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Generacién de nuevos modelos y bisqueda de modificadores para el sindrome de

Dravet en Drosophila melanogaster

Autora: Andrea Tapia Gonzalez
Tutor: Maximo Ibo Galindo Orozco

Valencia, abril de 2022

RESUMEN

El sindrome de Dravet es una epilepsia severa rara causada por mutaciones en el gen
SCNT1A, el cual codifica para la proteina Nav1.1, subunidad a de los canales de sodio
regulados por voltaje. En esta tesis se ha generado mediante recombinacion
homdloga, una nueva mutacion en el gen para que hemos denominado para”®, el cual
cumple la misma funcién en Drosophila melanogaster. Estas moscas han mostrado un
fenotipo epiléptico inducido por altas temperaturas, y muerte subita en el caso de las
crisis de larga duracion. También se han observado alteraciones musculares en
ensayos de geotaxis negativa, vuelo y locomocion. Del mismo modo, han presentado
problemas cognitivos como la ansiedad y dificultades en el aprendizaje. El uso de
imanes como terapia contra el fenotipo epiléptico ha tenido buenos resultados
retrasando la aparicion de las crisis y disminuyendo su duracion y la cantidad de

moscas que las padecen.

El perfil metabolémico de las cabezas de estas moscas mostré un incremento en la
concentracion de aminoacidos, succinato y lactato, alteraciones que se pueden
relacionar con la epilepsia y la disfuncién mitocondrial. El neurotransmisor GABA,
principal implicado en el sindrome de Dravet, mostro niveles superiores en el modelo
generado. El analisis electrofisioldgico de las corrientes de sodio de las motoneuronas

aCC en estadio de larva sefiald aumentos en las corrientes persistentes de sodio y su



ratio con las transitorias, lo cual podria justificar las crisis epilépticas. Ademas, la
excitabilidad y el tamafo de estas células fueron menores. Todos estos cambios
presentes en los mutantes KO generados hacen de estas moscas un buen modelo para
estudio de la epilepsia en general, y del sindrome de Dravet en particular. Este modelo
ofrece nuevas herramientas para entender la patofisiologia de la enfermedad vy la

busqueda de biomarcadores y tratamientos.

Finalmente la busqueda de modificadores genéticos a través de ensayos de
supervivencia, tiempo de recuperacion a crisis y vuelo empleando el modelo para®ss!
obtuvo buenos resultados con los genes nAchRa4 y KCNQ. El gen toy por el contrario
resulté ser intensificador. La variabilidad en los resultados obtenidos en este apartado
cuestiona la manera de llevar a cabo este tipo de estudios en modelos animales y

pacientes del sindrome de Dravet.

Palabras clave: sindrome de Dravet, epilepsia, electrofisiologia, modificadores, canales

de sodio, metabolémica.



Generacid de nous models i recerca de modificadors per a la sindrome de Dravet amb

Drosophila melanogaster
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RESUM

La sindrome de Dravet és una epilepsia severa rara causada por mutacions en el gen
SCN1A, el qual codifica para la proteina Nav1.1, subunitat a dels canals de sodi regulats
por voltatge. En aquesta tesis s'ha generat, mitjancant recombinacié homologa, una
nova mutacié en el gen para, anomenada para“®, el qual té la mateixa funcid en
Drosophila melanogaster. Aquestes mosqgues han mostrat un fenotip epileptic induit
por altes temperatures, y mort subdita en el cas de les crisis de llarga duracio. També
s’han observat alteracions musculars en assajos de geotaxis negativa, vol y locomocio.
De la mateixa manera, han presentat problemes cognitius como l'ansietat i dificultats
en l'aprenentatge. L'Us d'imants com terapia contra el fenotip epiléptic ha tingut bons
resultats endarrerint I'aparicio de les crisis i disminuint la seua durada i la quantitat de

mosques que les pateixen.

El perfil metabolomic dels caps d'aquestes mosques mostra increments en la
concentracié d'aminoacids, succinat i lactat, alteracions les quals es poden relacionar
amb l'epilepsia y la disfuncid mitocondrial. El neurotransmissor GABA, principal
implicat en la sindrome de Dravet, mostra nivells superiores en el model generat.
L'analisi electrofisiologic de las corrents de sodi de les motoneurones aCC en estadi de
larva assenyala augments en les corrents persistents de sodi y el seu ratio amb las

transitories, lo qual podria justificar las crisis epileptiques. A més a més, I'excitabilitat y

V



el tamany d'aquestes céllules va ser menor. Todos aguests canvis presents en els
mutants KO generats fan d'aquestes mosques un model per a I'estudi de I'epilepsia en
general, i de la sindrome de Dravet en particular. Aquest model ofereix noves
ferramentes per a entendre la patofisiologia de la malaltia i la recerca de biomarcadors

y tractaments.

Finalment la recerca de modificadors genetics a través d'assajos de supervivencia,
temps de recuperacio a crisis y vol mitjangant el model para®*®' va obtindre bons
resultats amb els gens nAchRa4 y KCNQ. El gen toy pel contrari resulta ser
intensificador. La variabilitat en els resultats obtinguts en aquest apartat gliestiona la
manera de fer aquest tipus d'estudis en models animals i pacients de la sindrome de

Dravet.

Paraules clau: sindrome de Dravet, epilepsia, electrofisiologia, modificadors, canals de

sodi, metaboldmica
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New models generation and modifiers search for Dravet syndrome in Drosophila

melanogaster

Author: Andrea Tapia Gonzalez
Tutor: Maximo Ibo Galindo Orozco
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ABSTRACT

Dravet syndrome is a severe rare epileptic disease caused by mutations in the SCNTA
gene coding for the Nav1.1 protein, a voltage-gated sodium channel alpha subunit. In
this thesis we have made a new mutation in a gene called para“® through homologous
recombination, the single Drosophila melanogaster gene encoding this type of protein.
These flies showed a heat-induced seizing phenotype, and sudden death in long term
seizures. In addition to seizures, neuromuscular alterations were observed in climbing,
flight and locomotion tests. Moreover, they also manifested some cognitive alterations
such as anxiety and difficulties in learning. Using magnets as a therapy for epileptic
phenotype, seizures start was delayed, and its duration and the quantity of flies affected

was lower.

Metabolomic profile of these flies’ brains showed an increase in the amount of
aminoacids, succinate and lactate, alterations that could be related with epilepsy and
mitochondrial dysfunction. GABA, the main neurotransmitter involved in Dravet
syndrome, was higher in the para® model. Electrophysiological sodium current
analysis from aCC motoneurons in larvae stage revealed an increase in persistent
currents and their ratio with transients, which is a symptom for epileptic seizures. Cell
size and excitability were lower in these cells too. All these changes in the paralytic

knock-out flies indicate that this is a good model for epilepsy and specifically for Dravet

VI



syndrome. This model could be a new tool to understand the pathophysiology of the

disease and to find biomarkers, genetic modifiers and new treatments.

Finally, a search for genetic modifiers through survival, recuperation time and flight
using para®s’ flies obtained good results with nAchRa4 y KCNQ. Otherwise, toy gene
was an enhancer. However, variability observed in these type of assays dispute how

modifiers search is made with model animals and Dravet syndrome patients.

Kew words: Dravet syndrome, epilepsy, electrophysiology, modificators, sodium

channels, metabolomics.
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Introduccidén

Los canales de sodio

Los canales de sodio son complejos proteicos transmembrana que en condiciones
estandar, debido al potencial de membrana, controlan el paso de este ion desde el
espacio extracelular hacia el espacio intracelular. Su apertura esta regulada por la
comunicacion interneuronal durante las sinapsis y la liberacion de neurotransmisores
(Mao et al., 2019). Con la entrada de sodio a la célula se produce una despolarizacion
del potencial de membrana que cuando viaja a lo largo del axén genera un potencial de
accion y en Ultima instancia provoca de nuevo la liberacion de neurotransmisores y el
reinicio del ciclo. El mecanismo subyacente a la generacion de los potenciales de
accioén es un proceso altamente sofisticado en el que también participan, entre otros,

los canales de potasio y calcio y la bomba de sodio potasio (Bayona, 2017).

La homeostasis del organismo depende del correcto funcionamiento de este
fendmeno, ya que es esencial en multitud de funciones vitales. Por ejemplo, en las
neuronas sensoriales primarias, cuando un axén se despolariza por un estimulo dafiino
esta informacion viaja a través del sistema nervioso hasta el cerebro donde se percibe
como dolor. En las células cardiacas y del musculo esquelético, los potenciales de
accion provocan la contraccion muscular que regula el flujo sanguineo y los

movimientos corporales (Manuel de Lera Ruiz, 2015).

Los canales de sodio tienen una subunidad funcional alfa formada por cuatro dominios
homdlogos (HD 1-4) que se organizan en torno al poro del canal. También contienen
diversas subunidades beta asociadas que modulan el trafico y sus propiedades
biofisicas (Steinlein, 2014; Catterall, 2014; Littleton & Ganetzky, 2000). Cada uno de los
cuatro dominios homologos contiene seis segmentos transmembrana alfa
helicoidales (S1-S6) conectados por bucles de aminodacidos (aa) intra o extracelulares.
El dominio corto que conecta el S5y S6 se hunde en la membrana y forma el poro de

selectividad al sodio. Por otra parte, la union de S1-S4 es la que crea la parte sensible
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al voltaje (Kalume et al, 2013; Sato et al,, 20071; Stihmer et al., 1989). En concreto el
segmento S4 activador del canal contiene aa positivos que usa como detectores de
voltaje y por el cual circulan los residuos cargados negativamente. En el bucle
intracelular del poro que conecta HD3 y HD4 se produce la inactivacion rapida del canal
(Catterall, 2014). En la siguiente imagen se puede visualizar una recreacion

tridimensional de los canales (Figura 1)

1M Parte sensible al voltaje

Filtro de selectividad
0 poro

| Puerta de activacién

v

Puerta de inactivacion
cerrada

Figura 1. Estructura visual de los canales de sodio. Se puede ver el conjunto
estructural que forma cada una de las partes y los segmentos mas importantes.

Existen gran cantidad de moléculas que pueden regular la funcion de los canales de
sodio. Su origen es muy variado, desde neurotoxinas como la tetradotoxina, la
batracotoxina de bacterias y plantas marinas, hasta toxinas peptidicas como
protoxinas de los venenos de los escorpiones y arafias (Richards et al., 2018). También
se han disefiado farmacos anticonvulsivos, antiarritmicos, antidepresivos,
anestésicos...Sin embargo, debido a la gran homologia entre los todos los canales de
sodio, estas sustancias son altamente inespecificas y tienen un indice terapéutico bajo.
Todas estas moléculas naturales o sintetizadas que modulan los canales de sodio se

clasifican en bloqueadores del poro o modificadores de su apertura (Li & Chen, 2018).
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Origen y clasificacion

En comparacion con los canales de calcio y de potasio, el origen de los canales de
sodio es relativamente reciente. El estudio de la organizacion de sus intrones y exones
sugiere que los canales de sodio evolucionaron a partir de los canales de calcio. Esta
teoria se basa en la alta similitud que existe entre los dominios correspondientes de
ambos canales (Spafford et al,, 1998). A su vez, los canales de sodio y calcio que
conocemos actualmente se formaron a partir de dos rondas de duplicacion a partir de

un canal de potasio simple (Li & Chen, 2018).

Los canales de sodio se han identificado en gran en gran variedad de animales, desde
insectos hasta vertebrados mamiferos (Ren et al,, 2007; Knipple et al, 1994). Las
propiedades biofisicas, farmacoldgicas, de organizacién génica, e incluso los sitios de
plegamiento son muy similares dentro de todo este grupo de organismos, afiadiendo
de este modo valor a la teoria de que los canales de sodio aparecieron antes de la
separacion entre vertebrados e invertebrados (Yu & Catterall, 2003). Se cree que los
canales de sodio jugaron un papel esencial en la aparicion del sistema nervioso en

animales (Lopreato et al,, 2001).

Segun la convencion internacional de la union de farmacologos, la nomenclatura de los
canales de sodio, Na,1.1a por ejemplo, consiste en el simbolo quimico del ion al que el
canal es principalmente permeable (Na), seguido del regulador fisioldgico, el voltaje (v)
en este caso en subindice (Na,). El nimero que sigue al subindice indica la subfamilia
génica (Nay1) y el nimero siguiente la isoforma (Nay1.1). Este Ultimo nimero sigue un
orden de descubrimiento. Las variantes de plegamiento para cada miembro de la
familia se identifican con letras mindsculas que siguen a los nudmeros (Nay1.1a)
(Catterall et al., 2019).

En humanos hay 9 canales de sodio diferentes Nav1.1-1.9, codificados por los genes
SCNTA, SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCNS5A, SCNBA, SCN9A, SCNT0A, y SCNT1A

respectivamente. La estructura basica compuesta por los cuatro dominios de
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homologia con el sensor de voltaje y el poro esta altamente conservada entre todos
ellos. Alteraciones en la funcién de estos genes provocan patologia en sistema
nervioso central y periférico (SNC y SNP respectivamente), y en sistemas
neuromusculares como el corazén (Li & Chen, 2018; Brunklaus et al., 2014). Enla Tabla

1 se muestra toda esta informacién mas detallada y estructurada.

Nay1.1 SCNTA 90% SNC, SNP Epilepsia
Nav1.2 SCN2A 91% SNC, glia Epilepsia, autismo
Nav1.3 SCN3A 90% SNC, glia Epilepsia
Nav1.4 SCN4A 77% Musculo Miotonia
esquelético
Nav1.5 SCN5A 49% Musculo Trastornos del ritmo
cardiaco cardiaco
Nav1.6 SCNBA 86% SNC, SNP, glia Ataxia, enfermedades
de las motoneuronas
Nav1.7 SCNOYA 100% Neuronas Dolor
sensitivas
Nav1.8 SCNT0A 77% Neuronas Dolor
sensitivas
Nav1.9 SCNTTA 70% Neuronas Dolor
sensitivas

Tabla 1. Isoformas, genes, homologias, tejidos de expresion y patologias asociadas de los
canales de sodio humanos. Informacién de la base de datos universal de proteinas UniProt,
http://www.uniprot.org. *La homologia de la subunidad alfa se calcula en base a la isoforma
mas abundante y por tanto canonica, la variante 3 del Nav1.7.


http://www.uniprot.org/
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Epilepsia y canalopatias

La epilepsia es un trastorno neuroldgico con crisis espontaneas y recurrentes que se
producen por una hiperexcitacion y/o desincronizacion en los circuitos neuronales
(Dare et al,, 2021, Catterall, 2018). Es un trastorno comun que afecta a un porcentaje
entre 1% y 3% de la poblacion mundial, lo cual equivale a aproximadamente 50 millones
de personas (Dare et al., 2021), y puede ser debida a factores genéticos o adquiridos.
La adquirida seria la resultante de un neoplasma, infecciones, enfermedades
autoinmunes, golpes, infartos... y representa aproximadamente mas de un cuarto de
los casos totales. La epilepsia mas comun o de causa genética también se llama
idiopatica. Su herencia es compleja, desde mutaciones monogenéticas hasta
oligogénicas (Dare et al,, 2021). Dentro de este grupo, las mutaciones en canales son
las mas comunes y estdn asociadas a gran cantidad de patologias (Deconinck et al.,
20009).

SCN1AYy el sindrome de Dravet

Las mutaciones en el gen SCNTA son las mas comunes dentro de las mutaciones en
los canales que provocan epilepsia, identificandose en él mas de 1250 variantes
patogénicas (Ademuwagun et al., 2027; Xie et al,, 2020). De hecho, entre todos los
genes que provocan epilepsia, las mutaciones en el SCNTA son la causa principal.

(Ademuwagun et al.,, 2021; Surovy et al., 2016).

La haploinsuficiencia debida a grandes deleciones y mutaciones truncantes de pérdida
de funcién en codones de parada es mas habitual en patologias mas gravesy con peor
pronostico como el sindrome de Dravet. Por el contrario, la mayor parte de las
mutaciones de pérdida de sentido se asocian con otra patologia epiléptica menos
grave denominada epilepsia genética con crisis febriles (GEFS) (Brunklaus et al., 2014).
Ambas patologias son dominantes, pero aquellas que provocan GEFS son

normalmente heredadas mientras que en el sindrome de Dravet tres de cada cuatro
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casos se deben a mutaciones “de novo” (Ademuwagun et al., 2021; Hirose et al., 2013;
De Jonghe, 2011).

La epilepsia genética con crisis febriles o GEFS fue descrita por primera vez por los
doctores Berkovic y Scheffer en 1997 y agrupa a un conjunto heterogéneo de
patologias con crisis generalizadas y focales e incluye también a muchas otras
encefalopatias epilépticas mioclonicas. Los pacientes tienen crisis febriles y afebriles,
generalizadas y parciales. Las mds comunes son mioclonias (espasmos), aténicas
(pérdida del tono muscular), y ausencias (pierden la consciencia y se quedan mirando
un punto fijo). Las crisis febriles empiezan en la infancia y normalmente terminan a los
cinco afios. Sino lo hacen y siguen se le denomina GEFS+. Lo mas comun es que estas
si acaben a partir de la adolescencia. También se cree en la implicacion de otros genes
en la enfermedad como el SCN2A, SCN1B o GABRG2 O GABRD (Ravenswaaij-arts et
al,, 2021).

El sindrome de Dravet es una epilepsia infantil rara (ORPHA:33069) que fue descrita
por la psiquiatra y epileptologa Charlotte Dravet en 1978 (Dravet, 1978). Las crisis
aparecen entre los 5-8 meses de edad en nifios y nifias sanos. Estas puedes ser febriles
y afebriles, ténico-clonicas generalizadas y clonicas unilaterales alternantes. Mas
tarde, entre 1-4 afios aparecen mioclonias focales, ausencias atipicas y atonicas. A
partir de los dos afios es cuando se puede observar discapacidad cognitiva y motora,
y trazados electroencefalograficos alterados (Dravet, 2011). Los pacientes no
responden a los tratamientos antiepilépticos habituales porque el mecanismo de
accion de la enfermedad es distinto al convencional de la mayoria de tipos de epilepsia.
Algunos de los farmacos mas habituales para intentar controlar las crisis son el acido
valproico y clobazam. Normalmente estos también se suelen combinar con el
estiripentol o el topiramato. La dieta cetogénica y otros farmacos como el clonacepam,
leviteracetam, zonesamida, fenobarbital son también alternativas viables. El
cannabidol de origen vegetal altamente purificado estd autorizado para pacientes
desde los dos afios. La estimulacion del nervio vago o la cirugia (callostomia) son otras

opciones plausibles. (Villanueva et al., 2021; Apoyo Dravet, 2017; Gataullina & Dulac,
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2017). Algunas crisis alcanzan el estado epiléptico cuando duran mas de 20 minutos

y tiene un indice de mortalidad de los mas elevados entre los sindromes epilépticos.

Otros problemas que presentan los afectados serian las alteraciones en la capacidad
de atencion y de aprendizaje en general. Algunos pacientes también muestran
sintomas del espectro autista. Las dificultades motoras como falta de coordinacion,
velocidad y precision también estan muy presentes en su vida diaria. Sus dificultades
ortopédicas se traducen en escoliosis y pies vagos entre otros. También pueden
mostrar trastornos del suefio e hiperactividad (Guerrini, 2012). Si bien es cierto que
existe una gran variabilidad sintomatoldgica entre los afectados, la calidad de vida de
los mismos y de sus familiares se ve gravemente mermada. Su incidencia global es
menor a 1 por 40.000. Se calcula que en Espafia debiera haber mas de 1000 afectados.
Actualmente, se estima que hay unos 250-350 afectados correctamente
diagnosticados (Hurst, 1990). Para su diagndstico se usa el test de Hattori en el que se
observa diferentes parametros de las convulsiones durante el primer afio de vida.
Normalmente se realiza con la ayuda de un médico, y si se obtiene una puntuacion alta

se procede a la secuenciacion del gen.

Modelos animales e investigacion en el sindrome de Dravet

La epilepsia se caracteriza principalmente por una hiperexcitabilidad cerebral, de modo
gue cuando se comprobd que las primeras mutaciones en el gen SCNTA provocaban
una pérdida de funcion de los canales, y por tanto una reduccion en las corrientes y en
la excitabilidad, hubo una controversia que se resolvié con la generacion de modelos

animales.

Los primeros modelos de ratén Scnia” desarrollaron ataxia y murieron a los 15 dias
postnatales, mientras que los ratones Scn7a* mostraron crisis espontaneas y muertes
esporadicas después de 21 dias de vida (Catterall, 2014; Ogiwara et al., 2007; Yu et al.,
2006). La alteracion mds interesante observada en ambos fue una disminucion en la

excitabilidad de las interneuronas inhibitorias gabaérgicas, lo cual se demostro a
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posteriori gue conducia a una hiperexcitacion en la neuronas piramidales que en dltima
instancia daria lugar al fenotipo epiléptico en los pacientes de sindrome de Dravet
(Mantegazza & Broccoli, 2019; Schutte et al., 2016; Hedrich et al.,, 2014).

Estos modelos también presentaron menor amplitud en las corrientes de sodio y
potenciales de accion en las neuronas de Purkinje cerebelares, lo cual podria derivar
en ataxias. Las disminuciones de expresion en otras interneuronas gabaérgicas a lo
largo del cerebro serian las que darian lugar al resto de sintomas: trastornos del suefio
y ritmo circadiano, discapacidad cognitiva y espectro autista (Catterall, 2014; Ogiwara
etal, 2007; Yu et al,, 2006).

Se siguieron generando modelos en los que se alter¢ la expresion del gen de manera
condicional en diferentes partes del cerebro y de este modo se observd que la pérdida
de funcion de Nav1.1 en las neuronas excitatorias apenas presentaba anormalidades,
mientras que si se hacia en las inhibitorias los ratones tenian crisis y muerte prematura
(Ogiwara et al, 2013). A pesar de no conocer el mecanismo exacto por el cual las
neuronas excitatorias tenfan un papel en la enfermedad, en modelos de iPSC (células
madre de pluripotencia inducida) de pacientes con sindrome de Dravet se observo
aumentos en las corrientes de sodio en estas neuronas excitatorias piramidales y
bipolares (Mantegazza & Broccoli, 2019). En ratones Scnia*~ tampoco se podia
ignorar que el inicio de las alteraciones en la excitabilidad de las neuronas piramidales
durante la tercera semana coincidia con el inicio de las crisis y su muerte prematura.
La disminucion de la expresion en estas neuronas aminoro las crisis y su fallecimiento
a causa de la delecion en las neuronas inhibitorias (Ogiwara et al., 2013). Todos estos
resultados dejaron entrever el papel de las células excitatorias en la epileptogénesis

derivada de mutaciones en el gen SCNTA.

Otro modelo con una mutacion truncante de pérdida de sentido de la enfermedad
Scn1aRm07%+ presentd fenotipos muy similares a los modelos KO (“knock-out”) de
escision homo y heterocigotos. Esto era de esperar debido a que esta mutacion no

permite la generacién de una proteina funcional. Se observé que Nav1.1 se localizaba
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en el segmento inicial de los axones de las interneuronas gabaérgicas, en concreto, las
parvalbumina positivas (PV) (Ogiwara et al, 2007). Mds tarde se vio que la
haploinsuficiencia del SCNTA alteraba la excitabilidad de estas neuronas PV y las
interneuronas de la quinta capa del neocortex que expresaban somastatina, lo cual
resultaba en una desinhibicién de las células piramidales excitatorias y otras de la red
cortical (Tai et al., 2014).Estudios posteriores se han centrado en la implicacién de
estas alteraciones en zonas concretas del cerebro. La escision del gen en la zona del
hipocampo aumenta la sensibilidad a las crisis provocadas por el aumento de la
temperatura corporal, ademas de presentar crisis espontaneas y déficits cognitivos
(Stein et al., 2019). Algo parecido sucedié cuando se elimind la expresién en las zonas
corticales. Todo esto demuestra que las crisis focales pueden iniciarse en multiples
zonas del cerebro y derivar a su vez en crisis generalizas, poniendo en valor la

importancia de las diferentes zonas cerebrales en el transcurso de la patologia.

Actualmente el respositorio de Jackson cuenta con tres cepas diferentes de ratdon para
el estudio del sindrome de Dravet. Dos de ellas son las anteriormente mencionadas,
Scnla” y Scn1a™3X La tercera es la cepa Scn1a*'7%%, la cual presenta la mutacion
asociada al sindrome de Dravet A1783V en presencia de larecombinasa Cre. Estos
ratones heterocigotos muestran muchos de los fenotipos asociados al Dravet
como las crisis espontaneas, mortalidad prematura, ansiedad, hiperactividad, y
otros problemas cognitivos y musculares. Estos efectos estan fuertemente
influenciados por el fondo genético. Cabe destacar que este ratén fue
financiado por una asociacién de pacientes de la patologia y es de acceso libre
(Jackson, 2020). En la tabla 2 se muestra los principales modelos de ratén del

Dravet.
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Scnla” Ataxias y muerte prematura en 15 dias

Scnla*” Crisis espontaneas y muertes esporadicas tras 21 dias de vida
Scn1gReTSX/R613X Crisis espontaneas y muerte prematura tras 16 dias de vida
Scn1aReTsx* Crisis y muertes espontéaneas tras 18 dias de vida, 60% de

supervivencia tras 3 meses
Senalie Crisis espontaneas, mortalidad prematura, problemas

motores, hiperactividad y déficits cognitivos

Tabla 2. Genotipo y fenotipo de los principales modelos de raton de sindrome de Dravet

Sistemas de expresion heterdloga

El primer modelo empleado para investigar las mutaciones del SCNTA ligadas a
epilepsia fueron los sistemas de expresion heterdloga. Para la generacion de estos
modelos se clonaba las subunidades alfa de los canales de sodio en diferentes tipos
de células: ovocitos de Xenopus o ranas y de hamster chino, o células embrionarias de
rifidn (HEK o tsA201). Estas células proporcionan un ambiente idoneo para analizar las
propiedades exdgenas y enddgenas de las células, ademas de ser accesibles a nivel
electrofisiologico. Los estudios en estos modelos fueron los primeros en demostrar
gue algunas mutaciones de pérdida de sentido causaban perdida de funcion y otras
ganancias. Se demostré asi que los mecanismos pueden ser muy variados y afectar
desde el nimero de canales, la conductancia como a la cinética del canal (Catterall et
al. 2010; Escayg y Goldin 2010). El cribado de farmacos en estos modelos ayudo a
descubrir compuestos que regulaban diferentes tipos e isoformas de los canales de
sodio. La variabilidad en los resultados obtenidos sobre las propiedades de los canales
tras su clonacién en diferentes tipos celulares demostré que la sefializacion

intracelular afectaba a las corrientes persistentes (S. S. Schutte et al., 2016).
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iPSC

Las diferencias genéticas y de desarrollo entre animales y humanos han sido
abordadas con los modelos de células madre pluripotentes inducidas generadas a
partir de muestras de pacientes. Con estos modelos también se ha podido caracterizar
los efectos de algunas mutaciones sobre las corrientes de sodio (Higurashiet al,, 2013;
Jiao et al,, 2013). La diferenciacién a cardiomiocitos también ha sido muy Util a la hora
de estudiar la muerte subita en los pacientes del sindrome de Dravet. Se observaron
alteraciones en la excitabilidad intrinseca de las células cardiacas, las cuales podrian

incrementar el riesgo de muerte subita (Mantegazza & Broccoli, 2019).

Algunas de sus limitaciones son la incapacidad de formar circuitos neuronales
sincronizados (Kuijlaars et al.,, 2016). Los nuevos campos de estudio estan intentando
resolver esto a través de los cultivos tridimensionales y la generacion de organoides
(Izsak et al,, 2019; Trujillo et al., 2019; Zafeiriou et al., 2020). También presentan falta
de correlacion entre los estadios de desarrollo de los cultivos “in vitro” con los de
organismos Vvivos. Los protocolos para la generacién de estas iPSC de pacientes han
evolucionado rapido, aunque también han mostrado cierto grado de variabilidad en las
neuronas obtenidas y su grado de maduracion (Maroof et al., 2013; Zhang et al., 2013).
El futuro pasa por acortar los tiempos a la hora de generar células gabaérgicas
completamente funcionales (Yuan et al,, 2018; Bagley et al,, 2017). Estos modelos
también son interesantes para el cribado de farmacos e incluso para tratamientos con

trasplantes (Mantegazza & Broccoli, 2019).

Pez cebra

El pez cebra es un animal vertebrado sencillo genéticamente con una considerable
homologia con los vertebrados mas complejos. Se estima que el 76% de los genes
humanos implicados en enfermedades tiene su ortélogo en este organismo (Howe et
al., 2013). Su tiempo de generacion es corto y su descendencia numerosa, entre 50 y

200 embriones de una pareja de adultos cada semana, por lo que se considera un
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animal de experimentacion muy Util en lo que se refiere al cribado de farmacos a gran
escalay la identificacion de mutaciones supresoras (Marshall et al., 2021; Hortopan et
al., 2010).

Las crisis se caracterizan por nado hiperactivo acompafiado de una pérdida de la
postura habitual. Acontecen y se pueden medir electrofisioldgicamente tanto en
adultos como larvas, estas Ultimas son transparentes por lo que se pueden visualizar
directamente empleando reporteros genéticos (Burrows et al., 2020). Las crisis se
pueden provocar tanto afiadiendo convulsivos al agua como genéticamente
(Afrikanova et al, 2013; Baraban et al, 2013). Algunos de los medicamentos
comunmente usados en humanos también son capaces de suprimir sus crisis siendo
Su respuesta a estos tratamientos similar a ratén (Leclercq et al., 2015). Por ejemplo,
el clezomile se identificé en un modelo del sindrome de Dravet en este organismo
(Baraban et al., 2013).

La complejidad técnica la hora de introducir de mutaciones causantes de
enfermedades en este organismo retrasé su uso para el estudio de algunas
enfermedades, lo cual se resolvid unos afios atras gracias a los avances en técnicas

de edicion genética como el CRISPR (Hwang et al., 2013).

Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster (DM) o mosca de la fruta es uno de los modelos con mas
historia en el mundo de la investigacion. Se trata de un modelo facil de manipulary con
un ciclo de vida corto, de 10 dias aproximadamente, que da lugar a gran cantidad de
descendientes. Su manipulacion es sencilla y la ausencia de comités éticos también
facilita su trabajo en los laboratorios. Ademas, su coste en comparacién con otros
organismos superiores es mucho mas bajo. Su genoma presenta un 60% de similitud
con el humano, es menos redundante, y se estima que el 75% de los genes implicados

en enfermedades tienen su ortélogo en este organismo (Pandey & Nichols, 2011; Ugur
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et al, 2016). Por todo ello, es considerado un modelo muy Util para descubrir los

mecanismos moleculares de las enfermedades e incluso para probar tratamientos.

A pesar de las diferencias entre el sistema nervioso de vertebrados e invertebrados, la
conservacion de las moléculas que regulan la funcion neural, los canales de sodio y las
proteinas que participan en la transmision sinaptica son muy comparables. Existe gran
homologia en los canales de voltaje: Na*, K*, y Ca?!, y en los de ligando: acetilcolina
(ACh), glutamato y receptores de acido gamma aminobutirico (GABA) (Song &
Tanouye, 2009). En la siguiente imagen se muestran algunos de los principales

organos y sistemas de Drosophila melanogaster (Figura 2).

Vaso dorsal (corazén) Cuerpo graso

Sistema digestivo

Figura 2. Representacion grafica de los 6rganos de Drosophila melanogaster.
Imagen obtenida de Biorender.

Las similitudes entre las crisis de humanos y Drosophila melanogaster denotan su
potencial como modelos de epilepsia: ambos tienen mutaciones equivalentes que dan
lugar a las crisis, estas aparecen tras un umbral determinado, la susceptibilidad a las
mismas se puede regular por mutaciones genéticas, la actividad epiléptica se extiende
a través del sistema nervioso central siguiendo las rutas de las conexiones sinapticas,
e incluso el fenotipo epiléptico de las moscas puede aminorar por el uso de diferentes
anticonvulsivos como los que se usan en humanos: valproato sédico, fenitoina,
gabapentina y bromuro de potasio (Song & Tanouye, 2008). Los ensayos realizados
para la evaluacién de las crisis son robustos, lo que permite la identificacion de

mutantes y la supresion de dicho fenotipo. Los protocolos de electrofisiologia estan
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estandarizados por lo que la caracterizacion del funcionamiento de los canales es una
gran herramienta disponible para el estudio de la fisiopatologia en epilepsia (Kroll et al,,
2015).

Segun la estructura virtual de sus canales, las regiones clave para su funcion muestran
una gran conservacion a nivel de aa, incluyendo el S4 sensor de voltaje y el segmento
citoplasmatico entre los dominios 3 i 4. En cambio el segmento transmembrana
muestra entre un 50-80% de identidad (Schutte et al. 2016).

Existen multitud de herramientas para la manipulacion genética y la generacion de
modelos en D.melanogaster. La mutacion para®s' por ejemplo, no es equivalente a
ninguna mutacién humana, pero presenta un fenotipo muy similar al del sindrome de
Dravet, por lo que se usa como modelo de esta y otra epilepsias intratables (Dare et al,
2021; L. Parker, Padilla, et al., 2011). También se han hecho modelos de las mutaciones
relacionadas con GEFS+ (SCNTAK'?79T) 'y el sindrome de Dravet (SCNTAS'?3'R)
empleando técnicas de recombinacion homologa. Estos modelos mostraron un
fenotipo de crisis asociadas a un aumento de la temperatura corporal del organismo
tras sumergir los tubos en agua caliente. Estas se caracterizaron como una pérdida de
la movilidad acompafiada por un movimiento continuo de patas, alas o incluso
abdomen. Los resultados también mostraron que las moscas de sindrome de Dravet

fueron mas sensibles a las crisis inducidas por temperatura que las GEFS.

El andlisis de las corrientes de sodio en las neuronas gabaérgicas definié la mutacion
causante de sindrome de Dravet como pérdida de funcion, al contrario que la
responsable de GEFS, la cual se caracterizé como ganancia. El genotipo sindrome de
Dravet también mostré una reduccién en la frecuencia de disparo a temperatura
ambiente y superiores, de manera similar a los resultados obtenidos en ratones donde
la disminucién de las corrientes de sodio provocé una pérdida de excitabilidad en las
interneuronas gabaérigcas (Sun et al., 2012). También se comprobd el potencial del
precursor de la serotonina 5-hydroxytryptophan (5-HTP) como supresor de las crisis

en el genotipo sindrome de Dravet (R. J. Schutte et al, 2074). Este resultado fue
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concluyente con los datos obtenidos en dos estudios clinicos que emplearon
inhibidores de esta via como fluoxaitina y el citalopram para el tratamiento de

epilepsias refractarias (Albano et al., 2006).

En ratones existen 9 canales diferentes (Yu & Catterall, 2003) y el ratio de canales
mutados es diferente en neuronas excitatérias e inhibitorias, por lo que el estudio del
efecto de las mutaciones en el gen Scna se dificulta. En Drosophila melanogaster, a
pesar de que hay gran variedad de variantes con diferentes propiedades biofisicas en
los canales de sodio, todas ellas son producidas por el plegamiento o “splicing”
alternativo del transcrito del gen para (Thackeray & Ganetzky, 1994; O'Dowd et al., 1995;
Marley & Baines, 2011). Las mutaciones GEFS Y sindrome de Dravet anteriormente
mencionadas estan en un exén que se expresa de manera constitutiva y por tanto
todos los canales de sodio portan la mutacion de manera homocigota. Esto
proporciona una oportunidad Unica para investigar si hay factores detras de la
expresion diferencial de los canales que contribuyan a los efectos especificos de estas

mutaciones en neuronas inhibitorias frente a excitatorias.
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Objetivos

1. Generar un modelo KO del gen para (para®) a través de la técnica de la
recombinacién homologa, y posteriormente un modelo “knock-in” con el gen

humano.

2. Analizar posibles alteraciones de las corrientes de sodio y la excitabilidad de
las motoneuronas aCC en las moscas parak® a través de experimentos de

electrofisiologia.

3. Caracterizar dichos modelos a distintos niveles: epiléptico, muscular,
comportamental, cognitivo y metabdlico. Con esto se pretende estudiar si
existe una correlacion entre la mutacion generada y un fenotipo patologico que
reproduzca las alteraciones que presentan los pacientes del sindrome de

Dravet. Testar silos imanes pueden mejorar las crisis.

4. ldentificar modificadores que puedan explicar parte de la variabilidad clinica

asociada al sindrome de Dravet empleando el modelo para®ss’

5. Comprobar si distintos farmacos como el bérax y el harmol pueden mejorar el
fenotipo epiléptico y la baja supervivencia del modelo para para®s

respectivamente.
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Generacion de un mutante KO del gen para en Drosophila
melanogaster por la técnica de la recombinacion
homodloga. Validacién y caracterizacion como modelo
del sindrome de Dravet
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Introduccidn

La recombinacién homdloga

Las técnicas de edicion genética constituyen una de las herramientas vy
aproximaciones esenciales en el campo de la investigacion biomédica para el estudio
de enfermedades humanas. Algunas de ellas se basan en la generacion de un corte de
doble cadena en la region a editar del ADN (acido desoxirribonucleico). Posteriormente
este corte es reparado por alguno de los dos mecanismos alternativos de los que
dispone la célula. El primero de ellos es la recombinacién no homologa o unién de
extremos no homodlogos, el cual consiste en la unién de los extremos generados
introduciendo mutaciones adicionales al generar deleciones o inserciones en la zona
de union. La otra opcién seria la recombinacion homadloga, la cual emplea como molde
para la reparacion la region equivalente del cromosoma homaélogo, o un fragmento de
ADN exogeno provisto artificialmente para llevar a cabo la union de los extremos.
Algunos de los desafios a los que se enfrentan estas técnicas serian la generacion de
los cortes y la reparacion de manera eficiente y precisa y que ambas se produzcan en
estadios de desarrollo lo suficientemente tempranos para no generar mosaicos (Liu et
al., 2012; Huang et al., 2008; Xie & Golic, 2004).

Una de las revoluciones de los ultimos afios es la tecnologia CRISPR/Cas9, un sistema
inmune adaptativo de microorganismos. Estos son capaces de crear un catalogo de
los ADN virales con los que se van encontrando y contra los que generar ARN guias
combinados con la nucleasa Cas?9, la cual es la encargada de cortarlas y eliminarlas.
El estudio, desarrollo y optimizacion de este mecanismo planted la posibilidad de
utilizar esta técnica en otros sistemas celulares guiando a la nucleasa Cas9 hacia otras
secuencias. Con la simple sintesis de un ARN guia esta proteina es capaz de cortar el
gen que se quiera editar. Aunque esta técnica es mucho mas simple y accesible que
los métodos anteriormente mencionados, comparte parte de sus limitaciones con

ambas (Giono, 2017).

17



INTRODUCCION CAPITULO |

En este trabajo se ha empleado la recombinacion homologa como técnica de edicion
genética por su alta especificidad. En concreto se ha usado una aproximacion de la
misma desarrollada por el Dr. Baena para generar un KO del gen para en Drosophila
melanogaster (Baena-Lopez et al.,, 2013). En esta aproximacion, se parte de un vector
de transgénesis denominado pTV cherry basado en el elemento transponible P, de
forma que al inyectarlo en embriones de mosca junto con una fuente de transposasa
se pueden generar inserciones al azar de toda la construccion. En la Figura 3 se

muestra el vector:

A 5" Homology arm 3’ Homology arm
pTV|[cherry] :
EcoRI, Notl, Sacll, Nhel, Bmtl, Ndel, Kpnl Spel, Bglll, Nsil, Ascl/Avril
.\ I. .\ I.

N7
v v

§ -EREI ey oa | BRI |5 UAS resper
Amp*

Figura 3. Esquema del vector pTV cherry. Este plasmido contiene dos sitios de clonaciéon multiple
(MCSA Y MCSB) donde se incorporan los brazos de homologia cercanos a region que se quiere
escindir. También consta de fragmentos FRT y Scel, los cuales permiten la escisién del ADN
circular tras su insercién y la linealizacion del mismo, respectivamente. La secuencia UAS-reaper
permite la eliminacion de falsos positivos. Los marcadores mCherry y mini-white hacen posible
el seguimiento del inserto, y al estar flanqueados por regiones loxP se pueden eliminar facilimente
con ayuda de la proteina Cre. La regién attP permite la insercion de un nuevo fragmento a la zona
de recombinacion anterior mediante el sistema del fago PhiC31. Imagen reproducida con el
permiso de The Company of Biologists de Baena-Lopez et al., 2013.

A continuacion se explica con mas detalle todas las herramientas de las que dispone
el vector junto con su uso en el proceso de elaboracion de mutantes KO. El primer paso
consiste en la clonacién de los fragmentos flanqueantes a la region genémica a
escindir en los MCS correspondientes a brazos de homologia 5"y 3'. Posteriormente
este vector se inyecta en embriones junto con otro plasmido que expresa la
transposasa del elemento P. Entonces se produce la insercion al azar gracias a las
repeticiones invertidas del elemento P sobre las que actla la transposasa. Los
embriones que nacen son moscas quiméricas que incorporan el inserto en algunas

células pero no en otras. Para seleccionar aquellas moscas que tienen el inserto en la
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linea germinal se cruzan todas las nacidas con una cepa de ojo blanco que contiene
multiples cromosomas equilibradores para al mismo tiempo mapear en que
cromosoma se ha insertado el fragmento. Por tanto, de estos cruces se obtienen
moscas de ojo rojo, gracias al gen mini-white del vector, y se sabe en qué cromosoma
estd la insercion (Figura 40). Entonces se selecciona la cepa con la insercion en el
cromosoma que se desee como donante de la construccion para la recombinacion

homodloga.

Posteriormente esta descendencia se cruza con otra cepa (hs-Flp, hs-Scel) que expresa
la recombinasa Flp y el enzima de restriccion Scel bajo un promotor de choque térmico
a 37°C durante una hora en los estadios larvarios Il 'y lll (Figura 4). La proteina Flp
cataliza la recombinacion entre los sitios FRT y la escision de un ADN circular, que
posteriormente se linealiza mediante la digestion por Scel, generando un ADN lineal y

activando los mecanismos de reparacion por homologia.

En la descendencia de este cruce la insercion se escinde de forma estocastica, en unas
células si'y en otras no. De nuevo se usa el gen mini-white de color de ojos para seguir
la insercion, aunque en este la situacion es algo mas compleja porque las células de
color rojo pueden ser debidas a la no escision, a la escision mas reinsercion por
recombinacion homaologa, y menos frecuentemente por insercion inespecifica en otro
locus. Para distinguir la recombinacion homodloga de las otras dos posibilidades, se
cruzan estas moscas de 0jos mosaico con otras que contienen una insercion ubi-Gal4
para la expresion ubicua del factor de transcripcion Gal4. En las células donde se haya
producido recombinacion homologa, UAS-reaper, que codifica para la proteina pro-
apoptoética Reaper bajo el promotor al que se une Gal4, se elimina. En cambio, las
células sin escision o con reinsercion inespecifica mueren. Estas moscas ubi-gal4
también contienen la proteina fluorescente GFP como marcador facilmente eliminable.
Por tanto, después de todo el proceso, se reemplaza la secuencia diana de la
recombinacién homologa por la construccion contenida entre ambos brazos de
homologia, incluyendo la secuencia attP la cual permite la reinsercion otros

fragmentos de ADN, los sitios loxP y los marcadores fenotipicos.
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B Crossing Scheme

P-element mediated transformation

!

hs-Fip, hs-Scel X . Donor e

2hs 37° 1h
at LIl and LIN

ubi-Gald[pax-GFP] X " a~ DOROTTTT 2000)
¢ l *<  hs-Flp, hs-Scel

‘/’ Candidate

Figura 4. Cruces necesarios para la obtencion del candidato a KO. Imagen reproducida con el
permiso de The Company of Biologists de Baena-Lépez et al.,, 2013.

En este capitulo se van a abordar los objetivos 1y 3 de esta tesis doctoral, es decir, la
generacion del modelo para®®, su posterior caracterizaciéon como modelo del sindrome

de Dravet y el uso de imanes para tratamiento del fenotipo epiléptico.
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Resultados

Disefio y proporciones de la recombinacién homadloga

Para disefiar las secuencias a clonar que se corresponderian a los brazos de
homologia se escogio regiones flanqueantes al primer exén codificante para romper la
pauta de lectura y no generar proteinas truncadas. Esta regién era la mas grande,
funcional y conservada entre humanos y D. melanogaster (Bahceci et al., 2020). En
cuanto al disefio molecular el tamafio de los brazos de homologia fue de 951pb en el
caso del brazo Ay de 782pb en el caso del brazo B, generando asi una deleccién de
12pb incluyendo al codén de inicio. Tras su clonacién en el vector pTV cherry, este fue
enviado al servicio de transgénesis de Drosophila melanogaster del Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa para su microinyeccion en embriones de la cepa w'. De los
200 embriones inyectados aproximadamente, 68 llegaron a estadio de pupa, pero solo
56 nacieron. 21 fueron hembras y 35 machos, 4 de los machos fueron estériles. Se
contabilizaron cerca de 3000 moscas de la descendencia de los individuos fértiles y se
recuperaron dos machos de ojos rojos que portaban la insercion, uno de ellos en el
cromosoma |l y otro en el lll. Se selecciond la insercion en el cromosoma Il como
donante para la edicién. El evento de escisidn y reinsercion correcta es raro (1/8.000)
y en este caso, teniendo en cuenta que las mutaciones nulas en el gen para son letales
embrionarias, los machos hemizigoticos iban a ser letales, haciendo la seleccion la
mitad de eficiente. Para cada intento, se realizaron 70 cruces individuales para obtener
alrededor de 200 hembras virgenes mosaico. Después de realizar el cruce final con
estas hembras se contabilizaron alrededor de 5.000 moscas hasta que aparecio una
la candidata definitiva de ojos rojos. Esta fue descartada como falso positivo al
comprobar que el color de 0jos rojo no segregaba con el cromosoma X, sino con un
autosoma. Por tanto, debia tratarse de una insercion en otro locus genético mediante
recombinacion incorrecta. Lo mismo sucedid para un segundo candidato. Este
proceso se repitio hasta en tres ocasiones, contabilizando un total de 15.000 moscas

hasta que se obtuvo la candidata definitiva cuya validacion molecular se detalla a
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continuacion. También se recogieron moscas hermanas de ojo blanco en la cuales no

se habia producido la recombinacion homologa como controles.

Validacion KO

El vector pTV cherry contenia la secuencia codificante para la proteina fluorescente
roja mCherry bajo un promotor débil que no era capaz de promover eficientemente su
transcripcion. Esta solo se expresaria si se situaba cerca de un intensificador
transcripcional y reproducia el patréon de expresion del gen diana. En este caso, se
detecto fluorescencia roja exclusivamente en la cabeza de las moscas, donde se sitla
la mayor parte del sistema nervioso de las moscas (imagen no mostrada). Tras esto
se paso a hacer la validacién molecular por PCR convencional. Para ello, se disefiaron
dos pares de cebadores para analizar los extremos 5 y 3’ de la insercion. Para el
extremo 5' se disefid un cebador directo complementario a la secuencia gendémica
aguas arriba del brazo de homologia, y un cebador reverso basado en la secuencia del
vector. Para el extremo 3', uno directo basado en el vector y uno reverso en la secuencia
gendmica aguas abajo del brazo de homologia. De esta forma solo se produciria
amplificacion si la insercion se hubiera producido en el sitio correcto, lo cual se
comprobd primero por el tamafio del fragmento amplificado, y posteriormente
mediante su secuenciacién. A continuacion se muestra un esquema para facilitar su

compresion (Figura 5).

L A J
Y Y Y
MCSA Exon 1 MCSB
— YV —
KO —— I
- <

Figura 5. Validacion genémica del KO. Representacion grafica de los fragmentos
gendmicos del gen para de las cepas Ctrl y KO amplificados por PCR, en rojo se
representan los cebadores empleados.
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Finalmente para analizar la expresion del transcrito del gen se realizd una PCR
cuantitativa (PCRc) (Figura 6). Para obtener un valor 0 de expresién se debia tener el
alelo knock-out en homozigosis en hembras o hemizigosis en machos, lo cual es letal
en larva. Para solventar esta letalidad, se combino este alelo KO con un cromosoma
equilibrador con la proteina GFP, de forma que se pudo seleccionar a la lupa de
fluorescencia embriones mutantes que carecian de la proteina verde fluorescente
(Figura 6A). También se hizo una PCR cuantitativa en moscas adultas heterocigotas
para ver como afectaba el alelo nulo sobre un alelo sano y el nivel de silenciamiento

que se estaba alcanzando (Figura 6B).

A B

. ko +
embriones para®/para*® adultos para®™/para

—~~ (o] 15_
< 1.5 <
=) -
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g g
o <
o o
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8 3 1
§ *kk %
W 0.0 ——F——e=p—— w 0.0 T T
Control KO Control KO

Figura 6. Validacion de la disminucion de expresion del gen para en los mutantes KO
homocigotos de embriones (A) y heterocigotos de adultos (B). Expresion relativa del gen
obtenida a través de ensayos de PCR cuantitativa normalizada y comparada con el gen
constitutivo rp49. Los niveles de expresion se muestran como FC (factor de cambio) en
unidades arbitrarias y referenciadas al control como valor 1. Para su analisis se empled
el método del 2 ~AACt y estadisticamente se hizo el test t de student (**p-valor < 0,01).
Datos obtenidos a partir de 15 embriones y moscas adultas respectivamente.
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Como cabia esperar, en el caso de los embriones homocigotos la expresion de para
fue 0. En cambio, para los adultos heterocigotos no se obtuvo una expresion del 50%
resultante de la suma del alelo KO con el alelo salvaje, esta fue cercana al 25%. Por
tanto no hubo compensacion por parte del alelo no mutado, si bien es cierto que cada

gen tiene un umbral para funcionar y este puede ser bastante variable.

Por otra parte, para validar la pérdida de funcién del alelo KO a través de la genética se
hicieron cruces con cepas ya descritas de pérdida y ganancia de funcion y se analizé

su fenotipo.

paragdeficiencia jnargdeficiencia = nérdida de funcion letal nulo
para’%/parak® = letal nulo

paradeficiencia/narake =letal nulo

parak® = para®fciencia= pérdida de funcion

para®ss’/ x = ganancia de funcion y fenotipo epiléptico
para’®/x = pérdida de funcién y fenotipo epiléptico
para®®/ paraPss’ = viable sin fenotipo epiléptico

Tras la comparacion con el alelo para%ficencia se pudo concluir que se trataba de una
pérdida de funcion, mientras que comparando con la ganancia de funcién para®ss’ fue
interesante ver como la compensacion de ambos produjo un equilibrio y la

consecuente desaparicion del fenotipo epiléptico.

Crisis y temperatura

Las crisis epilépticas son uno de los principales sintomas clinicos de la enfermedad,
en algunas ocasiones suceden por el aumento de la temperatura corporal de los nifios

enfermos. En Drosophila melanogaster pasa algo parecido, cuando los tubos de mosca
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se sumergen en un bafio de agua caliente a 40°C entran en crisis. El estado de crisis
es visible porque las moscas se quedan inmaviles boca arriba y en algunas ocasiones
también tienen espasmos. Como se puede ver en la Figura 7A mientras que muy pocas
moscas control entraron en crisis, un porcentaje muy alto de las KO, alrededor del 75%
si lo hicieron. Este resultado confirmaria que la escision del gen para en las moscas
también causa uno de los sintomas mas claros del sindrome de Dravet. Por otra parte,
observado en la figura 7B la evolucion de las crisis con el tiempo se vio un aumento
exponencial claro a partir de los 30 segundos, alcanzando el 50% en crisis y

estabilizandose en 60s en un 80%.
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Figura 7. Crisis y su evolucién con el tiempo. En la Figura A de la izquierda se muestra el % de
moscas que entran en crisis y en la B este % en funcion del tiempo. Se aplico el test Mann Whitney
(****p-valor < 0,0001). En la figura A cada valor representa un tubo de 10-15 moscas. En la figura
B cada punto es la media de todas las muestras ya mencionadas.

Es interesante destacar que las moscas KO no mostraron diferencias visibles a priori
con las moscas control sanas, y que la recuperacion a las crisis fue inmediata una vez
se saco el tubo del bafio caliente. Esto es algo que ya se ha observado en otros

modelos de sindrome de Dravet en Drosophila melanogaster (R. J. Schutte et al., 2014).
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Estatus epiléptico

Otro de los problemas asociados a la enfermedad es un porcentaje considerablemente
alto de muertes subitas. Estas pueden ser debidas al SUDEP (muerte subita inexplicada
del paciente epiléptico) o al SE (status epiléptico), el cual se define como crisis
incontroladas de larga duracion. El modelo generado no mostro crisis espontaneas por
sf mismo, de modo que su supervivencia no fue menor que los controles (resultados
no mostrados) y el SUDEP fue descartado como fenotipo de estudio. Este resultado
contrasta bastante con los obtenidos en otros modelos animales y pone en entredicho
el papel de las crisis en la supervivencia en D.melanogaster. Con el estimulo de la
temperatura se intentaron reproducir los estatus epilépticos. Para ello se disefi¢ un
experimento en el que las moscas estuvieron durante 30 minutos en el bafio de agua
caliente, a 37,5°C. A partir de ese momento las moscas KO entraron en crisis, se
dejaron 15 minutos en ese estado y luego se cuantificé la cantidad de moscas que no

habfan sobrevivido a este estimulo (Figura 8).

Estatus epiléptico

*kkk
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50

25

Moscas que mueren (%)

Figura 8. Muerte debida al estatus epiléptico. Se aplico la prueba t de student (****p-valor <
0,0007). Cada punto representa un tubo de 10-15 moscas.
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En la Figura 8 se puede ver como los mutantes KO tienen una supervivencia mas baja
frente a este tipo de estimulo que los controles sanos. Los resultados de este ensayo
son muy interesantes porgue la mayoria de modelos se centran en la muerte subita
asociada al fenotipo epiléptico y en su clinica, dejando de lado el estatus epiléptico y
excluyendo a los animales que los padecen por ser pocos e impredecibles (Ricobaraza
et al,, 2019; Kalume et al,, 2013). El disefio de este experimento puede aportar nuevas
ideas para llevarlo a cabo en organismos superiores y profundizar en sus causas y
tratamientos. También llama la atencion que hay un porcentaje cercano al 20% de
moscas control que también mueren, esto podria ser debido a la intensidad de la

estimulacion.

Entre el resto de fenotipos de la enfermedad se encuentran los problemas musculares
en quienes la padecen. Algunos de ellos son retraso en el desarrollo psicomotor y
ataxias. Para estudiar este tipo de sintomas en el modelo para®® se plantearon una

serie de ensayos para evaluar sus competencias neuromusculares.

Geotaxis negativa

La geotaxis negativa o “climbing” es la capacidad de trepar y se define como un
comportamiento reflejo que tienen las moscas de subir por las paredes del tubo una
vez caen al fondo del mismo. Defectos en este tipo de comportamientos han sido
descrito en diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas como el
Parkinson (M'Angale & Staveley, 2016). Para realizar este ensayo se golped el tubo
sutilmente y todas las moscas cayeron a la base del mismo, a continuacion se esperé
10 segundos y se cuantifico la cantidad de moscas que habian superado una altura
umbral. Los resultados (Figura 9) mostraron que las moscas KO tenian mads
dificultades para recorrer la superficie de los tubos, lo cual podia ser prueba de
problemas musculares. Mientras que cerca del 90% de las moscas sanas control

fueron capaces de superar el umbral, solo el 75% de las KO lo lograron.
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Figura 9. % Geotaxis negativa. Se aplico el test Mann Whitney (**p-valor < 0,001). Cada punto es
un tubo de 10-15 moscas.

Vuelo

El ensayo de vuelo busca cuantificar la capacidad de estabilizacion de los musculos
de las alas de las moscas. Problemas en este tipo de funcion se han descrito en
modelos de patologias que presentan degeneracion neuromuscular (Lloyd & Taylor,
2010). Para ello, las moscas fueron lanzadas desde lo alto de un tubo con pegamento,
por lo que cuando se intentaron posar en las paredes del mismo se quedaron
atrapadas. A continuacion se cuantificé la distancia recorrida (Figura 10). Las moscas
control lograron estabilizarse en 20 cm y las moscas KO lo hicieron 5 cm mas abajo,
en 25 cm (Figura 10A). En la Figura 10B se puede ver claramente la distribucion
desigual de ambos grupos. En el grupo control la mayoria de moscas se agruparon en
torno 15y 30 cm mientras que en el caso del KO los picos mas grandes se producen
entre 30y 35cm. Este resultado, al igual que el de la geotaxis negativa (Figura 9) sefiald

dificultades musculares en las moscas mutantes.
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Figura 10. Distancia estabilizacion vuelo. El apartado A muestra la media, mientras que el B
representa mejor la distribucion de puntos. Se aplicé el test Mann Whitney (****p-valor < 0,0007).
En la figura A cada punto representa a una mosca, mientras que en la B cada valor es la suma
de todos ellos dentro del rango establecido.

Locomocidén

Otra manera de estudiar los problemas musculares que pudieran tener las moscas
mutantes fue estudiando el movimiento de andar. Para este experimento se dejo que
las moscas caminaran durante 10 minutos dentro de un circuito circular cerrado
denominado arena. Tras esto se cuantificéd la distancia recorrida (Figura 11A), la
velocidad media (Figura 11B) y el tiempo que pasaron en el centro (Figura 11C). El
genotipo KO no camind tanto como el control, y su velocidad media también fue menor.
Ambos datos siguieron la tendencia de la geotaxis negativa (Figura 9) y el vuelo (Figura
10), destacando defectos neuromusculares en las moscas modelo del sindrome de

Dravet.
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Figura 11. Locomocion. La figura T1A muestra la distancia recorrida, la figura B la velocidad
media. Finalmente el tiempo en el centro de la arena aparece representado en la figura 11C. Se
aplico la prueba t de student en Ay B y Mann Whitney en caso C (*p-valor < 0,005; **p-valor <
0,001). Cada punto es una mosca.

El resultado obtenido sobre el tiempo en el centro de la arena (Figura 10C) mostré que
a pesar de caminar menos y mas lento, las moscas KO invirtieron mas tiempo en el
centro de la arena que las controles. Este comportamiento, al igual que en ratones, es
sinénimo de ansiedad en los animales (Mohammad et al.,, 2016). Por tanto las moscas

KO no solo reprodujeron fenotipos fisicos de la enfermedad si no también psicoldgicos.

Aprendizaje y memoria a corto plazo

Para llevar a cabo este ensayo se tuvo en cuenta la fototaxis que tienen las moscas, es
decir, su tendencia a moverse hacia la luz. Combinando esta dentro de un laberinto con
un estimulo negativo se midieron su capacidad de aprendizaje y memoria a corto plazo
(Seugnet et al,, 2009). Para llevar a cabo el ensayo las moscas se introdujeron dentro
de una camara oscura conectada con una camara iluminada. Cuando estas se dirigian
hacia la cdmara iluminada instintivamente, encontraban un papel de filtro empapado

en quinina, la cual tiene un sabor amargo y actia como repelente (Figura 45). Tras un
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entrenamiento previo se hizo el ensayo inmediatamente después, cuantificando asi su
capacidad de aprendizaje. Repitiéndolo al cabo de 5 horas se cuantifico también la

memoria a corto plazo.

En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos. Comparando la capacidad de
aprendizaje, es decir, la diferencia entre PO del control y PO del genotipo KO se puede
ver en el caso de las primeras, un 40% evita la luz mientras que las KO no alcanzan el
20%. Cuando se compara PO y P5 se puede ver una caida en el porcentaje de moscas
que recuerdan lo aprendido tanto las controles como las “knock-out”. Este descenso
sigue la misma tendencia en ambos genotipos, y las diferencias entre P5 control y P5
KO son las que ya habia a P0. Por tanto, se puede concluir que el KO muestra una

disminucion en la capacidad de aprendizaje, pero no en la memoria a corto plazo.

Aprendizaje y memoria a corto plazo
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Figura 12 Aprendizaje y memoria a corto plazo. Se aplicé el test ANOVA unidireccional (***p-
valor < 0,0001). Cada punto se corresponde a una mosca.
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Tratamiento de las crisis con imanes

Estudios previos con imanes mostraron una reduccion de la actividad neuronal
asociada a la epilepsia en modelos de crisis inducidas por farmacos (Rivadulla et al.,
2018). Debido a la interaccion con dicho grupo de investigacion a través de la red de
investigacion para el sindrome de Dravet denominada Indre, se establecié contacto
con los autores para testar dicha terapia en el modelo para®®. Para probar esta terapia
en el modelo generado, se sumergieron las moscas en el bafio caliente sobre el iman
y otra pieza idéntica con la misma aleacion, pero no imantada. Mas tarde se cuantifico
la cantidad, duracién y apariciéon de las crisis (Figura 13). Los resultados en el iman
mostraron una disminucién en el nimero de moscas que las padecen, su duracién (no
significativo), y la aparicién tardia de las mismas. Cabe destacar que los controles no
entraron en crisis en ninguno de los dos materiales. También se observo que la

polaridad del iman no afectaba al resultado obtenido.
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Figura 13. Cantidad, duracion y aparicion de las crisis tras el uso de imanes. Figura 13A: cantidad
de crisis. Figura 13B: duracion de las crisis. Figura 13C: aparicion primera crisis. Cada punto es un
tubo de 10-15 moscas. Se aplicd la prueba t de student (*p-valor < 0,005).
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Supervivencia en ayuno

Durante la realizacion de experimentos para evaluar el aprendizaje de las moscas a
través de métodos de aversion fototaxica estas debfan ayunar. Haciendo pruebas para
optimizar el tiempo de ayuno se observo diferencias en la supervivencia de ambos
genotipos en tras 40 horas sin comida (Figura 14). Mientas que las moscas control
sobrevivieron en su gran mayoria, el 90% aproximadamente, en las KO sucedio todo lo
contrario, teniendo una mortalidad cercana al 70%. Los cambios en la dieta y por tanto
el metabolismo han conseguido revertir los sintomas en diferentes modelos de
epilepsia en Drosophila melanogaster, (Kasuya et al,, 2019; Fogle et al., 2019; Radlicz et
al., 2019). Con el fin de estudiar las diferencias metabdlicas entre las moscas KO y los

controles se hicieron experimentos de metabolomica.
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Figura 14. Supervivencia al ayuno tras 40 horas. Cada punto es un tubo de 10-15 moscas. Se
aplico la prueba t de student (***p-valor < 0,0001).
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Metabolémica

En el sindrome de Dravet y en otros sindromes epilépticos, las crisis son capaces de
provocar dafio del tejido neuronal a través del estrés oxidativo, la inflamacion y el
desequilibrio metabdlico. Las muestras de RMN (resonancia magnética nuclear) de
pacientes pediatricos de epilepsias resistentes a farmacos revelaron alteraciones en
metabolitos relacionados con la inflamacion y el estrés oxidativo (Pearson-Smith &
Patel, 2017). Esto se tradujo en incrementos de N-acetil-glicoproteinas, lactato,
creatina, glicina y lipidos o disminuciones de citrato. Se ha propuesto el uso de estos
metabolitos como biomarcadores para el estudio de la progresion de la patologia y la
evaluacion del efecto de las intervenciones farmacoldgicas (Boguszewicz et al., 2019).
Para llevar a cabo estos experimentos se diseccionaron las cabezas de moscas para®®
y controles por su riqueza en sistema nervioso central. El primer analisis que se hizo

fue el de componentes principales (PCA) (Figura 15).
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Figura 15. PCA de los espectros de RMN provenientes de los extractos de la fase acuosa de
cabezas. Las muestras DH2 y DH4 fueron excluidas. Escala UV. R2X (suma) = 74, Q2 (suma) =
0,31. Modelo de 3 componentes. Cada punto representa el metabolismo de 15 moscas.
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Como se puede observar en la Figura 15, la componente 1 separa bastante bien los
genotipos, aunque la muestra 6 del control se aleja del resto de su grupo. También
cabe destacar que en general las muestras KO tienen menos variabilidad. Después de

esto se procedio a analizar los diferentes metabolitos de manera independiente.

Metabolitos fase acuosa

Analizando algunos de los metabolitos de la fase acuosa se pudo observar una
acumulacién de aa en el genotipo KO (Figura 16). La relacion entre epilepsia y el
aumento de aa en distintas muestras de pacientes de epilepsia y crisis es algo ya
descrito (Honda, 1984; During & Spencer, 1993). Recientemente durante el estudio de
epilepsias farmacorresistentes se describié que el aumento de algunos aa esenciales
(valina, leucina e isoleucina) podria ser debido a defectos en la oxidacion mitocondrial

(Boguszewicz et al., 2019).

35



Valina
4
zZ
> *
2 3
[
©
© —_
2 24
© .
I
T 1 ——
pl e
©
"
0 - T
Control KO
Arginina
64 e *
> 2
=
x
S 47
«©
=
i !
Q5
©
i
o
n
0 T T
Control KO

Sefal relativa de RMN

Sefial relativa de RMN

Isoleucina
1.0
0.5
-
0.0 o —
Control KO
Prolina
0.8
*
0.6 —ele
[
0.4
[ )
0.2
0.0 T T
Control KO

Sefial relativa de RMN

Sefial relativa de RMN

RESULTADOS CAPITULO |

Treonina

Control

— T

KO

B-alanina

L

Control

KO

Figura 16. Diferencias metabdlicas de aminoacidos. La abundancia relativa se calculé como la
concentracion normalizada al area total del espectro. Para comparar entre ambos grupos Se
aplico la prueba t de student (*p-valor < 0,005). Cada punto representa el metabolismo de 15-20

maoscas.

Estudiando algunos metabolitos del ciclo de Krebs se vio también un aumento en la

cantidad de lactato y succinato (Figura 17). El incremento en lactato también se ha

descrito como indicativo de defectos en la funcién mitocondrial (Boguszewicz et al,

2019). Niveles elevados de succinato se han relacionado con estrés mitocondrial en

modelos de sindrome de Dravet en pez cebra (Kumar et al., 2016).
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Figura 17. Diferencias metabdlicas de en lactato y succinato. La abundancia relativa se calculd
como la concentracion normalizada al area total del espectro. Para comparar entre ambos
grupos Se aplico la prueba t de student (*p-valor < 0,005) Cada punto representa el metabolismo
de 15-20 moscas.

Otro metabolito cuyos cambios resultaron interesantes fue el GABA. El genotipo KO
mostrd niveles mas altos, esto podria ser debido a la fabricacion, pero falta de

liberacion del mismo, lo cual en dltima instancia causaria su acumulacion.
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Figura 18 Diferencias metabolicas de GABA. La abundancia relativa se calculé como la
concentracién normalizada al area total del espectro. Para comparar entre ambos grupos Se
aplico la prueba t de student (*p-valor < 0,005). Cada punto representa el metabolismo de 15-20
moscas.
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Metabolitos fase organica

Se repitio el andlisis de componentes principales en el caso de la fase organica (Figura
19), de nuevo la componente 1 separd bastante bien los genotipos, aunque la muestra
11 del control se alejo del resto de su grupo. En este caso fueron las muestras control

las que se agruparon mas uniformemente.
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Figura 19. PCA de los espectros de RMN provenientes de los extractos de la fase organica de
cabezas. Las muestras DH2 y DH4 fueron excluidas. Escala UV. R2X (suma) = 73, Q2 (suma) =
0,28. Modelo de 2 componentes. Cada punto representa el metabolismo de 15-20 moscas.

El andlisis mas en detalle de los metabolitos de la fase orgdnica mostrd una
disminucion en fosfolipidos, glicerol y ésteres grasos en el genotipo KO, y un aumento
de triglicéridos y cadenas lipidicas (Figura 20). Relacionar estas alteraciones con
procesos bioldgicos concretos es mas complejo puesto que su analisis implica el

estudio de grupos funcionales, pero no de metabolitos concretos.
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Figura 20. Diferencias metabdlicas en los metabolitos de la fase organica. La abundancia relativa
se calculd como la concentracion normalizada al area total del espectro. Para comparar entre
ambos grupos Se aplicd la prueba t de student (**p-valor<0.001,*p-valor<0.05). Cada punto
representa el metabolismo de 15-20 moscas.

La sintesis de los fosfolipidos que constituyen la membrana es un proceso altamente
demandante a nivel energético, por lo que la disfuncién mitocondrial anteriormente
teorizada podria estar afectando a este proceso (Turker et al.,, 2014). Del mismo modo,
la falta de liberacion de GABA podria estar afectando a otros lipidos que componen la
membrana debido a que sus receptores se situan en la misma (Cole-Edwards & Bazan,,
2005). Algunos farmacos antiepilépticos estan dirigidos a la estabilizacion de la

membrana con el fin de aumentar la transmision gabaérgica (Hammond et al., 1984).
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Generacion modelo “knock-in”

Tras la validacion y caracterizacion del mutante para*® se intenté generar un modelo
“knock-in” introduciendo el ADNc del gen humano SCNTA en el sitio attP ya insertado
en el genoma de la mosca a través del vector pTV cherry. Para ello se obtuvo un ADNc
humano clonado en pcDNA3 que se subclond a su vez en el vector RIV*e. Tras el
analisis de la secuenciacion se comprobd que habia adquirido una inserciéon de un
transposon. Este se intenté eliminar empleando diferentes técnicas de clonacién
avanzada como el ensamblaje Gibson o “In-Fusion” sin grandes resultados. Finalmente
se compro6 el fragmento sintetizado del gen SCNTA que se habia visto comprometido
por el transposon y se intentd clonar con métodos convencionales para restaurar la
secuencia original eliminando la del transposon pero a pesar de todos los intentos

tampoco funcioné.
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Discusion

Los resultados obtenidos sobre la pérdida de funcion del gen para tras la escision del
primer exéon con la técnica de la recombinacion homologa validaron el disefio
experimental empleado. Los mutantes homocigotos no fueron viables debido a que
para es el unico gen implicado en la regulacién de los canales de sodio en Drosophila
melanogaster y su funcion es esencial para el mantenimiento de la homeostasis del
organismo. Los mutantes heterocigotos no alcanzaron el 50% del transcrito que habria
cabido esperar, algun sistema de autorregulacion celular podria estar detras de este

resultado.

La caracterizacion de los modelos heterocigotos empezd por el fenotipo epiléptico.
Para ello, las moscas se sometieron a un estimulo térmico tras sumergirse en agua
caliente. Se comprobd que cerca del 80% de las moscas tenian crisis y que estas
aparecian apenas inmediatamente y aumentaban de manera exponencial con el paso
del tiempo. En otros modelos del sindrome de Dravet en Drosophila generados a través
de mutaciones de pérdida de sentido o “missense” equivalentes entre pacientes y
moscas, el porcentaje de moscas heterocigotas que entra en crisis es cercano al 50%
(R. J. Schutte et al, 2014), lo cual indicaria que la escision del gen seria tendria
consecuencias mas graves en este tipo de fenotipo. Debido a que el estatus epiléptico
o las crisis incontroladas de larga duracion son un problema grave entre los pacientes
de sindrome de Dravet, se disefid un ensayo en el que se imitd este tipo de estimulo.
La baja supervivencia de las moscas KO para tras el mismo fue un resultado muy
interesante debido a que actualmente la gran mayoria de modelos existentes son
qguimicos y no genéticos (Nirwan et al, 2018). Las pocas ocasiones en las que
impredeciblemente los ratones padecen este tipo de crisis, son automaticamente
descartados de los estudios porque mueren y no se pueden comparar al resto
(Ricobaraza et al.,, 2019; Kalume et al., 2013). Este hallazgo abre la puerta al disefio de
experimentos en mamiferos superiores en lo que también se pueda controlar este tipo

de fenémenos. Del mismo modo, la posible conservacion de este proceso bioldgico en
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la mosca de la fruta también abre un campo de estudio para conocer mas a fondo los

mecanismos implicados, y sus posibles tratamientos.

Tras conocer que las moscas exhibian uno de los fenotipos mas caracteristicos de la
enfermedad como son las crisis, se estudiaron otros como los problemas musculares.
Para ello se llevaron a cabo los ensayos de geotaxis negativa, vuelo y locomocién en
la arena. Los resultados obtenidos dejaron entrever dificultades en todos los
movimientos en los mutantes KO. Ademas, en el caso de la arena también se pudo
analizar la ansiedad, la cual resulté ser superior en las moscas para®. Algunos de los
tratamientos actuales en pacientes son farmacos también recomendados para tratar
este problema psicoldgico (Cross et al,, 2019). Finalmente también se observé que las
moscas KO tenian menor capacidad de aprendizaje pero no memoria a corto plazo que
sus hermanas controles. Gran parte de estos fenotipos se han descrito en otros
modelos del sindrome de Dravet como paz cebra y raton y validan el modelo generado
en Drosophila melanogaster como modelo de la patologia (Tiraboschi et al.,, 2020;
Griffin et al.,, 2018). Su estudio puede ayudar a conocer mds detalle la enfermedad, sus

implicaciones y tratamientos.

Finalmente también se probd una terapia con imanes ya testada en modelos
mamiferos de epilepsia inducida farmacolégicamente (Rivadulla et al.,, 2018). Como
resultado se obtuvo una disminucion en el porcentaje de moscas que tenian crisis,
menor duracion de las mismas, y una aparicion mas tardia. Esto no solo demostraria
la similitud entre el mecanismo de accion de las crisis en animales inferiores y

superiores, también abre la puerta como terapia del sindrome de Dravet en el futuro.

A raiz de observar una menor supervivencia asociada al ayuno en el genotipo KO, y las
posibles implicaciones del metabolismo en la epilepsia, se diseccionaron las cabezas
de los modelos generados y se procedio a realizar un estudio metabolémico a través
de RMN. Los modelos PCA de la fase acuosa y organica mostraron diferencias
metabdlicas entre ambos genotipos. Los aumentos de aa, lactato y succinato

observados en el mutante podrian estar relacionado con el fenotipo epiléptico y una
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consecuente disfuncion metabdlica mitocondrial. La relacion entre estrés oxidativo,
neuroinflamacion, hiperexcitabilidad vy epilepsias como el sindrome de Dravet esta
ampliamente descrita (Espinds et al., 2020). La dieta cetogenica ha resultado disminuir
este aumento en la concentracion de aa en los mutantes puesto que implica una
reduccion en el aporte de proteinas y un menor estrés oxidativo. El mecanismo de
accion de algunos farmacos como el cannabidiol para el tratamiento de la enfermedad
han mostrado abordar el metabolismo asociado a la misma (Perry et al,, 2020). La
acumulacion de GABA podria ser debida a la pérdida de excitabilidad de las células y
por tanto su incapacidad de generar potenciales de accion, lo cual dificultaria la
liberacién y reabsorcion de dicho neurotransmisor. La disminucion en la cantidad de
fosfolipidos también podria estar relacionada con la incapacidad energética ya
mencionada. Las alteraciones en el resto de lipidos pueden ser debidas a una
reorganizacion de la membrana donde se encontrarian los receptores de GABA. En
células de hipocampo de modelos de ratén del sindrome de Dravet se han observado
alteraciones metabdlicas en diferentes intermediarios del ciclo de la glucdlisis, del
acido tricarboxilico y de glutamato/acido y-aminobutirico. Todos estos cambios
energéticos pueden comprometer la funcién neuronal y por tanto contribuir a la

susceptibilidad a las convulsiones (Miljanovic et al., 2021).

En conjunto los cambios observados en el mutante validan el modelo de la enfermedad
y abren nuevas vias de estudio tanto para entender el mecanismo fisiopatoldgico de la
patologia y encontrar biomarcadores, como para desde un punto de vista mas practico,

usar dichas alteraciones como dianas terapéuticas.
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Introduccidén

Electrofisiologia de las neuronas

El proceso fisiologico de la excitabilidad eléctrica y las moléculas que lo median son
similares entre humanos y Drosophila melanogaster. En ambos casos la transmision
sinaptica excitadora esta regulada por canales activados por ligando, principalmente
receptores de acetilcolina y glutamato. Dicha conservacion también tiene lugar en el
proceso opuesto, la inhibicion, siendo los receptores en este caso de GABA. El papel
de los canales de calcio también es importante en ambos organismos para la
liberacion de los neurotransmisores. Finalmente los sofisticados canales de sodio
juegan un papel fundamental transportando las corrientes idnicas que fluyen hacia las
células nerviosas y provocan en ultima instancia la activacion del potencial de accion

y su viaje a través los axones (R. Kroll, A. Saras, 2017; Frank et al., 2013).

Desde un punto de vista eléctrico la célula se comporta como un capacitador, es decir,
un dispositivo que almacena cargas a dos lados (fluidos intra-extracelular) de un
aislante (la membrana). Por eso mismo la célula tiene una diferencia de potencial (V)
concreto y sus cambios disparan los potenciales de accion. El potencial de membrana
no es Mas que el voltaje a través de la misma, es decir la diferencia de concentracion
de los iones a un lado y otro. La intensidad de la corriente (1) es la medida del flujo de
estos iones. La conductancia (C) es la facilidad para desplazarse de las cargas y la
resistencia eléctrica (R) es lo contrario, la oposicién de un conductor al flujo de cargas
através. La ecuacion que aparece a continuacion es la ley de Ohm y es la que relaciona

todos estos COI’]CGptOS
V=1I/R

El voltaje se mide en voltios (V), la resistencia en ohmios (Q) y la corriente en amperios

(A).
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En humanos y en Drosophila melanogaster cuando una neurona recibe un estimulo los
canales de sodio se abren y este entra a favor de gradiente de concentracién. Entonces
los canales pasan de estar desactivados y cerrados a activados y abiertos. Cuando
esta apertura finaliza comienza el proceso de inactivacion, en el cual el canal
permanece abierto, pero en un estado de no conduccion iénica, por lo que en términos
practicos estd cerrado. Las corrientes transitorias (Nat) son las que indican el pico de
apertura del canal mientras que las persistentes (Nap) representan la inactivacion de
las mismas, durante la cual puede haber parte de canales que permanezcan abiertos
0 sean susceptibles de volver a abrirse (Stafstrom, 2007; Kahlig et al,, 2006). Estas
corrientes juegan un pepel esencial en la regulacion de la excitabilidad de la membrana,
y las mutaciones que afectan a su funcién, provocan epilepsia (Figura 21) (Stafstrom,
2007; Yue et al,, 2005).

HOMEOSTASIS Cerrado  Abierto mp Inactivo
55 mv PPs ([ ] —e ® [}
-8smv | Na* o @ o ® °o®
o | r m&m
520ms " Na Nap PYS
DESEQUILIBRIO
-55mV
-85mV J
-320pA L T
520ms N oy Na,

Figura 21. Corrientes de sodio y conformacion del canal en situaciones de homeostasis y
desequilibrio. Se aprecia como en la homeostasis la amplitud de las corrientes persistentes es
mucho menor que en el estado de desequilibrio, asi como la facilidad del paso de los canales del
estado abierto a inactivo.
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La electrofisiologia en Drosophila melanogaster

La baja cantidad de neuronas de Drosophila melanogaster y su simple trazabilidad
genética hacen que la identificacion por localizacion, fisiologia, morfologia, expresion
génica y linaje sea mucho mas simple que en organismos superiores. Esto facilita el
estudio del rol de todas y cada una de ellas en la generacion de comportamientos
(Kazama, 2015). Los métodos de electrofisiologia para provocar crisis y registrar la
actividad eléctrica posterior estan altamente establecidos en el modelo de mosca de
la fruta. Para provocar la actividad eléctrica similar a una convulsién se emplea una
estimulacion de alta frecuencia (HFS) dando pulsos de 0,4ms a 200Hz durante 300ms.
Este estimulo se provoca directamente en el cerebro y se registra en los musculos del
vuelo tordcicos, de modo que dicha actividad similar a una convulsién refleja los
potenciales de accion de las motoneuronas uno a uno. Las convulsiones son extensas
y abarcan al menos 14 musculos diferentes, los cuales a su vez contienen 60 fibras
musculare inervadas por 58 motoneuronas. Las crisis suceden en un todo o nada, los
estimulos HFS por debajo de un voltaje umbral nunca provocan convulsiones, mientras
gue justo por encima, siempre las desencadenan. Este umbral es similar para todos
los individuos de un genotipo determinado, y por tanto puede servir para clasificar a
diferentes mutantes en base a su susceptibilidad a las crisis (L. Parker, Howlett, et al,
2011).

La cepa para®’ ha sido caracterizada con un umbral de susceptibilidad a crisis de 3.2V
y el analisis posterior de sus corrientes persistentes mostré mayor amplitud que la de
sus homodlogos controles. Esto se relaciond directamente con el aumento en la
frecuencia de los potenciales de accién en este genotipo. Los cambios en estas
corrientes también se relacionaron con un modelo del sindrome de Dravet en
Drosophila melanogaster denominado para®. Este fendmeno se ha reproducido en
humanos y otros modelos animales y su reversion ha servido como tratamiento de las

crisis epilépticas.
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Algunas de las técnicas empleadas para analizar las corrientes de iones como el sodio
y la excitabilidad de la membrana se denominan experimentos de pinzas de voltaje y
de corriente o en inglés: “voltaje y current clamp”. A través de ellas se imita de manera
artificial y controlada lo que sucede en un entorno biolégico natural. En el experimento
de pinzas de voltaje se controla el voltaje de la membrana y mide la corriente
transmembrana requerida para mantener ese voltaje. Las corrientes que fluyen son
proporcionales a la conductancia de membrana, es decir, al nimero de canales
abiertos. Por el contrario, en los experimentos de pinzas de corriente se aplica corriente
y se observa los cambios en el potencial de membrana, imitando asi los potenciales de

accion.

El protocolo experimental (Marley & Baines, 20711) consiste en la diseccion del sistema
nervioso de larvas de tercer estadio y su posterior fijacion con pegamento quirdrgico
(Figura 22A). A continuacion con ayuda del microscopio y el micromanipulador, se
accede a las neuronas empleando un electrodo de lisis que rompe el neurolema (Figura
22A). Finalmente con un electrodo de parche o “patch” se atrapa la célula, se abrey se
miden las corrientes anteriormente mencionadas (Figura 22B). En este trabajo se
pincharon las motoneuronas denominadas aCC debido a su similitud con las
interneuronas humanas, ya ambas comparten las alteraciones en las corrientes de
sodio que correlacionan con el fenotipo epiléptico. Ademas, también son sencillas de

manipular tanto genética como electrofisiolégicamente (Lin et al., 2017).
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Figura 22. Procedimiento electrofisiologia. En la Figura 22A se puede ver las neuronas del cordon
nervioso ventral (VNC) fluorescentes. El siguiente paso seria la limpieza con ayuda de proteasa
(22B) y finalmente el "patch”. La Figura 1B muestra la union del electrodo con la célula més en
detalle. Esta debe producirse a una resistencia muy elevada para asegurar su estrechez. Estas

figuras fueron cedidas por el Dr. Carlo Giachello.

En este capitulo se va a abordar el objetivo 2 de esta tesis doctoral, el andlisis de las
corrientes de sodio del modelo parak© a través de experimentos de electrofisiologia.
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Resultados

Electroshock

Resultados previos del mutante parak® en etapas adultas habian demostrado su
fenotipo epiléptico sometido a estimulos térmicos. Con el fin de conocer si las larvas
también convulsionaban, las crisis se indujeron a través de estimulos eléctricos. Para
ello, con ayuda de una sonda metadlica, se aplico un electroshock de 3s y una potencia
de 30v en el sistema nervioso central de las larvas y se estudid su tiempo de
recuperacion. Cuando el estimulo cesod las larvas se contrajeron tonicamente
mostrando espasmos. El tiempo de recuperacion se cuantifico a través de la
recuperacion de su movilidad normal (Figura 23). Se observé que el genotipo KO
necesitd mas tiempo de recuperacion. Estos resultados complementaron las
diferencias ya observadas en adultos a través de estimulos térmicos y demostraron

que los defectos del mutante se daban desde estadios muy tempranos.
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Figura 23. Tiempo de recuperacion tras un electroshock. Cada punto es una larva. Se aplico la
prueba t de student. (*p-valor < 0,05).
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Capacitancia

El primer resultado que se obtuvo con respecto a la caracterizacion del KO tras la
diseccién de las larvas fue la observacion directa de los defectos morfolégicos que
provoco la escision del gen para en los mutantes epilépticos. La estructura del sistema
nervioso central no estaba tan conservada y ademas las células eran a priori mas
pequefias que las controles (imagen no mostrada). Una manera de estudiar estas
diferencias fue a través del célculo de la capacitancia. Este parametro se define como
la capacidad de una célula para almacenar cargas cuando ocurre una diferencia de
potencial. En la Figura 24 se puede apreciar que la capacitancia de los mutantes KO
era menor que las de las moscas control, lo cual podria justificar los defectos

observados anteriormente mencionados.

Capacitancia
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Figura 24. Capacitancia. Se usaron 8 neuronas aCC para cada ensayo de muestras
independientes y se aplicé la prueba t de student. (***p-valor < 0,001).
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Corrientes de Na

Con el fin de identificar posibles defectos en las corrientes de sodio, se hicieron
experimentos de pinzas de voltaje para analizar las corrientes transitorias vy
persistentes (Nar y Nap respectivamente). Como su nombre indica las corrientes
transitorias son breves pero amplias, y son las que provocan la apertura del canal de
sodio y por tanto inician la generacion de los potenciales de accion. Cuando ya ha
entrado suficiente sodio a la célula el poro idnico se bloguea y automaticamente estas
corrientes se estabilizan y desaparecen. Por el contrario, las corrientes persistentes
representan el estado en el que la mayoria de canales de sodio estan cerrados, pero
algunos permanecen inactivos y otros incluso son capaces de reabrirse. Esa corriente
es menor en amplitud pero mayor en duracion. El primer experimento que se hizo para
estudiar las corrientes de sodio consistié en un programa denominado “one step” o de
un paso, en el cual se cuantificé la amplitud de las corrientes transitorias, persistentes

y su ratio (Figura 25).
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Figura 25. Medida de las corrientes de Na con el protocolo de un paso. Las figuras Ay B
representan la amplitud de las corrientes transitorias y persistentes respectivamente. La figura
C representa el ratio entre ambas. Se usaron 8 neuronas aCC para cada ensayo de muestras
independientes. En A se aplicé la prueba t de student. En By C se hizo Mann Whitney test (*p-
valor<0,05; **p-valor<0,01).
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Como se puede ver en la Figura 25 las corrientes del Nat no mostraron diferencias
entre el KOy el control. En cambio, en lo que respecta tanto a las Nap como al ratio P:T
se puede ver un aumento significativo en el genotipo para “knock out”. Incrementos en
las en estos dos parametros se relacionan estrechamente con el fenotipo epiléptico en
DM y humanos, y su uso como diana terapéutica estd ampliamente extendido (Lin et
al., 2015; Marley & Baines, 2011; Stafstrom, 2007).

Para estudiar mas en detalle la cinética de los canales, ademas de su amplitud a un
potencial de membrana fijo, se estudid la relacion con el voltaje de cada una de las

corrientes, Nar (Figura 26), Nap (Figura 27).

NaT

Potencial de membrana (mV)

I
-80 20 40
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Densidad de corriente (pA/pF)

-30-

Figura 26. Nar aisladas. Se aplico la prueba ANOVA y se usaron 8 neuronas aCC para cade
ensayo de muestras independientes (*p-valor < 0,05).

En el caso de las corrientes transitorias (Figura 26) el descenso en las lineas indicé la
entrada del sodio en las células, lo cual sucedid a potenciales de membrana y
densidades de corriente similares en ambos genotipos. Sin embargo, cuando la

densidad de corriente de sodio alcanzd su maximo en el genotipo control, a un
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potencial de membrana de -20mV, el KO estuvo 10 pA/pF aproximadamente por
debajo, alcanzando su pico mas tarde, a un potencial de membrana de -10. Esto podria

indicar una apertura total mas tardia en el genotipo KO.

Nap

104
—e— Control

KO

20

Densidad de corriente (pA/pF)

*%*

Potencial de membrana (mV) -20-

Figura 27. Nap aisladas. Se aplico la prueba ANOVA y se usaron 8 neuronas aCC para cada
ensayo de muestras independientes (**p-valor < 0,01, *p-valor < 0,05).

Una vez desglosada la sefial persistente del sodio (Figura 27) se pudo ver una
activacion mas rapida de estas corrientes en las moscas mutantes. Ademas, también
alcanzaron densidades de corriente mayores, sobre todo a potenciales de membrana
de -40 y -30 mV. A -40mV se produce el maximo del KO mientras que en control no
sucede hasta -20mV y a densidades de corriente inferiores. Todo esto junto con los
datos de la amplitud (Figura 4B) confirmaria no solo una mayor amplitud de corrientes
persistentes de sodio, sino también una activacion mucho mas temprana de las

mismas.
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Este tipo de corrientes alteradas tanto en pacientes epilépticos como en modelos de
Drosophila melanogaster para estas enfermedades han demostrado ser también
eficientes como dianas terapéuticas (George, 2005; Lin et al., 2017; Rhodes et al,
2004).

Excitabilidad de la membrana

Cuando los iones fluyen a través de la membrana esta cambia continuamente su
energia potencial. Si esta despolarizacion es suficientemente grande puede llegar a
producir potenciales de accion que viajan a través de los axones y que este caso caso,
por trabajar con motoneuronas, llegan hasta los musculos. Esta propiedad se
denomina excitabilidad de la membrana. En la Figura 28 se muestra los resultados
obtenidos en este ensayo. Estos datos se obtuvieron tras inyectar corriente a la célula

y contar el nimero de potenciales de accién que acontecen.
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Figura 28. Excitabilidad de la membrana. Se aplico la prueba ANOVA y se usaron 8 neuronas aCC
para cada ensayo de muestras independientes (*p-valor < 0,05). Las cifras al lado de la leyenda
de los genotipos indican la pendiente de la curva.
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Los resultados mostraron claras diferencias entre el control y el KO (Figura 28). A pesar
de que los dos genotipos empezaron a ser reactivos a rangos de corriente inyectada
similares (30pA), rdpidamente se pudo ver como seguian tendencias distintas.
Mientras que el control aumentaba facilmente el nimero de potenciales de accion en
funcion de la corriente, no sucedié lo mismo con el KO. A inyecciones de corriente
iguales entre ambos, el KO nunca llego a alcanzar los mismos potenciales de accién
que el control, necesitd inyecciones mas altas de corriente. Ademas, el maximo de
potenciales de accion que llegd a alcanzar el KO es practicamente un tercio del control.
Acto seguido se estudiaron los potenciales de accion esta vez en funcion del potencial

de membrana (Figura 29).
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Figura 29. Excitabilidad en funcién del potencial. Se usaron 8 neuronas aCC para cada ensayo de
muestras independientes.

En este caso (Figura 29) se pudo ver resultados muy parecidos a los anteriores. A
medida que la membrana se fue despolarizando se produjeron los potenciales de
accion y a potenciales de membrana similares los potenciales de accion siempre
fueron mayores en el genotipo control alcanzando maximos muy por encima de los del

KO.
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Andlisis de las uniones neuromusculares

Como se ha mencionado anteriormente, las motoneuronas que se han usado en este
trabajo para hacer el estudio electrofisiolégico son aquellas que inervan los musculos.
Para terminar el analisis y ver hasta donde llegan los efectos de la mutacion, se hizo
medidas electrofisiolégicas en las denominadas NMJ o uniones neuromusculares.
Uno de los parametros que se estudido fue la resistencia, este parametro
bioldgicamente hablando se puede definir como la impermeabilidad de los canales
(Figura 30).

=
a1
1

*kk

[EnY
o
1

o

Resistencia entrante (M)

Control KO

Figura 30. Resistencia NMJ. Se aplico la prueba t de student. Se usaron 6 neuronas aCC para
cada ensayo de muestras independientes (***p-valor < 0,001).

En la Figura 30 se puede ver que la resistencia del mutante es significativamente mayor
gue la del control, lo que quiere decir que en el KO el flujo de iones es mas dificil que en
el control. Este resultado demostraria que la afectacion no solo es a nivel cerebral, sino
gue también se extenderia a la inervacion de estas neuronas con sus musculos, lo cual

podria justificar los defectos musculares observados en el primer capitulo.
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Discusion

Los primeros resultados de la caracterizacion general dejaron entrever alteraciones en
diferentes funciones bdsicas del mutante KO. Con el fin de comprender mas en
profundidad la raiz de estas y teniendo en cuenta que el gen SCNTA y para producen
ambos una proteina esencial en el funcionamiento de los canales de sodio, se pusieron

en marcha experimentos de electrofisiologia que permitieran el analisis de los mismos.

Uno de los primeros resultados obtenidos comprobo que el tiempo de recuperacion de
las larvas KO ante estimulos eléctricos fue mayor que en los controles, lo cual probd
que los efectos de la escision del gen tenian sus consecuencias en estadios mas
tempranos. Por otra parte, los resultados de la capacitancia empezaron a informar
acerca del estado de las neuronas mas en detalle, las cuales resultaron ser de menor

tamano.

Para estudiar mas en profundidad las consecuencias de la escisién del gen se paso a
analizar las corrientes del Na. Las primeras aproximaciones mostraron aumentos en
las corrientes persistentes del sodio. Estas corrientes se producen a posteriori de las
transitorias, las cuales representan la apertura y cierre de los anales. El cierre de los
canales no ocurre de una manera totalmente sincronizada, si no que algunos
permanecen abiertos y otros inactivos. Este periodo en el cual los canales pueden
terminar de cerrarse o volver a activarse es la medida de las Nap. Dichas corrientes
regulan la excitabilidad celular, la cual ese esencial para el mantenimiento de la
estabilidad neuronal. Sus desequilibrios alteran la excitacion sinaptica y desestabilizan
la red de circuitos neuronales conduciendo en ultima instancia a la epilepsia (Lin &
Baines, 2015). Este fendmeno se ha reproducido en modelos animales y su tratamiento
ha sido efectivo (Lin et al., 20715; Marley & Baines, 2011; Stafstrom, 2007).
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A pesar de que las corrientes transitorias no mostraron diferencias significativas entre
ambos genotipos, el ratio Nap/ Nat siaumento. Este dato también se ha descrito como
indicativo de trastornos epilépticos en otros mutantes de Drosophila melanogaster (Lin
etal, 2017). Tras el andlisis mds detallado de cada uno de estos parametros, se pudo
ver que las corrientes transitorias alcanzan su pico de activacion mas pronto en el
control que en el KO. En lo que respecta a las corrientes persistentes, las tendencias

fueron opuestas, se activaron antes en el KO.

Los datos obtenidos sobre la excitabilidad de la membrana mostraron menor nimero
de potenciales de accion en el genotipo KO y a potenciales de membrana inferiores
gue el control. Debido a que los potenciales de accién son los que se encargan de
transmitir la sefial desde estas neuronas hasta el musculo se hizo registros en el

mismo y se pudo ver que la entrada de sodio en ellos estaba comprometida.

Si bien es cierto que hay cierta controversia por la variabilidad obtenida en multiples
modelos de la enfermedad, parece que el mecanismo patogénico comun en las
epilepsias derivada de mutaciones en Nav1.1 es la pérdida de funcion del canal, la cual
conduciria a la hipexcitabilidad de cierto tipo de neuronas gabaérgicas situadas en
diferentes zonas del cerebro (Mantegazza & Broccoli, 2019). En otros modelos del
sindrome de Dravet en Drosophila melanogaster las medidas de las corrientes en
interneuronas inhibitorias gabaérgicas han mostrado dicha disminucion en los
potenciales de accion, lo cual se ha llegado a describir como suficiente para la
aparicion del fenotipo epiléptico (R. J. Schutte et al, 2014). El andlisis de las
motoneuronas aCC en este trabajo también ha presentado dicha disminucion en la
excitabilidad y abre un nuevo campo de estudio acerca de su papel en otras
comorbilidades como los problemas musculares. Futuras lineas de investigacion
podrian analizar las neuronas gabaérgicas en el modelo generado junto con otros tipos
celulares para elaborar un mapa de la afectacion teniendo en cuenta también la
localizacion cerebral. Es muy dificil crear una red neuronal por la importancia del gen
para en el desarrollo, la cual esta poco explorada. También se ha observado gran

variabilidad segun la aproximacion genética y el fondo genético de los modelos
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empleados. Una limitacion de Drosophila melanogaster seria la inexistencia de
subunidades beta las cuales también son importantes en la regulacion de la funcién
del canal. Otras aproximaciones podrian estudiar también los efectos de la

temperatura en los canales.

A pesar de que los experimentos de electrofisiologia han resultado muy Utiles, no cabe
olvidar que los datos se obtienen a través de simulaciones del contexto biolégico
simplificadas, las cuales intentan reproducir de la manera mas fiel posible lo que

sucederia en condiciones reales.
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Introduccidn

El papel de los modificadores genéticos en las enfermedades mendelianas y
raras

Las enfermedades que siguen un patrén de herencia mendeliano se conocen como
patologias mendelianas, este es el caso de aproximadamente el 80% de las
enfermedades raras. A pesar de ser mongenéticas, mas de la mitad de ellas siguen sin
tener causa conocida e incluso en los casos en que se conoce el gen responsable de
la enfermedad, existe gran variabilidad genotipica. Dicha variabilidad se extiende hasta
el punto de pacientes con la misma mutacion, lo cual supone grandes desafios en el
diagnostico y gestion de la evolucion de los afectados y afectadas. También se ha dado
el caso de analizar datos de genoma y exoma de gente sana donde dichas mutaciones
no presentaban sintomas aparentes. Estos estudios de secuenciacion del genoma a
gran escala proporcionan gran informacién acerca de la expresividad y penetrancia de
las enfermedades raras, asi como del potencial efecto de los genes modificadores. La
identificacion genética del origen de un fenotipo especifico puede ser compleja debido
a que los genotipos y fenotipos pueden no tener una relacion lineal. Esto es debido
parcialmente a las interacciones genéticas que juegan un papel crucial en el control de
la dependencia funcional entre genes y que puede culminar en una gran variabilidad

genotipica (Rahit & Tarailo-Graovac, 2020).

Los genes modificadores podrian ser uno de los factores que explicara la variabilidad
clinica en algunos de los casos. Los genes modificadores o modificadores genéticos
son aquellos que afectan en la expresion o el fenotipo que causan otros genes, a pesar
de que genéticamente segregan de manera independiente. De este modo pueden
condicionar una patologia en aspectos como su evolucion con el paso del tiempo,
penetrancia o gravedad. Ademas, también funcionan como dianas terapéuticas
(Kearney, 2011).
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Drosophila melanogaster como herramienta para la busqueda de modificadores

El éxito de Drosophila melanogaster como organismo modelo se debe en gran medida
al poder los cribados genéticos para identificar los genes que estan involucrados en un
proceso biologico. La multitud de herramientas y aproximaciones desarrolladas a lo
largo de tantos afios de investigacion ha servido y sigue sirviendo como manera de

estudio de multiples enfermedades (St Johnston, 2002).

Un ejemplo seria este estudio donde recientemente se han descubierto modificadores
para el Parkison. Para ello, emplearon la coleccion DGRP (panel de referencia genético
de Drosophila melanogaster), una serie de 205 cepas completamente secuenciadas y
genéticamente casi idénticas las unas a las otras. Observaron que el fondo genético
afectaba en gran medida al fenotipo locomotor causado por la mutacion LRRK2
G2019S. Tras un exhaustivo analisis genético para encontrar los posibles
modificadores, se aislaron 19 genes implicados en el crecimiento y la regulacion de las
proyecciones neuronales. A continuacién con la ayuda de la técnica de ARNi (ARN de
interferencia) se hicieron pruebas funcionales y descubrieron tres genes que afectaban
a la pérdida de neuronas dopaminérgicas asociada a la edad, las cuales causaban en
ultima instancia la disfuncion motora del modelo de Parkinson estudiado (Lavoy et al,
2018).

Modificadores genéticos en sindrome de Dravet

El diagndstico del sindrome de Dravet es un gran paso para muchos pacientes, pero
tras el mismo surgen cuestiones relacionadas con el asesoramiento, tratamiento y
prondstico (Cetica et al., 2017). Tedricamente, una parte de la variabilidad fenotipica
del sindrome de Dravet se puede asociar a las diferentes variantes patogénicas del
SCNTA, de modo que las mutaciones que provocan una pérdida de funcion se asocian
virtualmente a fenotipos mas severos, mientras que mutaciones que no afectan tanto
a la funcion de la proteina generalmente causan cuadros clinicos mas leves (Meng et

al., 2015). Sin embargo, una gran cantidad de pacientes muestran una variabilidad a la
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gue todavia no se ha encontrado explicacion. De hecho, hay familias en las que
diferentes miembros portan la misma alteracion genética, pero pese a ello su
sintomatologia es de lo mds dispar (Passamonti et al., 2015; Suls et al., 2010; Depienne
et al,, 2010; Depienne et al,, 2010; Mahoney et al., 2009; Pineda-Truijillo et al., 2005).
Cuando se ha intentado agrupar pacientes con variantes de pérdida de funcién
similares se ha visto que habia algunos con grandes discapacidades y otros que en
contraposicion, eran capaces de vivir vidas mucho mds independientes (Akiyama et al,
2010; Harkin et al., 2007; Jansen et al., 2006). Todo esto provoca dificultades a la hora
de predecir la evolucion de la enfermedad, lo cual es un asunto clave para los padres

de los afectados y afectadas.

Algunos de los genes modificadores potenciales ya descritos para la enfermedad son
variantes de multitud de genes: SCN9A, SCN8A, SCN2A, HLF, POLG, KCNQ2, CACNB4
y CACNATG. Algunas de ellas podrian agravar y otras rescatar parte de la clinica
(Calhoun et al., 2018; Hammer et al., 2017; Hawkins & Kearney, 2017; Steel et al,, 2017;
Gaily et al.,, 2013; Ohmori et al,, 2013; Hawkins et al,, 2011; Singh et al., 2009). En el
modelo KO de raton se han encontrado “loci” completos como potenciales
modificadores. Algunos de los genes candidatos serian subunidades de receptores de
GABA, canales, o genes relacionados con crisis o hiperexcitabilidad neuronal (Miller et
al, 2014). De hecho, se ha encontrado un enriquecimiento de variantes raras en la
excitabilidad neuronal en pacientes graves comparados con leves, sin embargo estos
potenciales modificadores identificados solo podrian explicar una pequefia proporcion

de la variabilidad clinica existente (Hammer et al., 2017).

Modelo para?ss’

En este trabajo se ha buscado modificadores sobre la mutacién para®s’ de Drosophila
melanogaster. Esta es una mutacion sin sentido en un segmento implicado en la
inactivacion, denominado "motivo de paleta” del cuarto dominio de homologia de NaV.

La expresion heteréloga de ADNc que contienen la lesion bss1 muestra que los canales
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mutantes presentan una alteracion de la dependencia del voltaje de la inactivacion en
comparacion con el tipo salvaje. Aungue no es ninguna mutacion equivalente al
sindrome de Dravet en Drosophila melanogaster, esta mutacion tiene un fenotipo claro
y reproducible de crisis epilépticas, comportamiento y electrofisiologia, por lo que se
emplea para estudio de la misma. Se escogié este modelo porque el modelo parak®
generado y caracterizado en capitulos anteriores es nulo, y por tanto solo serviria para
la busqueda de modificadores supresores, pero no de intensificadores. Las crisis del
modelo para®ss’ presentan una fase ténico-clénica y son las mas dificiles de suprimir
tanto genética como farmacolégicamente hablando (Dare et al, 2021; L. Parker,
Padilla, et al., 2011). Las moscas parabss’ tienen un comportamiento normal hasta que
se les provoca un estimulo mecanico también denominado”bang”. Este podria ser
desde un golpe seco fuerte contra una superficie incluso un voértex de 10 segundos
aproximadamente a maxima potencia (L. Parker, Padilla, et al., 2011). A continuacion
se muestra una imagen con las diferentes etapas que padecen durante un episodio

epiléptico:
En la fase inicial de las crisis agitan las patas y las alas, tras esto se quedan totalmente

initial recove
BANG! paralysis tonic-clonic phase s 5
seizure

seizure e *
: S

)
i~ P - i~ 2P —
Figura 31. Esquema representativo de las crisis en el modelo parabss’ de Drosophila

melnogaster. Estas se definen como espasmos en las patas, seguidas de fallo para mantener la
postura, aleteo, y balanceo de abdomen. Imagen adaptada de Parker et al., 2011.

recovery

paralizadas y acto seguido en la fase tonico-clénica padecen espasmos incontrolados
en diferentes partes del cuerpo acompafiados por momentos de inmovilidad. Durante
la recuperacion también tienen un movimiento incontrolado pero esta vez suele ser
mas enérgico hasta que terminan levantandose y caminando con normalidad (L.

Parker, Padilla, et al,, 2011).
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En un trabajo de fin de master previo se llevd a cabo una seleccion de candidatos a
genes modificadores del SCNTA. En primer lugar se identificaron genes candidatos en
pacientes humanos y posteriormente se escogieron los que estaban conservados en

D. melanogaster (Nungo Garzon, 2018).

En este capitulo se van a abordar los objetivos 4 y 5 de esta tesis doctoral, es decir, la
busqueda de modificadores y terapias para el sindrome de Dravet empleando en este

caso, el modelo para®ss’,
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Resultados

Preseleccion y aproximacion empleada en la busqueda de genes modificadores

A partir de los resultados preliminares del trabajo mencionado anteriormente se hizo
una preseleccion de los genes que habian mostrado datos mas interesantes y se
profundizé en su papel como modificadores (Garzéon-Nungo, 2018). En la Tabla 3 se

describen los seis genes que se han estudiado a lo largo de este trabajo.

CACNATA cac Subunidad alA del canal dependiente de
voltaje de calcio

CHRNA4 nAChRa4 Subunidad a4 del receptor de acetilcolina

CHRNB2 nAChRa Subunidad 32 del receptor de acetilcolina

CLCN1 ClC-a Proteina 1 del canal de voltaje de cloro

KCNQ3 KCNQ Subfamilia 3 del canal dependiente de voltaje
de potasio

PAX6 toy Factor de transcripcion implicado en el

desarrollo embrionario

Tabla 3. Genes candidatos a modificadores estudiados a lo largo de este trabajo. Informacion
de la base de datos universal de proteinas UniProt, http.//www.uniprot.org.

La forma de alterar la expresion de estos genes para comprobar si eran modificadores
del para®ss’ fue con el sistema UAS-GAL4 y méas concretamente usando la técnica del
ARN de interferencia (ARNi), un mecanismo intracelular por el cual se consigue
silenciar genes, mediante moléculas de ARN de doble cadena (ARNdc). El sistema UAS-
GAL4 es un sistema binario para activar la expresion génica ampliamente utilizado en
Drosophila melanogaster (Brand & Perrimon, 1993). Consta de la proteina GAL4 (factor

de transcripcion sensible a galactosa), el cual contiene un dominio de unién a ADN en
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su N-terminal y un dominio activacion de la transcripcion en el C-terminal. Esta proteina
se une a una secuencia nucledtido especifico, llamada UAS (secuencia de activacion
aguas arriba), un potenciador que permite la activacion de un promotor basal ubicado
aguas abajo de la secuencia UAS. Hay lineas de Drosophila melanogaster que expresan
Gal4 bajo el control de un promotor lineas especificas de tejido y UAS que permiten la
expresion de un gen de interés. Cuando estas lineas se cruzan, los descendientes
expresan la proteina GAL4, que se une a la secuencia UAS y activa el gen de interés en
el tejido para el cual el promotor es especifico. En el caso de este trabajo, Gal4 se

expresa en tejido neuronal (promotor elav) e introducimos el diferentes ARNi bajo el

control de la secuencia UAS provocando asi el silenciamiento de los genes de interés
(Figura 32).

_— — UAS ARNi + gen de interés mm

) ( | )
| Y Y Y
Promotor de tejido  Factor de transcripcion Sitio de union del Gal4 Sllenvc.lamlento
neuronal en este caso modificadores

Figura 32. Esquema del funcionamiento del sistema UAS-Gal4.
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Andlisis de los genes candidatos

En primer lugar se analizé si habia cambios en el tiempo de recuperacion a crisis, los
genotipos que no mostraron diferencias con respecto al control se descartaron para
este trabajo (datos no mostrados). Tras esto se analizo la supervivencia, el vuelo y por
ultimo se validaron los cambios de expresion a través de PCRc. A continuacion se
muestra los resultados obtenidos agrupando todos los ensayos en cada uno de los
genotipos. Para la generacion de las lineas controles se hizo el mismo cruce que para

las experimentales, pero en su caso el ARNi estaba vacio.

ca CARNi

Cac, homologo al gen CACNATA en humanos, codifica para la subunidad a1 A del canal
dependiente de voltaje de calcio. El primer resultado mostré que se habia logrado
silenciar en un 50% la expresién del gen de interés (Figura 33A). En los datos de crisis
(Figura 33B) se puede ver una reduccion significativa en el tiempo de recuperacion,
pasando de 100 a 50s. La distribucion de puntos muestra menos variabilidad en el
genotipo ARNi, aunque hay alguna mosca cuyo tiempo de recuperacion es
considerablemente superior al de la media. A pesar de que a priori muestra una mejora
las crisis, no tiene cambios en la distancia de estabilizacion del vuelo (Figura 33C), y

empeord ligeramente la supervivencia (Figura 33D).

Estos resultados apuntan a que el silenciamiento de este gen podria mejorar el tiempo
de recuperacion a crisis del modelo para®’, pero no otros fenotipos asociados como
los problemas musculares o la reduccion en su supervivencia. En modelos de raton
cuando se ha rebajado su expresion también se ha visto una mejoria en una parte del

fenotipo epiléptico (Calhoun et al., 2018).
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Figura 33. Resultados cacARNi. A) Expresion relativa del gen obtenida a través de ensayos de
PCR cuantitativa normalizada y comparada con el gen constitutivo rp49. Los niveles de
expresion se muestran como FC (factor de cambio) en unidades arbitrarias y referenciadas
al control como valor 1. Para su analisis se empled el método del 2 —-AACt y
estadisticamente se hizo el test t de student (**p-valor < 0,01). Datos obtenidos a partir de
15 moscas. B) Tiempo de recuperacion a crisis tras dar un shock mecanico a través de un
vortex. Para su andlisis se hizo t de student (****p-valor < 0,001). La figura 2C muestra la
distancia de estabilizacion durante el vuelo. Se empled la prueba estadistica Krustal-Wallis.
D) Curvas de supervivencia de ambos genotipos. Se hizo el test Mantel-Cox (p*-valor<0,05).
En los experimentos B, CY D se usaron 15 moscas jovenes por tubo en cada una de las tres
repeticiones bioldgicas empleadas.
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nAChRa4/RNi

nAChRa4 es el gen homoldgo al CHRNA4 en humanos y constituye la subunidad a4 del
receptor de acetilcolina. La expresion del gen de interés cay6 hasta el 25% (Figura 34A).
En los datos de crisis se redujo significativamente el tiempo de recuperacion, pasando
de 100 a 80s (Figura 34B). De nuevo los datos del genotipo experimental del
silenciamiento muestran una mejor agrupacion que los controles. La distancia de
estabilizacién también mejord pasando de 28 a 18 (Figura 34B) y la supervivencia no
mostré cambios entre genotipos (Figura 34D). El genotipo nAChRa4*fN' parecia
mostrar una ligera mejoria en la supervivencia media pero finalmente estas moscas no
fueron capaces de sobrevivir mas alla de los 62 dias de vida mientras que las controles

alcanzaron los 70.

Estos datos indican que la reduccion de la expresion de este gen podria tener buenos
resultados en la mejora del fenotipo epiléptico y las alteraciones musculares del
modelo para®®’. Se han identificado algunas mutaciones en este gen en pacientes con
epilepsia nocturna del I6bulo frontal autosémica dominante (Lopes-Cendes & Oliveira
Ribeiro, 2013).
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Figura 34. Resultados nAChRa4ARNi A) Expresion relativa del gen obtenida a través de
ensayos de PCR cuantitativa normalizada y comparada con el gen constitutivo rp49. Los
niveles de expresion se muestran como FC (factor de cambio) en unidades arbitrarias y
referenciadas al control como valor 1. Para su andlisis se empled el método del 2 ~AACt
y estadisticamente se hizo el test t de student (****p-valor < 0,001). Datos obtenidos a
partir de 15 moscas. B) Tiempo de recuperacion a crisis tras dar un shock mecénico a
través de un vortex. Para su andlisis se hizo t de student (**p-valor < 0,01). La figura 2C
muestra la distancia de estabilizacion durante el vuelo. Se empled la prueba estadistica t
de student (***p-valor < 0,01). D) Curvas de supervivencia de ambos genotipos. Se hizo el
test Mantel-Cox. En los experimentos B, C Y D se usaron 15 moscas jovenes por tubo en
cada una de las tres repeticiones biologicas empleadas.
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nAChRa14RNi

nAChRaT es el gen homologo al CHRNB2 en humanos, el cual conforma la subunidad
B2 del receptor de acetilcolina. Gracias a la técnica del ARNi la expresion relativa de
este gen se redujo al 20% (Figura 35A). La cuantificacion del tiempo de recuperacion a
crisis mostré un aumento del mismo en este genotipo (Figura 35B), también cabe
destacar que muy pocas moscas se recuperaron rapidamente (<50s). En el caso del
vuelo fueron capaces de estabilizarse a menor distancia que los controles (Fig 35C). A
pesar de que algunas de las moscas del silenciamiento empezaron a morir antes, luego
sobrevivieron mds que los controles siendo el resultado final superior al control (Figura
35D).

Estos resultados mostrarian una mejora en el fenotipo muscular y de supervivencia del
modelo paraP®s’ pero un empeoramiento en lo que se refiere a las crisis epilépticas.
Este gen, igual que el anterior, también se ha relacionado con pacientes de epilepsia
nocturna del lébulo frontal autosémica dominante (Lopes-Cendes & Oliveira Ribeiro,
2013). También se han encontrado mutaciones en pacientes que presentaban

calcificaciones de los ganglios basales y fenotipo epiléptico (Fjaer et al., 2015).
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Figura 35. Resultados nAChRa1RNi A) Expresion relativa del gen obtenida a través de ensayos
de PCR cuantitativa normalizada y comparada con el gen constitutivo rp49. Los niveles de
expresion se muestran como FC (factor de cambio) en unidades arbitrarias y referenciadas al
control como valor 1. Para su andlisis se empled el método del 2 —AACt y estadisticamente
se hizo el test t de student (****p-valor < 0,007). Datos obtenidos a partir de 15 moscas. B)
Tiempo de recuperacion a crisis tras dar un shock mecanico a través de un vortex. Para su
andlisis se hizo t de student (*p-valor < 0,05). La figura 2C muestra la distancia de
estabilizacién durante el vuelo. Se empled la prueba estadistica Krustal-Wallis (***p-valor <
0,001). D) Curvas de supervivencia de ambos genotipos. Se hizo el test Mantel-Cox (****p-
valor < 0,007). En los experimentos B, C Y D se usaron 15 moscas jovenes por tubo en cada
una de las tres repeticiones biolégicas empleadas.
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Clc-a#RNi

ClIC-a codifica para la proteina 1 del canal de voltaje de cloro. Su silenciamiento provocé
una diminucion de la expresion a la mitad en el genotipo modificador (Figura 36A). En
el experimento de tiempo de recuperacion a crisis, este aumento ligeramente respecto
al control (Figura 36B). Al contrario que los anteriores genotipos de silenciamiento
estudiados, las moscas CIC-a*"" no se agruparon claramente, mostrando una
variabilidad similar a las controles.La distancia de estabilizacion no mostré cambios,
fue muy similar entre ambos genotipos experimentales (Figura 36C). Finalmente, la
supervivencia siguié una tendencia similar al genotipo nAChRaT1*"Ni, mostrando una
calda en la curva anterior a los controles pero finalmente invirtiendo esta tendencia
(Figura 36D).

El silenciamiento de este gen en el modelo paras’ no tendria alteraciones en sus
defectos musculares, pero si empeoraria el fenotipo epiléptico y mejoraria su
supervivencia. Se secuencid este gen en afectados por sindromes epilépticos
idiopaticos complejos y se encontraron con que un gran porcentaje de los mismos

tenian mutaciones de perdida de sentido en este gen (Chen et al., 2013).
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Figura 36 Resultados Clc-a#RNi, A) Expresion relativa del gen obtenida a través de ensayos de
PCR cuantitativa normalizada y comparada con el gen constitutivo rp49. Los niveles de
expresion se muestran como FC (factor de cambio) en unidades arbitrarias y referenciadas
al control como valor 1. Para su analisis se empled el método del 2 —~AACt y estadisticamente
se hizo el test t de student (****p-valor < 0,001). Datos obtenidos a partir de 15 moscas. B)
Tiempo de recuperacion a crisis tras dar un shock mecanico a través de un vortex. Para su
andlisis se hizo t de student (**p-valor < 0,01). La figura 2C muestra la distancia de
estabilizacion durante el vuelo. Se empled la prueba estadistica Krustal-Wallis. D) Curvas de
supervivencia de ambos genotipos. Se hizo el test Mantel-Cox (**p-valor < 0,01). En los
experimentos B, C Y D se usaron 15 moscas jovenes por tubo en cada una de las tres
repeticiones bioldgicas empleadas.
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KCNQ 3ARNi

Se trata de un gen que codifica para una subfamilia del canal dependiente de voltaje
de potasio. La cuantificacion de los niveles de transcrito mostrd que se habia reducido
la expresion del gen un 75% (Figura 37A). La recuperacion tras una crisis fue mejor en
el genotipo silenciado, aunque hubo pocos casos en los que esta fuera rapida (<50s)
(Figura 37B). La agrupacion de los valores en el genotipo silenciado volvié a ser mejor
que la de los controles. La distancia de estabilizacion también fue menor, siendo 10cm
mas baja que la de las moscas para®®’ (Figura 37C). La supervivencia por su parte

también mostré resultados positivos aumentando ligeramente (Figura 37D).

Todos estos resultados apuntan a que el gen KCNQ3 podria ser un buen candidato a
modificador. Se han descrito mutaciones en KCNQ3 en familias con epilepsia neonatal
familiar benigna y epilepsias familiares con crisis focales y discapacidad intelectual
(Miceli et al., 2015; Lopes-Cendes & Oliveira Ribeiro, 2013).
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Figura 37. Resultados KCNQARN A) Expresion relativa del gen obtenida a través de ensayos de
PCR cuantitativa normalizada y comparada con el gen constitutivo rp49. Los niveles de expresion
se muestran como FC (factor de cambio) en unidades arbitrarias y referenciadas al control como
valor 1. Para su analisis se emplet el método del 2 —AACt y estadisticamente se hizo el test t de
student (****p-valor < 0,001). Datos obtenidos a partir de 15 moscas. B) Tiempo de recuperacion
a crisis tras dar un shock mecanico a través de un vortex. Para su analisis se hizo t de student
(****p-valor < 0,001). La figura 2C muestra la distancia de estabilizacién durante el vuelo. Se
empled la prueba estadistica Krustal-Wallis(**p-valor < 0,01). D) Curvas de supervivencia de
ambos genotipos. Se hizo el test Mantel-Cox (***p-valor < 0,001). En los experimentos B, C Y D se
usaron 15 moscas jovenes por tubo en cada una de las tres repeticiones bioldgicas empleadas
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tOyARNi

Toy es un factor de transcripcion implicado en el desarrollo embrionario. Participa en
la formacion de: ojo, nariz, sistema nervioso central y pancreas. La técnica del
silenciamiento redujo la expresiéon del gen hasta el 40% (Figura 38A). El tiempo de
recuperacion de las moscas ARNi fue superior (Figura 38B). La distancia que
recorrieron en el ensayo de vuelo hasta su estabilizacion también fue mayor que los
controles (Figura 38C). Finalmente la supervivencia fue claramente inferior en este

genotipo desde edades muy tempranas (Figura 38D).

El conjunto de estos datos sefiala que el silenciamiento del gen Toy podria ser un claro
intensificador para la mutacion para®ss’. Si bien se conoce la funcion de este gen en
multiples funciones relacionadas con el sistema nervioso, no se ha logrado relacionar
sus mutaciones con alteraciones en la funciéon cognitiva (Thompson et al., 2004). Si se
ha descrito que la regulacion de su expresion a través de ciertos microARN puede

conducir a epilepsia (Panjwani et al., 2016).
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Figura 38 Resultados toyRNi. A) Expresion relativa del gen obtenida a través de ensayos de PCR
cuantitativa normalizada y comparada con el gen constitutivo rp49. Los niveles de expresion se
muestran como FC (factor de cambio) en unidades arbitrarias y referenciadas al control como
valor 1. Para su analisis se empleod el método del 2 —AACt y estadisticamente se hizo el test t
de student (**p-valor < 0,01). Datos obtenidos a partir de 15 moscas. B) Tiempo de recuperacion
a crisis tras dar un shock mecanico a través de un vortex. Para su analisis se hizo t de student
(****p-valor < 0,001). La figura 2C muestra la distancia de estabilizacién durante el vuelo. Se
empled la prueba estadistica t de student (*p-valor < 0,05). D) Curvas de supervivencia de
ambos genotipos. Se hizo el test Mantel-Cox (****p-valor < 0,001). En los experimentos B, C Y
D se usaron 15 moscas jovenes por tubo en cada una de las tres repeticiones biologicas
empleadas.
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Tratamientos

Como parte de diferentes colaboraciones se probo el efecto de algunos farmacos en
las alteraciones de estas moscas controles para®s’. Uno de ellos fue el harmol, un
miembro de las beta carbolinas con efecto antidepresivo. Resultados previos en
modelos de ratdn mostraron su papel como mitohormético y mejoraron el
metabolismo, el sistema muscular y la supervivencia de unos ratones sanos vy
envejecidos y de otros que se estaban usando como modelos prediabéticos. Distintas
pruebas realizadas en nuestro modelo de estudio y en otros como C.elegans ayudaron
a elucidar el mecanismo de accién de este farmaco, resultando ser regulador del
receptor de GABA (resultados no mostrados ni publicados todavia). Los resultados
obtenidos en el modelo para®ss’ (Figura 39) mostraron un aumento de la supervivencia
cuando este se incluyo en la dieta. Aunque no se observaron cambios en el tiempo de
recuperacion a crisis (resultados no mostrados), seria interesante el estudio de su

papel como posible tratamiento para los efectos de la epilepsia.
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Figura 39. Efecto del harmol en la supervivencia del genotipo para bss7. Se hizo el test Mantel-
Cox (p*-valor<0,05). Se usaron 15 moscas jovenes por tubo en cada una de las tres
repeticiones bioldgicas empleadas.
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También se testd el borax, una forma refinada de borato de sodio natural
(Na2B40710H20). Se trata de una sal alcalina suave que ejerce como fuente
multifuncional de oxido bérico (B203), el cual es beneficioso en procesos donde el sodio
actua como regulador. Aungue su mecanismo de accion esta por elucidar, resultados
positivos previos obtenidos por grupos colaboradores (resultados no mostrados ni
publicados) motivaron realizar pruebas en el modelo para®s’. Se cuantifico el tiempo
de recuperacion a crisis después de incluirlo en la comida de las moscas y se observé
una disminucion en el mismo (Figura 40). Algunas hipdtesis que pudieran explicar esto
serian su supuesta interaccion quimica con los canales de sodio acoplados a
bicarbonato, cuyas alteraciones se han relacionado con la epilepsia (M. D. Parker &
Boron, 2013). El bérax también podria afectar directamente a los receptores de GABA,
los cuales también son permeables al bicarbonato y al cloro, y provocar un
desequilibrio en ellos (Hibner & Holthoff, 2013). Mutaciones que provocan este tipo de
alteraciones en modelos animales como C.elegans han provocado una paralisis de
estos animales debida a la falta de regulacién de la excitabilidad neuronal a través de

cambios en el pH (Bellemer et al,, 2011).

Crisis

Con bérax-

Sin bérax 33 s o

0 50 100 150
Tiempo de recuperacion (s)

Figura 40. Tiempo de recuperacion a crisis tras un vortex del genotipo para Pss! con bérax.
Para su analisis se hizo t de student. Se usaron 15 moscas jévenes por tubo en cada una de
las tres repeticiones bioldgicas empleadas).
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Discusion

La dificultad que entrafia conocer la evolucion de los pacientes del sindrome de Dravet,
incluso tras su diagndstico, es una cuestion clave para muchas familias. El origen
genético de la enfermedad, y la disparidad de resultados obtenidos en los diferentes
animales de investigacion segun su fondo genético, sefialan a la posible existencia de
genes modificadores que estén afectando a la sintomatologia y progresion de la
patologia. En anteriores trabajos se hizo una preseleccion de genes y la puesta a punto
de algunos ensayos para su evaluacion (Nungo Garzon, 2018). En este capitulo se
recogieron los datos finales y se evalud a través de ensayos de tiempo de recuperacion
a crisis, distancia de estabilizacién del vuelo y supervivencia, el potencial modificador
de los siguientes genes: cac, nAchRa4, toy, CIC-a, KCNQ, nAchRal. El modelo de
Drosophila melanogaster empelado fue para®®®', y la técnica el ARNi, la cual también se
evalué a través de PCRc. Todos estos genes tienen un ortélogo humano cuya funcion
también esta relacionada con el funcionamiento del sistema nervioso. A continuacion

se muestra una tabla resumen con los resultados obtenidos:

cac + = -
nAchRa4 + + =
toy - - -
ClC-a - = +
KCNQ + = ¥
nAchRal - + +

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos de cada genotipo modificador en los diferentes
ensayos llevados a cabo. El simbolo + quiere decir mejora y el — empeoramiento.
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En lo que respecta a la modificacion del fenotipo epiléptico los genotipos cac, nAchRa4
y KCNQ lo mejoraron mientras que toy, CIC-a y nAchRal lo empeoraron. Estos
resultados no se reprodujeron en el caso del ensayo del vuelo ni la supervivencia. El
unico genotipo que mostro resultados reproducibles en todos los ensayos fue toy, el
cual resulto ser intensificador. Los genotipos nAchRa4 y KCNQ mejoraron en al menos
dos ensayos, y no empeoraron ninguno. El silenciamiento funciond, aunque mostré
cierta variabilidad asociada a la técnica. En futuros ensayos se podria analizar la
expresion del propio gen para y también se podria repetir todo el trabajo teniendo como
objeto de estudio las hembras. Se podria profundizar en la relacion entre crisis y muerte
prematura en Drosophila melanogaster, ya que aungue en ratones estd ampliamente

descrita, en las moscas existe cierta ambigiiedad (Reynolds, 2018).

La mayoria de estudios enfocados en la busqueda de modificadores en modelos
animales se centra Unicamente en el fenotipo epiléptico (Nicole A. Hawkins et al,, 2021;
Calhoun et al.,, 2018). Por el contrario, cuando los analisis se enfocan a los pacientes lo
habitual es asignar una puntuacion a cada nifio y nifia teniendo cuenta los parametros
de crisis, movilidad y nivel cognitivo. Tras esto se agrupan en mas o menos afectados
y dentro de cada uno de esos grupos es donde se produce la busqueda de los
modificadores (de Lange et al,, 2020; Hammer et al., 2017). Los resultados de este
estudio ponen de manifiesto que la variabilidad fenotipica que tienen los pacientes
también la tienen los modelos animales y por tanto encontrar un modificador que
afecte a diversos sintomas es tarea ardua. Quizas la variabilidad en el fondo genético
se puede mejorar en el caso de los estudios en animales respecto a los humanos, pero
sigue teniendo un papel transcendental (de Lange et al., 2020; Miller et al., 2014; N. A.
Hawkins & Kearney, 2012; Guerrini et al.,, 2010; Depienne et al.,, 2010; Catterall et al.,
2010; Suls et al, 2010; Yu et al,, 2006; Pineda-Trujillo et al., 2005). Los estudios en
animales deberian estudiar otros problemas asociados a la patologia mas alla de las
crisis mientras que los analisis en humanos deberian agrupar a los individuos no solo
por su estado general, sino también por el grado de afectacion en cada uno de los

fenotipos por separado. De este modo no solo resultaria mas fructifera la busqueda de
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modificadores sino que también ofrecerian una atencion mas personalizada a cada

uno de los pacientes.

En un articulo reciente de pacientes del sindrome de Dravet, aquellos que habian sido
clasificados como menos graves mostraron tener menor cantidad de mutaciones en
variantes raras no patogénicas en genes relacionados con excitabilidad en neuronal,
epilepsia y defectos (Hammer et al., 2017). Este resultado sugeriria que mdltiples
variantes serian las que afectarian a como se manifiesta una enfermedad
monogenética, y dichas variantes podrian no afectar del mismo modo si la mutacion
que provoca la enfermedad es distinta en cada paciente. Dichas variantes también
podrian afectar a su vez a los genes modificadores y combinarse, lo multiplicaria
mucho las probabilidades a la hora de entender la variabilidad existente en la patologia.
Ademas, aquellas que fueran protectoras no estarian sometidas a la seleccion
negativa, con lo cual podrian ser abundantes. Otros factores que pueden influir en la
variabilidad individual de la enfermedad podrian ser desde el manejo clinico (de Lange
et al., 2020; Ceulemans, 2011) hasta el mosaicismo genético (Depienne et al., 2010;
Gennaro et al., 2006) o incluso las variantes en otras regiones reguladoras (Zeng et al,,
2014, Long et al.,, 2008).

Los resultados de aumento de supervivencia y disminucion del tiempo de recuperacion
a crisis con la adicién a la comida de harmol y bérax respectivamente, abren la puerta
a su estudio en ratones modelo del sindrome de Dravet y quién sabe si algun dia en

pacientes.
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Discusién general

A lo largo de esta tesis doctoral se ha descrito la generacion y caracterizacion de un
alelo “knock-out” en el gen para de Drosophila melanogaster como herramienta de
investigacion y desarrollo terapéutico en el sindrome de Dravet. En dicho modelo la
expresion del gen para se eliminé por completo, dando lugar a un alelo nulo. En cuanto
a viabilidad, dicho alelo se puede considerar un letal recesivo. El estudio de del estadio
de letalidad establecié que esta se producia al final del desarrollo embrionario sin
defectos anatémicos evidentes. Genéticamente, se puede considerar un alelo
dominante haploinsuficiente con respecto a convulsiones y a otros fenotipos de
enfermedades neuroldgicas. Los defectos neuromusculares, conductuales y de
aprendizaje recuerdan mucho a los presentes en pacientes de sindrome de Dravet, del
mismo modo que las alteraciones electrofisioldgicas. El aumento de las corrientes
persistentes de sodio y los defectos en la conduccidn nerviosa presentes en el modelo
para’® son alteraciones tipicas de epilepsia y canalopatias de sodio. Las moscas parak®
heterocigotoas presentaron un perfil metabdlico desequilibrado, coherente con una
disfuncién mitocondrial, aumento de estrés oxidativo y neuroinflamacion (Tapia et al.,
20217). Los efectos positivos del tratamiento con imanes de las crisis epilépticas en
este modelo abren las puertas a nuevas terapias para el sindrome de Dravet. Todos
estos resultados demuestran que el modelo generado denominado parak® es un buen
modelo del sindrome de Dravet, Util no solo para profundizar en el estudio de la

enfermedad, si no también para la busqueda de biomarcadores y futuras terapias.

La busqueda de modificadores genéticos empleando el modelo para®s’ mostrd
algunos resultados positivos en el caso de los genes nAchRa4, KCNQ y cac y propuso
el gen toy como intensificador. La variabilidad obtenida en estos datos sugiere nuevas
maneras de llevar a cabo este tipo de estudios, asi como ayudar a entender que los
genes modificadores pueden tener un papel importante en algunos aspectos del

sindrome de Dravet, pero no pueden explicar toda la variabilidad clinica entre pacientes.
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Existen otros muchos factores como otras alteraciones genéticas o incluso el manejo

clinico, que pueden influir en dicha variabilidad.

Los resultados obtenidos de disminucion del tiempo de recuperacion a crisis y el
aumento de la supervivencia tras el tratamiento con boérax y harmol respectivamente,
son realmente interesantes, y su testado en modelos superiores seria un gran paso en

Su camino como nueva terapia para el sindrome de Dravet.
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CONCLUSIONES

Conclusiones

1. La escision del primer exén del gen para a través de la técnica de la
recombinacion homaologa resulto exitosa para generar una pérdida de funcion
del gen. La posterior generacion de modelos “knock-in” con el gen humano no

fue posible debido a la dificultad técnica de dicho proceso.

2. Las consecuencias de dicha pérdida fueron significativas para el organismo.
Las temperaturas elevadas provocaron crisis epilépticas, y cuando estas
fueron de larga duracion, resultaron letales. Los mutantes generados también

mostraron defectos musculares y cognitivos.

3. Laterapia con imanes consigui¢ abordar el fenotipo epiléptico, disminuyendo
la cantidad de moscas que convulsionaban y la duracion de dichos episodios.

Ademas, también logro retrasar su aparicion.

4. Elgenotipo parak® también mostré alteraciones metabolicas, marcadas por el
aumento de aminodcidos, lactato, succinato y GABA. Dichas tendencias no se
mantuvieron en parte de los lipidos. Todas estas alteraciones podrian estar

relacionadas con la epilepsia y una posible disfuncién mitocondrial.

5. El estudio electrofisiolégico de las corrientes de sodio en las motoneuronas
aCC de las moscas KO dejo entrever un aumento en las corrientes persistentes
y en su ratio con las transitorias, siendo todo ello una posible causa de las

crisis epilépticas.
6. La busqueda de modificadores genéticos empleando el modelo para®ss’

obtuvo resultados positivos para los genes nAchRa4 y KCNQ. Por el contrario,

el gen toy resulto ser un intensificador.
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Los farmacos harmol y bérax testados en el genotipo para®s’ mostraron una
mejora en su supervivencia y el tiempo de recuperacion a crisis
respectivamente y abren una nueva via de estudio para su uso en modelos

superiores y en Ultima instancia en pacientes.
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Material y métodos

Biologia molecular

Este apartado esta principalmente dirigido a la generacién del modelo parak®, aunque

hay excepciones como las PCR cuantitativas del modelo para®ss'

Disefio del plasmido

El pldsmido a inyectar se construyd a partir del vector pTV cherry obtenido del Dr.
Baena-Lopez. El proceso metodoldgico del proceso de la recombinacién homologa se
detalla en la introduccién del Capitulo 1. Finalmente se escindieron 12pb a partir del
codoén de inicio del primer exdn codificante del gen para. El disefio molecular se hizo
con ayuda del programa SeqBuilder (ADNSTAR; Madison, Wisconsin). En la Tabla 4 se

muestran todos los cebadores empleados durante el proceso.

Clonaciones

La amplificacion de los insertos de ADN a clonar se hizo por PCR convencional a partir
de ADN gendmico extraido de la cepa salvaje de Drosophila melanogaster Oregon-R. El
brazo de homologia 3' se amplificod con la enzima ADN polimerasa “Tag" de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EEUU). En cambio, debido a problemas
técnicos, para la clonacion del brazo de homologia 5’ se utilizé el kit de clonaje TOPO
de Invitrogen (Waltham, Massachusetts, EEUU). Para ello primero se hizo una PCR
cuyo fragmento se amplificd con la ADN polimerasa de Biotools (Madrid, Espafia), y
una vez este se insertd en el vector TOPO, empleando la polimerasa de alta fidelidad
‘phusion” de Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EEUU) se consiguid
amplificar de la secuencia definitiva mediante PCR anidada. Para los intentos de
clonacion del gen SCNTA humano se emplearon técnicas de clonacion clasica y kits
como el ensamblaje Gibson sin resultados fructiferos. Todas las enzimas se usaron

con un programa temperaturas y tiempos adecuados para la extension y amplificacion
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Optima de los fragmentos siguiendo las especificaciones de los fabricantes. Todos los
cebadores se disefiaron manualmente excepto los de las PCRc de los modificadores,

para los cuales se emple? la libreria universal de Roche.

Las enzimas de restriccion usadas para la clonacion de los fragmentos de homologia
fueron de Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EEUU) y de New England
Biolabs (Ipswich, Massachusetts, EEUU). Las ligaciones posterior se hicieron con la
ADN ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Massachusetts, EEUU). Las
purificaciones pertinentes se hicieron con los kits de purificacion GeneJET para PCRy
gel (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Massachusetts, EEUU).

Para el proceso de transformacioén se utilizo la cepa de E. coli DH5a (Thermo Fisher
Scientific; (Waltham, Massachusetts, EEUU). Para aislar el ADN de estas bacterias se
empled el kit GeneJET Plasmid miniprep (Thermo Fisher Scientific; Waltham,
Massachusetts, EEUU).

El porcentaje de agarosa (Scharlab; Barcelona, Espafia) de adapté al tamafio de los
fragmentos siendo el mas comunmente empleado el 0.8%. Para la tincion del ADN se
utilizd "Gel Red” (Biotium, Fremont, California). Las muestras fueron cargadas en el gel
afiadiéndoles el tampon de carga 6x “LoadingDye” de Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, EEUU). Las electroforesis se realizaron a un voltaje de 100
V durante 20-30 min. Como marcador molecular se empled el “GeneRuler” ADN 1kb
(Thermo Fisher Scientific; Waltham, Massachusetts, EEUU). Como marcador de
concentracion ademas de tamafio, también se empleé el fago Lambda de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EEUU).

Para la secuenciacion se enviaron las muestras a un servicio externo del propio centro
(Servicio de genética y gendmica transcripcional del Centro de Investigacién Principe
Felipe). En la Tabla 4 se muestran los cebadores empleados para la secuenciacion. La

técnica de secuenciacion empleada fue la secuenciacion Sanger.
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Extraccién de ADN

e En primer lugar se seleccionaron los individuos (entre 15-20 por replicado
biolégico) y se congelaron a -80°C durante al menos una noche o con ayuda
de nitrégeno liquido instantaneamente.

e Posteriormente se afiadieron 200ul de tampdn de lisis (100mM Tris-Hcl a pH
7.5, 100mM EDTA, 100Mm NaCl, 1% SDS) y se machacaron con la ayuda de
un homogeneizador de tejidos o mortero acorde al tamafio a los tubos.

e Se afiadieron de nuevo 200ul del tampon de lisis y se siguié machacando.

e las muestras se incubaron a 65°C durante 30 minutos.

e Se afiadieron 800ul de solucion LiCl/KAc (1 parte de 5M KAc y 2.5 partes de
6M LiCl) y se incubaron en hielo durante 10 minutos.

e Se centrifugaron durante 15 minutos a 13.000rpm.

e Se transfirieron 800ul del sobrenadante a un tubo nuevo evitando coger los
restos flotantes de la interfase.

e Se afiadieron 500ul de isopropanol, se mezclaron y se centrifugaron 15
minutos mas a 13.000rpm.

e Se elimind el sobrenadante y se afiadieron 200ul de etanol al 70%, se
centrifugaron 5 minutos a 13.000rpm y se dejaron secar con el tubo abierto.

e Se resuspendid el precipitado en 150ul de 100mM Tris (pH 7) y se

almacenaron las muestras a -20°C.

Extraccion ARN, RT-PCR (PCR con transcriptasa inversa), PCRc

e Se afiadieron 600uL de Trizol (Thermo Fisher Scientific; Waltham,
Massachusetts, EEUU) a las 15-20 moscas previamente congeladas y se
homogenizaron con un mortero.

e Seincubaron las muestras en hielo 5 minutos.

e Se afiadieron 120uL de cloroformo, las muestras se agitaron vigorosamente

durante 15 segundos y se incubaron en hielo.
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Se centrifugaron a 12.000rcf 15 minutos a 4°C.
Se transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo de microcentrifuga, se afiadieron
300uL de isopropanol y se agitaron los tubos para hacer precipitar el ARN.
Se dejaron 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 12.000rcf 15 minutos a
4°C.
Se elimind el sobrenadante, se afiadié al pellet 375uL de etanol al 75% (recién
preparado con agua RNAsa free) y se centrifugaron a 12.000rcf durante 5
minutos a 4°C.
Se elimind el sobrenadante y se dejo secar el pellet de ARN al aire durante
aproximadamente 25 minutos.
Se afiadieron 10uL de agua libre de nucleasas y se resuspendié el pellet.
Siempre que se pudo, se elimind el ADN con DNasa | — “Amplification Grade”
(Sigma-Aldrich; Saint Louis, Misuri, EEUU). Para ello:
»  Seafiadié Tyl del tampdn de reaccion 10X, TuL de DNasa y se incubo
durante 30 minutos a 37°C.
»  Se afiadio Tyl de solucién de parada y se incubo durante 15 minutos
a70°C.

Las muestras se almacenaron a -80°C.

Una vez obtenido el ARN, con el fin de obtener ADN se empled el kit de

retrotranscripcion “gScript cDNA SuperMix” (Quantabio; Beverly, Massachusetts, EEUU)

siempre partiendo de 500ng de ARN vy siguiendo el protocolo marcado por la casa

comercial. El termociclador que se empled fue un Veriti (Applied Biosystems; Foster

City, California, EEUU). Una vez terminada la reaccion, las muestras se almacenaron a

Para conocer los niveles de ARN se hicieron PCR cuantitativas. Para ello, se empled
“SYBR Green Master Mix” (Applied Biosystems; Foster City, California, EEUU). El

sistema de deteccion de fluorescencia usado fue el LightCycler 480 (Roche; Basilea,
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Todas las muestras se analizaron por triplicado y la expresion génica se calculd
mediante el método 2DDCt, normalizandose los niveles de expresion a los del gen

referencia rp49.

Cuantificacion del material genético

Tras terminar las extracciones se realizaron las cuantificaciones de ADN y ARN
mediante el espectrofotémetro “NanoDrop” ND 1000 (Thermo Fisher Scientific;
Waltham, Massachusetts, EEUU).

Trabajo con Drosophila melanogaster

Cepas de moscas, mantenimiento y generacién de transgénicos

Las moscas empleadas en los experimentos se mantuvieron a 25°C dentro de tubos
de plastico con 9ml de comida. Cada 3-4 dias se transfirieron a tubos nuevos para
asegurar su supervivencia. Enlos casos en que se empled el CO, para manipulary aislar
las moscas, siempre se dejo media hora para su recuperacion. A continuacion se
explica la receta y el procedimiento para la preparacion de 2L de comida o medio de

cultivo para las moscas.

e Se prepard una mezcla con los siguientes ingredientes: 20g de agar para
comida, 20g de harina de soja, 120g de harina de maiz y 100g de azucar.

e Se calentaron en el microondas 1,2| de agua destilada 5 minutos a 800W.

e Seafadio la mezcla del primer paso junto a 60g de levadura al agua calentada
y homogeneizé todo con la batidora.

e Seautoclavo la mezcla homogenizada para esterilizarla durante 15 minutos a
121°C.

e Alaya papilla autoclavada se afiadieron 800ml de agua destilada calentada en

el microondas 5 minutos a 800W.
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e También se incluyeron 6g de nipagin (metil 4-hidroxibenzoato) disuelto en
20ml de etanol 96° como antibacteriano, y 10ml &cido propiénico como
antifungico.

e Se homogeneizé de nuevo toda la mezcla de la papilla, el agua caliente, el
antifungico y el antibacteriano con la batidora.

e Finalmente se dispenso el medio de cultivo en los tubos, 9ml en cada uno de
ellos, con la maquina Masterflex L/S Easy-Load Ill (Cole-Parmer; Vernon Hills,
lllinois, EEUU [Estados Unidos]).

e Se cubrieron los tubos con una pequefia sabana y se dejaron reposar durante
toda la noche a temperatura ambiente.

¢ Alamafana siguiente se taparon los tubos con tapones especiales antidcaros
y se almacenaron a 4°C para

e sumejor conservacion. Antes de su uso, se atemperaron.

En la Tabla 5 se muestra el nombre, genotipo, origen y descripcion de las cepas de

moscas empleadas a lo largo del trabajo.

Genotipos experimentales

El genotipo experimental empleado en los Capitulos | y Il fueron las hembras
resultantes del cruce de las hembras para® con machos Canton S, es decir, w''’8,
para®®/w, para*. Para el caso del Control se hizo el mismo cruce pero partiendo de
hembras hermanas a las KO en las que no se habia producido la recombinacion

homologa, siendo por tanto w'’"é para*/ w*, para*.

En el Capitulo Il se emplearon machos de la descendencia del cruce de hembras
para®®s’; elav-Gal4/Cyo con machos de cada uno de los ARNi. Para el caso de control

se empled el ARNi vacio.

Para la seleccion de los transformantes del proceso de la recombinacion homologa

una vez realizada la inyeccion en los embriones, se procedio al crecimiento de los
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MIiSMOos y a su cruce con la cepa equilibradora. En la Figura 471 se puede observar un

esquema general de los cruces que se realizaron para el mapeo del inserto.

En el primer cruce, la mosca inyectada tendra el inserto en uno de los cromosomas. Al
cruzarlo por la cepa equilibradora se seleccionaron solo las moscas con 0jos rojos,
marcador que indicd que tenian el inserto. Sila insercion hubiera sido en el cromosoma
X, todas las hembras de la F1 del primer cruce habrian sido rojas. Luego, se realizd un
segundo cruce con la cepa equilibradora para determinar en qué cromosoma estaba,
si en el Il o el lll, segun los marcadores que aparecieron en la descendencia. Si la
insercion hubiera sido en el cromosoma Il las moscas de ojo rojo solo tendrian uno de
ambos marcadores en ese cromosoma, y lo mismo habria sucedido para el caso del
cromosoma lIl. En cambio las moscas de ojo blanco, al no tener insercion, mostraran

todos los marcadores de ambos cromosomas.

o
Ojos blancos 1" Cruce Ojos vidriosos y blancos

Alas normales 7| ERE Alas curvadas
Quetas normales A iInserto? ; Inserto? If MKRS . Quetas cortas

X w=;  — Multiples quetas humerales
P Cyo TM6b =

'

«

F1

i
[ {(§8
i

-Las moscas rojas llevarin el inserto al azar en el genoma.

P

Cyo & If MKRS 6 TM6b If MKRS
WS i ; o} st— . ittt
{Inserto? iInserto? # Cyo TM6b

«

i

Figura 41. Esquema de los cruces realizados para el cartografiado de la insercion. Los puntos y
comas separan los cromosomas |, Il y Ill. Las siglas If, Cyo, MKRS y TM6b hacen referencia a los
cromosomas equilibradores que sirven para seguir y mapear la insercion. Imagen modificada.
Fuente: Tesis doctoral del Dr. Victor Lopez del Amo.
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Recoleccién de embriones para analizar la expresién génica

Para conocer cual era la expresion del gen para en el mutante KO, teniendo en cuenta
la letalidad de este alelo nulo, se generaron moscas para®/FM7c-GPF. Partiendo de la
hipotesis de que la pérdida de funcion del gen no afectaria a la viabilidad del organismo
en estadios tan tempranos como el de embrion, se aislaron aquellos que no eran
fluorescentes y por tanto homocigotos parak®. El primer paso de la recoleccién de
embriones consistio en la preparaciéon de comida especial para ello. Esta fue la receta

empleada para la elaboracion de 20 placas:

e  Se hirvieron 300ml de ddH20 junto con 10g de agar para comida (Scharlab;
Barcelona, Espafia) como espesante.

e Se afiadieron 100ml de zumo de manzana y 6 ml de nipagin (Scharlab;
Barcelona, Espafia) como antifungico. Para la preparacion de este Ultimo se
disolvieron 6g de metil 4-hidroxibenzoato en 20ml de etanol 96°.

e Se esterilizd la mezcla unos minutos en el microondas.

e Severtio el contenido en placas petri rellenandolas aproximadamente hasta la
mitad.

e Una vez solidifico, se coloco una pequefia cantidad de levadura fresca en el

centro de la placa.

Finalmente se durmieron y seleccionaron las hembras virgenes y los machos para el
cruce y se colocaron en las placas tapadas con un vaso perforado y enganchado con
una goma elastica para evitar que escaparan.

Entre las 12-24h después de poner el cruce se quitaron los adultos y se recogieron los
embriones. Para ello, se afiadio un poco de agua sobre la placa y con ayuda de un filtro
a modo de colador se atraparon. Tras esto con ayuda de un pincel se cogieron y se
pasaron a tubos, se congelarony se procedio con el protocolo de extraccion adaptando
la cantidad de reactivo a la de muestra. Se emplearon un total de 20 embriones de cada

genotipo.
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Recoleccién de embriones para determinar la fase letal

Para mantener el stock parak® debido a su letalidad en homo y hemicigosis, se
balanced con el cromosoma FM7c. Con el fin de conocer mas en profundidad el
estadio en el cual la escision del gen para provocaba la muerte del organismo, se
afiadio el marcador GFP al FM7c anteriormente mencionado. Se siguio el protocolo
mencionado en el apartado anterior para la recoleccion de embriones y estos fueron
seleccionados segun la ausencia o presencia de la fluorescencia del marcador GFP.

Aquellos negativos para dicho marcador se dejaron crecer y se analizaron en la lupa.

Supervivencia

Durante el ensayo de supervivencia de las moscas para®*' se cuantifico el tiempo de
vida de cada genotipo. Para ello, se introdujeron entre 10 y 20 moscas en tubos con
comida y se dieron pases cada 3-4 dias. Cada vez que se hizo el cambio de tubo, se
anoto la cantidad de moscas muertas. Se usaron 15 moscas en cada una de las tres

repeticiones bioldgicas.

Para el ensayo de supervivencia con harmol, este se afiadié a la comida a una

concentracion de 25ug/ml.

En el caso de la cuantificacion de la supervivencia al ayuno las moscas se pasaron a
tubos sin comida con un pedazo de papel impregnado en agua. Al cabo de 40h se
cuantificé el nimero de moscas muertas. Se usaron 10-15 moscas de 4-5 dias de vida

de cada réplica biologica y se hicieron triplicados.

Geotaxis negativa

Este ensayo se uso para conocer el estado muscular general de las moscas (Ali et al,
20117). La teoria detrds del mismo se basa en que las moscas presentan geotaxis

negativa, es decir, tienden a trepar por la superficie de los tubos de manera innata. Para

estudiar este fenémeno en las moscas para“, primero se pasaron entre 10-15 moscas
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a tubos sin comida para que se acostumbraran a no tenerla durante media hora
aproximadamente, tras esto se hizo una linea en el borde superior de los tubos, a 8cm
de la base (Figura 42). A continuacion, el ensayo consistio en golpear fuertemente los
tubos contra la base i contar en menos de 10s cuantas habian superado trepando el
limite dibujado anteriormente. Esto se repitio 5 veces y se hizo una media. Se usaron

10-15 moscas de 4-5 dias de vida de cada réplica bioldgica y se hicieron triplicados.

Figura 42. Montaje para hacer el ensayo del climbing.

Ensayo de locomocion

Este experimento se hizo entender la movilidad y el grado de ansiedad de las moscas
(Mohammad et al.,, 2076). Del mismo modo que los ratones y otros animales, cuando
se encuentran en un espacio cerrado, las moscas tienden a caminar pegadas a las
paredes porque se sienten mas seguras. Antes de encerrarlas en este espacio circular
denominado arena, se dejaron media hora aproximadamente sin comida para que se
acostumbraran a la ausencia de la misma. Tras esto, se cogio a un individuo y se aislé
en la arena. Esta superficie denominada arena se constituye por una lupa la base sobre
la cual hay un foco de luz inferior cubierto con un folio y tapado con una placa Petri. A

continuacion se dejo que la mosca caminara durante 10 minutos aproximadamente
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mientras que en la parte superior de la lupa sin el cabezal se sujeté una webcam que
grabd todo (Martin, 2004) (Figura 43).

La grabacion del video se realizd mediante el programa informatico VirtualDub, que
posteriormente permitié obtener una foto cada 0.5 segundos. Una vez obtenidas las
imagenes, se cargaron en el programa Imaged. Este programa, gracias al contraste
que provoca la luz en las fotos, permitié diferenciar claramente el cuerpo de la mosca
oscuro frente a su entorno mas claro. Con todo esto, se generd un archivo con las
coordenadas de la mosca en cada foto y una imagen del recorrido de la misma (Figura
42). A continuacién se introdujeron esos datos en Excel y con las expresiones
matematicas pertinentes se calculé la distancia recorrida, la velocidad media vy el
tiempo que paso en el centro de la arena y no en los bordes. Se usaron 10 moscas de
4-5 dias de vida de cada réplica biolégica y se hicieron triplicados. Este experimento se

hizo en el modelo parak®

Figura 43. 1: Imagen de la estructura empleada para el ensayo de locomocion. 2: las
imagenes A y B muestran el procesamiento de los videos. C representa una mosca que
apenas se ha movido, todo lo contrario de la D.

99



MATERIAL Y METODOS

Ensayo de vuelo

El ensayo de vuelo sirvié para evaluar el estado funcional del circuito neuromuscular
implicado en este movimiento a través de su altura de estabilizacion (Babcock &
Ganetzky, 2014). En primer lugar, las moscas se dejaron media hora aproximadamente
sin comida para que se acostumbraran su ausencia. A continuacion se lanzaron los
tubos donde estaban metidas con ayuda de un deslizador y un embudo por un tubo de
90cm cuyas paredes tenfan un plastico recubierto de pegamento para insectos
(Bricofam). Una vez se lanzé cada tubo de 15 moscas de 4-5 dias de vida de cada
triplicado biolégico se desenvolvio el plastico y se fotografié (Figura 44). Con ayuda del
ImageJ se cuantificd la distancia de estabilizacion de cada genotipo. Este experimento

se hizo tanto en el modelo parak® como en el para®s*’.

—

Figura 44. La fotografia de la izquierda muestra el sistema empleado para lanzar las moscas y
la derecha como quedan pegadas al plastico para su posterior cuantificacion
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Aprendizaje y memoria

Con el fin de descubrir si las moscas tenian déficits cognitivos a nivel de aprendizaje y
memoria a corto plazo se llevd a cabo un ensayo denominado de aversion fototaxica
(Ali et al,, 2017). Este ensayo usa como base tedrica la fototaxis de las moscas, es
decir, su tendencia a caminar hacia la luz de manera innata. Para hacer este ensayo
hizo falta un laberinto denominado laberinto en T que se fabricé de manera casera
(Figura 45).

Figura 45. Imagen del equipo empleado para el ensayo de aprendizaje y memoria.

En primer lugar se dejo a las moscas durante 16h en ayuno con solo agua para que
estuvieran mas receptivas a los sabores. A continuacion se aislaron de una en una en
tubos de ensayo y se dejaron en una sala oscura donde solo habia una luz roja durante
al menos dos minutos para que se acostumbraran. Después de esto se cubrio el tubo
donde estaba la mosca con papel de aluminio para mantenerlo en oscuridad y se
insertd a un lado del laberinto en T. Al otro lado de la barrera el otro tubo tenia un papel
impregnado en 120yl de quinina 0.TM (Sigma-Aldrich; Saint Louis, Misuri, EEUU), una
sustancia de sabor desagradable para las moscas. Este lado también tenia una fuente
de luz muy fuerte hacia la cual las moscas sienten gran atraccién. Antes del ensayo se
realizd un entrenamiento para cerciorarse de que la mosca aprendia que aunque

quisiera ir a la luz no debia porque la unica recompensa que obtenia era el sabor
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amargo de la quinina. Durante este acondicionamiento la mosca estuvo en el lado no
iluminado y en el momento se abrid a barrera se ilumind el otro extremo, durante un
minuto se dejo que la mosca explorara yendo hacia donde prefiriera. Esto se repitié 6
veces y a continuacion se hizo las cuantificaciones, en las cuales se conto sila mosca
atravesaba la barrera hacia el lado con luz o no en menos de 10 segundos. Esto se
repitié durante 5 veces mas y se calculd el porcentaje de veces que las moscas
evitaban la luz y si por tanto habian aprendido. Para estudiar la memoria a corto plazo
se repitio el experimento con las mismas moscas al cabo de 6h. También hubo que
comprobar que la mosca la primera vez que se expuso a la luz fue hacia ella para
asegurarse de que no tiene problemas en el campo de vision que hicieran que no
respondiera debidamente al estimulo. Se usaron 10 moscas de 4-5 dias de vida de
cada réplica bioldgica y se hicieron triplicados. Este experimento se llevo a cabo en el
modelo parak®. No fue posible realizar el ensayo a ciegas por la falta de personal del
laboratorio, pero si se grabd parte del ensayo y se compartié con compafieros del
centro de investigacion que no conocian los genotipos para observar si las

cuantificaciones coincidian.

Crisis mecénicas

Para este ensayo se pasaron 10-15 moscas del genotipo para®s' a tubos vacios sin
comida y se esperé media hora hasta que se aclimataron. Entonces se aplicd un
estimulo mecanico a través de un vortex de 10s a maxima potencia. Después de esto
las moscas quedaron totalmente inmdviles y se grabd su recuperacion, es decir, hasta
gue se pusieron de pie y caminaron con normalidad_(L. Parker, Padilla, et al., 2011). Se
usaron 10-15 moscas de 4-5 dias de vida de cada replica bioldgica y se hicieron

triplicados.

Para analizar el efecto del bérax en las crisis se usd una concentracion de 0.59mM en

la comida de las moscas.
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Crisis térmicas

Para cuantificar las crisis epilépticas producidas por calor las moscas parak® se pasan
a tubos vacios durante media hora aproximadamente y a continuacion se sumergen
en un bafio de agua caliente a 40°C durante 2 minutos (Sun et al,, 2012). En este caso
se cuantifico la cantidad y el momento en el que daba comienzo la crisis ya que la
recuperacion tras las mismas una vez puestas a temperatura ambiente fue muy rapida.
Se usaron 10-15 moscas de 4-5 dias de vida de cada réplica bioldgica y se hicieron

triplicados.

Estatus epiléptico

El estatus epiléptico se define como una o diversas crisis incontroladas de larga
duracion. Para intentar reproducir este fenémeno, se introdujo las moscas para“® que
estaban en tubos vacios en el bafio al 37,5°C + 0.1. A priori esta temperatura no
produce ningun efecto en las moscas, pero al cabo de media hora, las moscas
epilépticas entraron en crisis. Tras esto, se dejaron 15 minutos mas sometidas al
estimulo y posteriormente se cuantifico el numero de moscas fallecidas. Se usaron 10-

15 moscas de 4-5 dias de vida de cada réplica bioldgica y se hicieron triplicados.

Iman

Para conocer el efecto del iman durante las crisis en el genotipo para®, las moscas se
pusieron sobre su superficie tapadas con la parte superior de una placa Petri. Se
dejaron durante media hora a temperatura ambiente para que se acostumbraran, acto
seguido los bordes se cubrieron con Parafilm y el conjunto se sumergié en un bafio
transparente de agua caliente a 42,5°C durante 5 minutos aproximadamente (Figura
46). Se grabd todo el proceso y luego se cuantificé la cantidad, aparicion y duracion de
las crisis. Las caracteristicas del iman empleado fueron las siguientes: @ 60 mm, alto

30[A] mm, neodimio, N40 (magnetizado), niquelado. Se compré de casa comercial
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Supermagnete (Gottmadingen, Alemania), donde también se pidi¢ fabricar uno

exactamente igual pero desmagnetizado que se usé como control.

Figura 46. Imagenes de la realizacion de los experimentos del iman y el montaje delas moscas
en la superficie del iman.

Ensayos de electrofisiologia

Todos los ensayos de electrofisiologia se llevaron a cabo en el modelo para*®.

Electroshock

Se recolectaron larvas hembra de tercer estadio, se lavaron con agua y se secan con
papel. Posteriormente se transfirieron a placas de plastico y cuando recobraron su
movilidad normal se usé una sonda conductora compuesta de dos filamentos de
tungsteno de 0.1 mm de diametro separadas por una distancia de 1,2 mm para dar el
choque eléctrico. Para ello se colocaron los filamentos sobre la superficie anterior
dorsal de las larvas, aproximadamente donde se encuentra su sistema nervioso central
y se aplicé un pulso de 30V durante 3 segundos con el Grass S88 stimulator (Grass
instruments, RI USA). En respuesta al estimulo eléctrico se observé una parélisis
transitoria en la cual las larvas se contrajeron tonicamente y ocasionalmente
mostraron espasmos. Se cuantificé el tiempo que tardaron las larvas en recuperaran
su movilidad normal, hacia adelante y de manera peristaltica, como el tiempo de

recuperacion.

104



MATERIAL Y METODOS

Pinzas de voltaje y de corriente (“patch and voltage clamp”)

Para los experimentos de pinzas de voltaje y de corriente se usaron los electrodos de
vidrio de borosilicato de paredes gruesas GC100F-10 (Harvard Apparatus, Edenbridge,
UK) entre resistencias de 10-15Q para las larvas de tercer estadio. Se emple6 el pulidor
P- 1000 (Sutter Instrument, USA). Lo registros se hicieron con el amplificador
Multiclamp 700B, controlado por pCLAMP (version 10.2, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA).

La capacitancia se midi¢ integrando el area debajo de la capacidad transitoria
resultante del paso de -60 a -90mV del protocolo. Para medir la excitabilidad de la
membrana se inyectd corriente de manera continua (pasos de 4pA, 0-70 pA/500ms) y
se midi¢ la cantidad de picos. Posteriormente se filtraron de 20 kHz a 5kHz las medidas
obtenidas y se filtro la el potencial de membrana en mV. Los programas usados para

registrar las sefiales fueron Multiclamp y Clampex y para el analisis se usé Clampfit

La identificacion de las motoneuneuronas aCC i RP2 se hizo segun su tamafio y su
posicion en el corddn nervioso ventral. Para practicar esto se us6 un marcaje con 0.1%
Alexa fluor 488 hydrazyde, sodium salt (Molecular Probes, Eugene, OR), que se incluyd

en la solucién salina.

Disoluciones

La receta de la disolucion externa para la diseccion y el registro habitual de sefiales
sinapticas (mM): 135 NaCl, 5KCl, 4 MgCl,, 2 CaCl,, 5 TES y 36 sacarosa. El pH se ajustd
a 7,15 empleando NaOH. La disolucién externa salina para medir el sodio fue (mM):
100 NaCl, 6 KCI, 50 TEA-CI, 10 4-aminopiridina, 2 MgCl6 H,0, 10 Hepes, 10 sacarosa,
0,2 CdCly. El pH se ajustd a 7,7 empleando HCI. La disolucién interna del sodio (mM):
140 CsCH3S0s3, 5 CsCly, 2 MgCly'6 Ho0, 2 EGTA, 20 Hepes. El pH se ajustd a 7.4 con 5M
CsOH. Para los expermientos de excitabilidad de la membrana se afiadio TmM de

clorhidrato de mecamilamina con el fin de bloguear la actividad espontanea. KC|,
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NaOH, NaCl y sacarosa fueron obtenidos de Fisher Scientific (Loughborough, UK).
Hepes, MgCl,y CaCl, se obtuvieron de BDH (Poole, UK). La procedencia del resto de

compuestos quimicos fue Sigma-Aldrich (Saint Louis, Misuri, EEUU).

Uniones neuromusculares

Los axones motores fueron eléctricamente estimulados en los segmentos 3 y 4
succionando con un electrodo el extremo cortado del nervio (aproximadamente de
10um de didmetro interior). Se usé una disolucion salina HL3 con 1.0 mM Ca?* (Stewart
etal,, 1994) y electrodos de 20-30 MQ conectados a un preamplificador Axoclamp 2A
(Axon Instruments Inc., Foster City, CA). Los datos se adquirieron y analizaron usando
Digidata 1322A (Axon Instruments Inc.) y pCLAMP 10.2 (Axon Instruments Inc.)

Estadistica e ilustracién

Para las representaciones graficas y los andlisis estadisticos empleados se utilizé el
programa GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, Inc, California) y el Excel (Microsoft,
Alburquerque). Para conocer la normalidad se hizo el test Kolmogorov-Smirnov.
Cuando las muestras fueron normales y para comparaciones entre el grupo control y
el grupo KO se hizo un analisis t de student. Cuando no fue asi, se aplico el test no
paramétrico Mann Whitney. En comparaciones multiples normales se hizo un test
anova unidireccional o bidireccional seguido por Bonferroni post test o Kruskal-Wallis
test en el caso del test no paramétrico. Para los experimentos de supervivencia se
utilizd el método Mantel-Cox. La significancia estadistica de todos los andlisis se midié
con el pardmetro p-valor, tomando como referencia el valor de a 0,05 (95% de intervalo
de confianza). Los valores representados en los gréficos son medias + sus

desviaciones estandar.
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Anexos
Nombre Secuencia Direccion Uso

Brazo A AGAGGCTAGCCAGTATTCGGGCAACTGCTG Directo Generacion parak©
Brazo A AGAGAGGTACCTGTCTATGCGGCCAACGATGA Inverso Generacion parak©
Brazo B AGAGAACTAGTTCCGACTCGATATCTGAGGAAG Directo Generacion parak©
Brazo B GTGGACATATGCTGTTCTAGT Inverso Generacion parak©
Nested Brazo A GCATCCGTAGTCACTGCAACT Directo Generacion parak®
Nested Brazo A CAGTTACTGATACAGATACAGAA Inverso Generacion parak©
Validacion Brazo A TCGCTGGTGGTAG Directo Validacion para®©
Validacion Brazo A CGAAGTTATGGTACACT Inverso Validacién parak©
Validacion Brazo B ATAGGAAGTTATCACTAGTTCCG Directo Validacion para®©
Validacion Brazo B GACAGAATAGACAGTATGCAG Inverso Validacion parak©
PCRc validacion KO CTGAACATGAAAAGCAGAAGG Directo Validacion para®®
PCRc validacion KO CCTGTTCAAGTGTAGGATCCG Inverso Validacion para®©
Validacion escision CGAAGATGAGGAAGACACAT Directo Validacioén parak®
Validacién escision GACAGAATAGACAGTATGCAG Inverso Validacion para®©
rp49 CGTTTACTGCGGCGAGAT Directo Control interno PCRc
rp49 GCGCTCGACAATCTCCTT Inverso Control interno PCRc



cac
cac

CIC
ClC-a
KCNQ
KCNQ
nAChRaTl
nAChRaT
nAChRa4
nAChRa4
toy

toy

TGACTGGATCACACAAGCAG
CATTATGTGCATTTTCTCTTCTTCC
CGAGATCGAGGCGTTCTACT
CGTCGCTTTTCGAGTATTTTG
CGTCCGTGGAGAATCTGG
TATGAACCTGATGGCGGTCT
CGTTTCAGCGGCGACTAC
AGCCAAATCGAAGCGATG
AAAAGAAGATTTATCGCAAAGCA
CTGGGCCATGAACCTGAC
AACGGTTGCGTAAGCAAAAT
TCGAGGTTTTATCGATCCAGTT

Tabla 5. Cebadores empleados durante el trabajo.
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Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo
Inverso
Directo

Inverso

PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores
PCRc modificadores

PCRc modificadores

ANEXOS



ANEXOS

OrR

white'18

CS

If/Cyo; TM6B/MKRS
KO para

Control

KO para/FM7

Ubi-Gal4

HsCre
Hs-FLP, hs-I-Scel

Deficiencia para

Oregon R
white’

Canton-S

w’ If/Cyo, TM6B/MKRS

w18 parakO/w,+

w8 para*/w,+

para®/FM7c GFP

ubiquitin-Gal4[3xP3-GFP]

HsCre,TM2/TM6B

y[1]w[*/Dp(2,Y)G, P{w[+mC]=hs-hid}Y;
P{ry[+t7.2]=70FLP}23 P{v[+t1.8]=70I-

Scel}4A/TM3, P{w[+mC]=hs-hid}14, Sb[1]
Df(1)EDD-0230908,w[1118]/FM7¢c
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BDSC#2371
BDSC#3605
BDSC#64349
BDSC#68897
Generada en el
laboratorio
Generada en el
laboratorio
Generada en el
laboratorio
Luis Alberto
Baena-Lopez
BDSC#6936
BDSC#25679

BDSC#23296

Cepa salvaje
Cepa salvaje

Cepa salvaje

Generacién de cepas

Experimental Capitulos |

al

Control Capitulos |y I

Validacion KO

Generacién KO

Generacion KO

Generacion KO

Electrofisiologia KO



parabss’/ elavGal4

para®ss!/para®ssT;elavGal4/Cyo

Generada en el

Busqueda de

laboratorio modificadores

ARNi cac y1 v1; P{y+t7.7 v+t1.8=TRIP.JF02572}attP2 BDSC#27244 BUsqueda de
modificadores

ARNi CIC-a y1 sc*vl; P{y+t7.7 BDSC#5333 Busqueda de
v+t1.8=TRiP.HMC03566)attP40/ modificadores

CyO

ARNi KCNQ y1 v1; P{y+t7.7 v+t1.8=TRIP.JF02562}attP2 BDSC#27252 Busqueda de
modificadores

ARNi nAChRaT y1v1; P{y+t7.7 v+t1.8=TRIP.JF03103}attP2 BDSC#28688 Busqueda de
modificadores

ARNi nAChRa4 y1 v1; P{y+t7.7 v+t1.8=TRIiP.JF03419}attP2 BDSC#31985 Busqueda de
modificadores

ARNi toy y1sc*vil; P{y+t7.7 BDSC#33679 Busqueda de
v+t1.8=TRIiP.HMS00544}attP2 modificadores

ARNi vacio y1v1;P{y+t7.7=nosphiC37\int. NLS}X; BDSC#25709 Busqueda de

P{y+t7.7=CaryP}attP40

modificadores

ANEXOS

Tabla 6. Cepas empleadas durante la elaboracion de este trabajo. Bloomington Drosophia Stock Center (BDSC); Universitat de Valéncia
(Uv).
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