcio y su funcion fisiologica.
Posible accién antiepiléptica de la PGB

Muchos articulos han reportado una estrecha relacién entre alteraciones en los
canales ionicos y diferentes patologias neurolégicas (canalopatias). En particular,
condiciones patolégicas como la migrafia, ataxia o epilepsia han sido asociadas con
mutaciones en la subunidad principal (al) de los canales de calcio Cay2.1 (P/Q;
Terwindt y col., 1997; Burgess y Noebels, 1999; Pietrobon, 2005). De esta manera, la
migrafa y la epilepsia no solo pueden estar relacionadas por su etiologia (por ejemplo
su componente genético; Fletcher y col., 1996; Terwindt y col., 1997; Noebels, 2001),
sino también por su tratamiento (Welch, 2005; Masdrakis y col., 2008). Por lo tanto,
una modulacion directa de PGB sobre la subunidad a2 de los canales de calcio
puede tener un impacto en la reduccion de la corriente de potasio-calcio dependiente y
puede también tener efectos antiepilépticos. En el giro dentado del hipocampo,
alteraciones en el ajuste fino entre las conductancias de potasio-calcio dependiente
grandes (BK, big conductance) y pequefias (SK, small conductance), pueden inducir
sincronizacién hipocampal, lo cual conduciria a una epilepsia en el |6bulo temporal
(Brenner y col., 2005). De hecho, un incremento de los canales BK sobre los SK
podria impedir que las células granulares del giro dentado actien como un filtro pasa-
bajos (es decir, en ultima instancia, previniendo las convulsiones del I6bulo frontal,
Brenner y col., 2005). Dado que los canales SK son mas sensibles al calcio intracelular
que los canales BK, los resultados presentados aqui se ajustan con un posible modelo
de accion antiepiléptico mediado por PGB a través de la reduccion de la activacion de
los canales BK por bloqueo de las corrientes de calcio durante un potencial de accion.
Al mismo tiempo, la reduccién de la inhibicién de los canales de calcio por medio de la
accién de PGB, podria secundariamente favorecer el reclutamiento de los canales SK,
reduciendo la tasa de disparo neuronal. En conjunto, la modulacién de las propiedades
de activacién/inactivacion de los canales de calcio Cay2.1 mediadas por PGB, estan
de acuerdo con los efectos antiepilépticos clinicos observados previamente con esta
droga (Taylor y col., 2007). Aunque los presentes resultados describen un novedoso
mecanismo agudo de accion de la PGB, se podria especular de la misma manera que
las acciones cronicas de PGB sobre areas corticales podria controlar la excitacién por
un bloqueo parcial de los eferentes excitatorios mediados por Cay2.1 provenientes de

las células piramidales, al mismo tiempo que evita que los canales Cay2.1 sean

| 82



Discusién general

inactivados durante la descarga repetitiva de potenciales de accion de las
interneuronas. Por lo tanto, PGB podria prevenir los desbalances presentes en
patologia como la epilepsia sobre la relacion excitacion/inhibicion en los sistemas
talamo-corticales. Finalmente, es necesaria una mayor caracterizacion de los efectos
de la PGB tanto sobre el hipocampo como sobre los circuitos corticales dado que
estos podran ser centrales para comprender su accion farmacoldgica en el tratamiento

de las condiciones patoldgicas tanto de epilepsia como de migrana.
Potencial accién de la PGB en la patologia migrafiosa

Pequefios cambios en la cinética de activacion de los canales de calcio presinapticos
pueden tener un gran impacto sobre la transmision sinaptica evocada por un PA (Borst
y Sakmann, 1998). También se ha demostrado que la cinética de activacion de los
canales de calcio presinapticos determina la apertura de estos canales durante un PA
corto y consecuentemente modula la corriente de calcio y la liberacion de
neurotransmisor (Sabatini y Regehr, 1999; Inchauspe y col. 2010). Liu y col. (2003)
demostraron que diferentes cinéticas de inactivacion, y especialmente las voltaje-
dependientes, tienen un fuerte impacto sobre la cantidad y el curso temporal del influjo
de calcio en respuesta a disparos repetitivos. Adams y col. (2009) reporto la existencia
de cambios sobre las propiedades de activacién e inactivacion de los canales P/Q en
los modelos transgénicos R192Q y S218L. Estos antedecentes muestran que existen
multiples factores que relacionan el ancho del PA, cambios en las propiedades
biofisicas de los canales de calcio (sobre la activacion y especialmente de
inactivacion) y la liberacion de neurotransmisor. Muchos de estos parametros se
encuentran alterados en los modelos de FHM1. Por otra parte la PGB ejerce su accion
neuromodulatoria a través de la accion directa sobre los mecanismos de inactivacion
de los canales de calcio. Esto ultimo plantea una potencial accion de la PGB sobre las
propiedades biofisicas de los canales de calcio revirtiendo en forma total o parcial

algunas de las alteraciones mencionadas.

El efecto modulatorio de la PGB en funcién a la forma del PA que evoca la corriente de
calcio presinaptica demostré que esta droga solo tiene efecto cuando la IpCa se
encuentra aumentada. Esta observacion permitiria pensar que si el ancho del PA es el
que determina la “ganancia de funcién” (Inchauspe y col., 2010) y esta ganancia a su
vez resultara en una disminucién del umbral de la CSD, la PGB podria estar actuando

inhibitoriamente a fin de compensar el aumento en el influjo de calcio. Es posible
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postular que la PGB tenga una accion predominante sobre las células corticales
(donde se origina la CSD) al evidenciarse la accion exacerbada de la PGB en sinapsis
con PA anchos y corrientes de gran magnitud (Fig. 3.5). Un potencial ejemplo serian
las sinapsis entre algunas interneuronas y células piramidales de la capa 2/3 de la

corteza).

Perspectivas a futuro

Como se menciond anteriormente, la sinapsis del caliz de Held-células principales del
MNTB no estan intrinsecamente relacionada con las patologias desarrolladas en este
trabajo, pero sin embargo constituye un modelo simple para realizar la primera

aproximacion experimental.

A fin de continuar con el estudio farmacolégico de la PGB, se propone estudiar el
efecto neuromodulador de la PGB sobre la neurotransmision excitatoria en los
animales Kl S218L como asi también su accion sobre la inactivacion de la corriente de
calcio presinaptica. Posteriormente, se pretende evaluar el efecto de esta droga en

sinapsis corticales o hipocampo.

Por otra parte, se pretende analizar en los modelos transgénicos de migrafia, los
mecanismos presinapticos y la modulacion hormonal, que conllevan a esta patologia
en dos modelos sinapticos accesibles a la técnica electrofisioldgica de patch-clamp y
de imagenes de calcio: en el caliz de Held-MNTB (en tallo encefélico) y las mossy
fibers-células piramidales (en hipocampo). La complementacion entre estas dos
técnicas (patch-clamp e imagenes) permitirhd develar los mecanismos intrinsecos de

las alteraciones ya analizadas durante esta tesis doctoral.
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Anexo 1

Ratones transgénicos S218L

En esta seccion solo se incluye el esquema general de generacion del modelo
transgénico S218L. El protocolo con el desarrollo detallado se encuentra en el trabajo
“High cortical spreading depression susceptibility and migraine-associated symptoms
in Ca(v)2.1 S218L mice” (van den Maagdenberg y col, 2010)
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Figura Anexo 1.1 . Generacion del raton KI CACNAL1A S218L. (A) Estructura gendmica del alelo del gen CACNA1A
en el WT, vector blanco (targeting vector) y estructura esperada luego de la recombinacién homologa (S218L Neo
allele), y luego de la delecion mediada por Cre del cassette de neomicina (S218L allele). Los sitios LoxP estan
indicados por triangulos. Lor rectangulos negros numerados indicant los exones respectivos con la mutacion S218L en
E5. Las lineas indican las sondas utilizadas para el andlisis por Southern blot. Los primers utilizados para la tipificacién
y conformacién del mutante S218L estan marcados esquematicamente con flechas. Los sitios de restriccion en el alelo
son E, Eam1105I; E1, EcoRI; H, Hindlll, K, Kpnl; X, Xbal.

Tipificacién de los animales

El primer paso en el proceso de tipificacién es la extraccion de ADN gendmico la cual
se realiza mediante un kit de extraccién comercial (Inbio, Highway, Tandil, Argentina).
A partir de este material genético se procede a realizar una pcr cuyo protocolo se

detalla a continuacion:

Programa de la PCR

3 min 94T

30 seg 92<C

30 seg 54C 35 ciclos
30 seg 72C

5 min 72T

fin
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Las soluciones utilizadas para realizar la PCR se detallan en la tabla:

Agua 15.4 pl
Mg?* 50 mM 1.2 4l

Buffer 3ul
dntp 10 mM 0.6 ul
Primer 271 0.75 ul
Primer 272 0.75 pl
taq 0.3 ul
ADN 5 ul
Vol. final 30 ul

Los primers 271 y 272 tienen la siguiente secuencia:

primer 271 5' — CTCCATGGGAGGCACTTG - 3
primer 272 5' — ACCTGTCCCCTCTTCAAAGC - 3'

El producto de PCR se digiere con la enzima de digestion Vspl o Asel a fin de obtener
el bandeo caracteristico para cada genotipo (WT: 216 pb; Het: 216+81+135 pb; Kl
81+135 pb). Para ello se corre el producto de la digestién en un gel de agarosa 3%.

Figura Anexo 1.2. Bandeo especifico del
producto de PCR digerido por la enzima de
restriccion. Los fragmentos de la PCR se
digiriron con la enzima Vspl o Asel (segun
disponibilidad) las cuales reconocen el mismo
sitio. Luego de la incubacién en las condiciones
detallasdas en el texto, se corren en un gel de
agarosa al 3% durante 30 min a 120 V. El
bandeo especifico corresponde a WT: 216 pb;
Het: 216+81+135 pb; Kl (218L) 81+135 pb. La
primera calle de la izquierda del gel corresponde
al marcador de peso molecular (MK) que
comprende desde los 100 a los 1000 pb.

La mezcla en la cual se realiza la digestiobn se compone de

Producto de PCR 10 i

Agua 16.7 pl
Buffer 3,3 ul
Asel/Vspl 0,3 ul

1 hora de incubacién 37T
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Anexo 2

Estimacién de la probabilidad de liberacion

A partir de los trenes de depresion a 100 o 300 Hz, se puede estimar tanto la
probabilidad de liberacion (Pr) como el tamafio del pool liberado (Schneggenburger y
col., 1999). Para ello se debe realizar la suma acumulativa de estas amplitudes y
graficar éstas en funcién al tiempo durante el tren de 100 o 300 Hz. Considerando que
la depresion al final del tren se encuentra en estado estacionario, se pueden ajustar
los ultimos 10 pulsos a una funcién lineal y a partir de la extrapolacion de esta funcién
a tiempo cero, se puede estimar la Pr a partir de la ordenada al origen. La ordenada al
origen equivale al producto N*g donde N es el tamafio del pool de vesiculas
disponibles para ser liberadas y q la amplitud media del cuanto. De esta manera, la Pr
se calcula como el cociente entre la amplitud media del primer EPSC del tren y N*q.
Considerando el valor medio de los eventos miniaturas, se puede estimar el valor del

pool liberado a partir del cociente entre N*q y la amplitud media de los mEPSCs.

Cabe sefalar, que este método constitute una estimacion y no el valor real de la Pr o
el tamafio cuantico. Los valores obtenidos por esta aproximacion pueden ser
sobrestimados dado que el influjo de calcio en el primer estimulo es menor que
durante los dultimos pulsos y la concentracion de calcio se incrementa con la
estimulaciéon. Sin embargo, cuando se calcula la Pr utilizando otra aproximacion
experimental mediante el método de Varela y col. (1997) las Pr obtenidas para el Kl
fue de 0.45y para el WT de 0.3 (valores muy similares a los estimados en este trabajo
por el método de Schneggenburger y col. (1999). Los datos estimados por el método
de Varela han sido reportados oralmente por el Prof. Dr. J. Gerard Borst en funcion a
un analisis que él mismo ha desarrollado realizando un protocolo en el programa Igor
tomando como fuente de su analisis los datos obtenidos en la presente tesis a partir de

los trenes de STD.
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