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RESUMEN

El Sindrome de Dravet es una de las 6.500-8.000 enfermedades raras reconocidas por la
Organizacién Mundial de la Salud (ORPHA:33069). Es una encefalopatia grave, caracterizada
por el comienzo, antes del primer afio de vida, de convulsiones recurrentes, febriles y/o
afebriles, hemiclénicas o generalizadas, (status epiléptico), en nifios anteriormente sanos.
Este cuadro inicial es seguido de multiples convulsiones, generalmente resistentes a farmacos
antiepilépticos, con retraso o parada del desarrollo cognitivo y psicomotor. Esta catalogada
como canalopatia ya que mas del 80% de los pacientes presentan mutaciones con pérdida de
funcion en un alelo del gen SCN1A, que codifica para la subunidad alfa del canal de sodio
dependiente de voltaje Nav1.1. Una funcién disminuida altera severamente la corriente de
sodio y por tanto el disparo del potencial de accion. Debido a que Navl.1 estd expresado en
interneuronas inhibitorias GABAérgicas, mayoritariamente del hipocampo y cerebelo, la caida
de la actividad, provoca hiperexcitabilidad por defecto de inhibicion. Ademas, parece que,
como mecanhismo compensatorio, se aumenta la expresién y/o la actividad de Nav1.6, canal

de las neuronas excitatorias de Purkinje del cerebelo, lo que contribuye a la ataxia.

El descubrimiento de la etiologia genética del Sindrome de Dravet en 2001, sentd las
bases para la busqueda de tratamientos efectivos, principalmente paliativos, debido a Ia
propia complejidad de los canales de sodio y las técnicas de electrofisiologia. En esta tesis
doctoral se ha realizado la puesta a punto de una técnica de medida que permite realizar in
vitro, cribados de alto rendimiento de librerias de compuestos en una plataforma de
electrofisiologia automatizada. Cémo primera aproximacién, se consideré que la busqueda de
activadores de la copia no mutada del Navl.l y blogueadores de Navl.6, mediante el
reposicionamiento de fdrmacos podia ser el inicio para futuros ensayos de drug discovery para
el Sindrome de Dravet. En primer lugar, se han caracterizado biofisica y farmacolégicamente
dos lineas celulares que expresan de forma estable los canales implicados. Los compuestos
probados pertenecian a una libreria de moléculas bioactivas (NIHCC) que, o son farmacos
genéricos o han superado las fases I-lll de ensayos clinicos, disminuyendo asi el tiempo

potencial de llegada a los pacientes en el caso de la obtencién de resultados positivos. El

Xl



volumen de informacién obtenida obligd a centrarnos en los posibles activadores del Nav1.1,
gue no afectaran o bloquearan a Nav1.6. La dificultad de la busqueda era esperable, ya que
actualmente solo se conocen neurotoxinas que aumentan la actividad de los canales Nav. Se
seleccionaron 4 posibles candidatos que parecian generar los efectos deseados, pero su
validacion en dosis-respuesta no mostré diferencias significativas en la actividad de los
canales. Nuestros estudios justifican e indican que 3 de estos candidatos necesitarian ser
estudiados en profundidad mediante técnicas manuales y asi profundizar en la informacién
sobre los posibles bloqueadores especificos de Navl.6 cdmo dianas farmacoldgicas. En
resumen, la técnica de patch-clamp automatico, que hemos puesto a punto, ofrece la
posibilidad del cribado masivo de colecciones de compuestos para la busqueda de un farmaco

para el Sindrome de Dravet y por extensidn de otras canalopatias.
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CANALES IONICOS

1 CANALES IONICOS

Los canales idnicos son una superfamilia de proteinas integrales de membrana que,
mediante difusion facilitada, permiten el paso de iones a través de las membranas celulares.
Estos canales son complejos heteromultiméricos que constan de wuna subunidad
transmembrana, formando el poro hidrofilico y una o varias subunidades auxiliares
normalmente ancladas a membrana y a la subunidad principal. Encontramos canales iénicos
en la membrana plasmadtica, que relacionan a la célula con el medio extracelular, en los
organulos intracelulares (p. ej. Reticulo sarcopldsmico, endosomas, lisosomas o mitocondrias)

y en las uniones estrechas intercelulares en las que cada célula aporta un hemicanal.

De forma breve, las propiedades que permiten a estas proteinas cumplir su funcién

son:

1. La alta selectividad y especificidad idnica, determinadas por las caracteristicas de los

aminoacidos y la anchura del poro del canal; asi encontramos canales de sodio, potasio,
cloro, calcio e hidrogeniones, aunque existen algunos canales inespecificos. La facilidad

para que un determinado ion pase a través de un canal lo mide la conductancia iénica (g).

2. Lagran velocidad del flujo de iones entre 106y 10° moléculas por segundo.

3. No son poros estaticos abiertos sino elementos dinamicos en los que la apertura y cierre

del canal se deben a cambios en su estructura terciaria (compuertas o gates) en respuesta
a distintos estimulos. Los canales idnicos se pueden clasificar segun el estimulo que

provoque su apertura o gating, y tienen como minimo tres estados conformacionales,

cerrado, activo e inactivo.
Tipos de Canales idnicos segln el estimulo al que responden:

Canales dependientes de voltaje: la apertura y cierre de los canales se produce en

respuesta a cambios en el potencial eléctrico de la membrana plasmatica. La subunidad alfa
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del canal posee un sensor de voltaje formado por aminodacidos con carga positiva que se
mueven ante el estimulo eléctrico (creando la llamada corriente de compuerta) lo que
modifica la energia libre de la proteina y cambia la conformacion tridimensional, abriéndose

las compuertas.

Canales activados por ligando: estos canales se abren ante la asociacién de un agonista

con su receptor especifico, pudiendo estar unido o no al canal.

Canales sensibles a mediadores intracelulares y segundos mensajeros: como proteinas

quinasas, proteinas G, nucleétidos ciclicos, ATP, Ca®*, entre otros. Estos canales podrian

incluirse dentro de los activados por ligando.

Canales que responden a estimulos fisicos 0 quimicos: como presién, temperatura, pH o

luz.

Canales de fuga: de sodio y potasio, que abren y cierran espontdneamente y se encargan

de restaurar el potencial de membrana de la célula.

Debido a su ubiquidad en todos los tejidos, la disfuncién de los canales idnicos lleva un
variado espectro de trastornos 2. Las alteraciones de la funcién de los canales idnicos se

conocen como canalopatias y nos encontramos, por ejemplo, nondistrofias de musculo

esquelético 3, implicaciones de transmisién de sefiales por canales de calcio en la metdstasis
de diversos tumores 4, muerte subita >, o una amplia variedad de canalopatias neurolégicas

como la epilepsia 8.

La mayoria de las mutaciones asociadas a estos trastornos son por cambio en algin
aminoacido que afectan ala cinética del canal, aunque existen casos de mutaciones heredadas
y reordenamientos cromosémicos que afectan a cualquier momento de la biogénesis del
canal, incluyendo la transcripcién, las modificaciones post- transcripcionales del ARNm, sobre
todo el splicing, la traduccién, el plegamiento y maduracidn en Reticulo endoplasmico y Golgi,

su trafico hasta membrana y por supuesto su ensamblaje como canal funcional.
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1.1 Canales ionicos dependientes de voltaje

La gran superfamilia de canales idnicos dependientes de voltaje comprende 143
miembros organizados en 7 familias segin su homologia genética y estructural. Asi, nos
encontramos canales activados por voltaje, selectivos de sodio, de calcio y de potasio, Nav,
Cavy Kv (voltage-dependent sodium, calcium and potassium channels), CNG (cyclic nucleotide-
gated channels), HCN (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-modulated channels),
TRPs (transient receptor potential channels), TCPs (two-pore channels), Kir (inwardly rectifying
potassium channels), K2P (two-pore motif potassium channels), KCa (calcium-activated
potassium channels). En todos los mamiferos estos complejos proteicos estan formados por
varias subunidades con distintas estructuras y funciones. Todos ellos constan de una
subunidad transmembrana principal que forma el poro y posee la zona sensible a voltaje y
otras subunidades auxiliares. La subunidad principal o poro, esta formada en el caso de Kv,
Kir, KCa, TRP, CNG y HCN por un tetrdmero, los K2P y TCP formados por un dimero de 2
polipéptidos con dos dominios cada uno y en el caso de los Nav y Cav el poro estd formado
por una Unica proteina con 4 dominios, cada uno de ellos con 6 hélices TM (Fig. 1) (Revisado

en Yu et al., 2009 °).

En los seres superiores pluricelulares, todos estos canales forman parte de una
coordinada red de transmision de informacién entre células o tejidos que permite al
organismo cumplir distintas funciones. Los encontramos mayoritariamente en células
excitables como las neuronas o las células musculares y a ellas les debemos la secrecion de
hormonas, la interaccion con el ambiente, el procesamiento de la informacidn en el cerebro y
gue este envie drdenes a tejidos periféricos como, por ejemplo, la contracciéon de un musculo.
Ademads, en células no excitables, seiiales transientes de calcio, por ejemplo, son la clave para
muchos eventos celulares como la expresidn de genes o la divisidn celular. La importancia de
este grupo de proteinas para la fisiologia y el desarrollo de los seres vivos convierte el estudio
de sus estructuras y su funcionalidad en una diana clave para el desarrollo o aprovechamiento

de moléculas bioactivas contra el dolor crénico, la arritmia o la epilepsia 1913
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Figura 1. Superfamilia de canales ionicos dependientes de voltaje. La imagen muestra las 7
familias que forman la superfamilia de los canales idnicos dependientes de voltaje y su separacién filogenética
indicado como sustitucién de pares de bases®.
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1.2 Canales de sodio

Los canales de sodio, como ya se ha explicado, son un grupo de proteinas integrales de
membrana que conducen iones de sodio a través de las distintas membranas de la célula. Se
clasifican segun el estimulo que abre el canal a dichos iones. Asi tendremos canales de sodio
activados por ligando (LGSC, ligand-gated sodium channels), canales de sodio sensibles,
activados o dependientes de voltaje (Nav o VGSCs, Voltage-gated sodium channels) y canales

de sodio de fuga o de reposo.

Aunque en esta tesis doctoral nos centraremos en Nav, canales de sodio dependientes de
voltaje, en los que se profundizard en su estructura, mecanismo y funcion, se harad a

continuacién una breve revisidn sobre otros tipos de canales de sodio.

Canales de sodio activados por ligando

Entre los LGSC, por ejemplo, los sensibles a acetilcolina y la superfamilia de ENaC-
degenerina, descubiertos en los afios 90, entre los que estan las subfamilias de canales de
sodio sensibles a protones, ASICs (Acid-sensing ion channels)y los canales de sodio epiteliales,
ENaC (Epithelial Na Channels). ENaCs se encuentran mayoritariamente en rifion, pulmaén,
colon y algunas partes de los tractos reproductivos masculinos y femeninos. Estos canales son
fundamentales para regular la homeostasis hidrica y la presidon sanguinea, minimizar la
pérdida de sodio en el filtrado glomerular y en las secreciones de organismos superiores del
reino animal, o el transporte ciliar de los gametos en los conductos reproductivos'* >, Los
ASICs, se expresan principalmente en el sistema nervioso central y periférico, en la médula
Oseay en el tracto gastrointestinal. Diversos estudios han concluido que debido a su capacidad
de despolarizar la membrana de células nerviosas y por tanto de generar potenciales de
accion, juegan un papel fundamental en la plasticidad sindptica, mecanosensacion,
quimiosensaciéon y la nocicepcion 68, Estas dos subfamilias de canales comparten una
estructura comun, con dos segmentos transmembrana y una parte extracelular bastante

grande. Encontramos 5 genes paralogos en la mayoria de vertebrados, que codifican para los
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5 canales ASICs (ASIC1-ASIC5) y 4 genes para las 4 subunidades de ENaC (a, B, y, and 8). Parece
que ENaC funciona siempre como heterotrimero de las subunidades a-B-y o B-y-6 14, aunque
algunos estudios apuntan a que pueden formar heterdmeros de entre 4 y 9 subunidades; estas
dudas quedaran solventadas cuando se consigan cristalizar estas proteinas (revisado en
Kellenberger et al., 2015 1°). En cambio los canales ASICs pueden dar lugar a canales
funcionales con un homo o heterotrimero de los 5 tipos , como se pudo comprobar en las

primeras cristalizaciones de estas proteinas 2% 2%,

Canales de sodio dependientes de voltaje, Nav

Los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav), junto a los de Ca y K, son los
responsables en mayor medida, de la generacién y propagaciéon de los potenciales de accion
(PA) en células eléctricamente excitables como son neuronas y células musculares. La entrada
de iones sodio es la responsable de la fase de despolarizacion de la membrana que
desencadena el disparo de los PA. Pero ademas estos canales son fundamentales para la
regulacion de la organogénesis en el desarrollo del sistema nervioso central, como por
ejemplo, la proliferacidn celular, crecimiento de neuritas, la sefializacién y la migracién 2224,
Sabiendo esto es facil predecir que la funcién anormal de los Nav esté vinculada a patologias
relacionadas con la excitabilidad, tales como epilepsias, arritmias cardiacas o dolor
neuropatico. En los ultimos afios ademas, se ha visto que estos canales se expresan también
en células consideradas tradicionalmente “no excitables” como fibroblastos, células del
sistema inmunitario, glia e incluso células metastéticas 2°.

La familia de los Nav posee, en mamiferos, 10 isoformas de las cuales al menos 9 se
expresan en el Sistema Nervioso, tanto en neuronas como en la glia, a excepcién de Navl.4
qué es musculo-especifico. Navl.7, Nav1.8, Nav1.9 y Nax, se expresan predominantemente
en Sistema Nervioso Periférico, Navl.4 en musculo esquelético adulto, Navl.5 en musculo

cardiaco. Los otros 4, Nav1.1, Nav1.2, Navl.3 y Nav1.6 son las isoformas mayoritarias del SNC,

aunque en rata solo se ha encontrado ARNm embriénico y neonatal de Nav1.3 2527 (Tabla 1).
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Los Nav estan formados por una subunidad alfa con muchas modificaciones
postraduccionales, de aproximadamente 260 kDa, que se asocia con una o varias subunidades
auxiliares beta de aproximadamente 23 kDa 28. Asi, las 10 isoformas de Nav poseen una
subunidad alfa diferente, codificada por uno de los 10 genes paralogos conocidos como SCN_A
(Sodium channel _alfa). Estos genes poseen al menos 20 exones cada uno y desde un punto
de visto filogenético se pueden incluir en 4 grupos segun el cromosoma en el que se
encuentren. En los 4 casos, el locus donde se encuentran los genes de Nav contienen también
un cluster de genes HOX, que codifican para factores de transcripcion implicados en el control

del desarrollo 2°.

SCN5SA

SCN8A

[ SCN3A

SCN2A
| SCN1A
| scnoa

Figura 2. Localizacion cromosomica de los canales Nav humanos. Localizacién cromosémica
humana de los genes que codifican para las subunidades alfa, en rojo, y las subunidades auxiliares beta , en
azul, de los canales de sodio dependientes de voltaje 3.

Como se resume en la figura 2 y en la tabla 1, encontramos un cltster en el cromosoma 2
para SCNI1IA, SCN2A, SCN3A y SCN9A, con alta similaridad en secuencia, caracteristicas
biofisicas y sensibilidad a la neurotoxina Tetrodotoxina. En el cromosoma 3 encontramos
SCN5A, SCN10A y SCN11A, que, aunque comparten el 75% de la secuencia, ciertos cambios
puntuales les confieren distinta sensibilidad a TTX. SCN4A y SCN8A se encuentran en diferente

cromosoma, 12 y 17 respectivamente, pero comparten un 85% de homologia y similar
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sensibilidad a TTX. Para el Nav atipico, SCNxA, localizado en el cromosoma 2 cerca del clister

anteriormente citado, no se conoce su sensibilidad a TTX 3931,

Tabla 1. Isoformas de la subunidad alfa humana de Nav y su distribucion.(Adaptado de Clare
et al., 2000; Goldin, 2001; Mantegazza et al. 2012; Vacher et al., 200827 32-34)

Proteina Gen Cromosoma Tejidos Localizacion subcelular TTX ICs,
Navl.1l SCN1A 2q24.3 Cerebro, espina dorsal Soma, dendritas, algin axén 5-10nM
Nav1.2 SCN2A 2q24.3 Cerenro;espinatocl Axén 10-16 nM
Navl.3 SCN3A 2q24.3 Cerebro (embridnico en rata) Soma, dendritas 3-6nM
Navl.6 SCNBA 12g13.13 Cerebro, espina dorsal, glia, DRGs Axon, Somatodendritas 2-10.1
Navl.4 SCN4A 17q23.3 Musculo esquelético 5nM
Navl.7 SCN9A 2q24.3 DRGs, células neuroendocrinas 25nM
Navl.5 SCNSA 3p22.2 Musculo cardiaco, Cerebro 2uM
Navl.8 SCN10A 3p22.2 DRGs y trigémino 60 uM
Navl.9 SCN11A 3p22.2 DRGsvtr;gé;ﬂi; IMMYERIITAL 1uM
Nal.x SCNBA 2q24.3 Corazon, utero, pulmaén, DRGs

Todas las isoformas, al ser expresadas en sistemas heterdlogos, generan corrientes de
sodio con propiedades altamente conservadas a diferencia de otras familias de canales 3°,
aunque las pequefias diferencias de esas propiedades contribuyen a su especializacion en la
fisiologia, farmacologia y patologias relacionadas 3. Asi, segun se ha visto antes, la resistencia
a TTX de los canales codificados en el cromosoma 3 presentan la sustitucion de un Unico
aminoacido; un residuo no aromatico en la posicién 401 en los TTX-resistentes a diferencia de

un anillo aromatico en los TTX-sensibles (Revisado en Lu et al., 2008) 3°.

10
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Tabla 2. Modificadores de canales de sodio y su sitio receptor. (Adaptado de Wang et

al., 2003 )

Sitio

Molécula Efecto fisiologico Localizacién en Nav
Receptor
Tetrodotoxina, T o ;
1 saxitoxina, Inhibicion de la permeabilidad a Na Lazo P de D1, D2, D3 y D4
p-conotoxina
Batracotoxina, g iR : D1-56
- Activacion persistente,
Veratridina, R ¥ D2-56
2 i Despolarizacion del potencial de reposo,
Acopitina, Disparos repetititvos del PA D38
Grayanotoxina R P D4-56
a-toxinas de escorpién D4: lazo 53-54
3 Toxina Il Anemona, Prolonga la apertura de Nav D1: lazo 55-56
A-atracotoxinas D4: lazo 55-56
. . Cambios en la activacion del gating,
4 B-Toxinas de escorpion . . D2: lazo 53-54
P Disparos repetititvos del PA
Brevetoxinas, D1-56
’ ] | S | gating,
5 Ciguatoxinas Cambios en la activacion del gating D4-S5
6 §-conotoxina Prolonga la apertura de Nav ?
Activacion persistente, D1-56
DDT, W :
7 Piretroides Despolarizacion del potencial de reposo, D2-56
Disparos repetititvos del PA D3-S6
8 Toxina de Conus striatus Prolonga la apertura de Nav ?
e v Ny
9 T Inhibicion de la permeabilidad a Na* D3-S6
Antiarritmicos,
) ) D4-56
antidepresivos

Ya que una pequefia variacidén en el gating y la cinética del canal puede tener grandes
consecuencias en la excitabilidad de las membranas, los canales de sodio son diana de gran
variedad de neurotoxinas naturales y de moléculas terapéuticas basadas en ellas, aunque de

estas ultimas solo se han obtenido bloqueadores.

Asi encontramos neurotoxinas reversibles e irreversibles, modificadoras del gating que
causan convulsiones, paralisis, fallo respiratorio y muerte, y farmacos que bloquean
reversiblemente la conductancia de sodio o estabilizan el estado inactivado. En la tabla 2 se
muestra un resumen de los 9 tipos de modificadores de canales de sodio de acuerdo a su sitio

receptor ¥’.

11
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NH3+
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Figura 3 Estructura de un canal de sodio dependiente de voltaje. Se muestra la subunidad a en
la que los cilindros representan los segmentos a-hélices. Se identifican 4 dominios con 6 segmentos cada uno.
Sitios Y, de glicosilacion. Sitios P, de fosforilacion, por PKA en circulos y PKC en diamantes. S5 y S6 en verde,
forman el poro. S4 en amarillo, es el sensor de voltaje. Residuos con circulos blancos exteriores, anillo EEEE e
interiores anillo DEKA, que confieren la seletividad idnica y el sitio de unién a TTX. En azul, “inactivation gate”
o motivo IFM. Extracelular aparecen las subunidades auxiliares B1/ B3 con interaccion no covalente y B2/ B4.
(Adaptado de Caterall, 2000%8)

La subunidad alfa del Nav es un complejo formado por aproximadamente 2000
aminoacidos organizados en cuatro dominios (D1-D4), con 6 segmentos a-hélice
transmembrana por dominio (S1-S6, de 19 a27 aminoacidos) (Fig. 3). Tanto los lazos de unién
entre dominios, como los extremos Cy N terminal de la proteina, son citoplasmaticos. El poro
del canal estd formado por los segmentos S5-S6 y el segmento que los une, el lazo P, posee
los aminodcidos responsables de la conductancia y la selectividad al sodio 3! .Este filtro de
selectividad idnica esta formado por el locus “DEKA” (aspartico, glutamico, lisina y alanina en
DI, DII, DIl y DIV, respectivamente) siendo este también el sitio de unién de TTX 3% 3%y otro
anillo externo “EEEE” (cuatro residuos de glutdmico, uno por dominio)*. La sustitucién del
locus “DEKA” por “EEEE” provocan un cambio en la selectividad idnica confiriendo selectividad
al catién calcio #*. La mayor parte de los residuos de los segmentos transmembrana, como

12
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cabria esperar, son hidrofébicos, excepto en el segmento S4, en el que uno de cada tres
residuos esta cargado positivamente (argininas vy lisinas), conformando el sensor de voltaje.
Estos residuos cargados permanecen estabilizados durante el estado de reposo y durante la
despolarizacion se desplazan en espiral con el campo eléctrico transmembrana segun el
modelo de “sliding hélix” o “hélix screw” **“3, lo que provoca un cambio conformacional en
S5y S6 facilitando la apertura del canal y la entrada de sodio **#>. Aproximadamente tras 0.5
ms, el loop intracelular entre DIl y DIV o motivo IFM (lle-Phe-Met), conocido como
“inactivation gate”, bloquea el poro previniendo el flujo de iones3V 46, El canal inactivo
transiciona a uno de varios estados cerrados, termodindmicamente indistinguibles, que puede

responder de nuevo a cambios en el potencial de membrana (Fig.4) #’.

A B

Na* Na* a

=10 my

Activacion Inactivacion
- —_—
-——

| Deactivacion | I Actlvacton

AL AR RALAR LOLLLERELLE Hf
i IR HIVRR

Potencial de membrana

(AARE
i

y 9

Cerrado Abierto Inactivo

Figura 4. Propiedades funcionales de un canal Nav. A) Representacién esquemdtica de las
transiciones de gating de un canal Nav. B) Registro de corriente tipica de un canal Nav respecto al tiempo con
un potencial de membrana fijado. La linea roja corresponde al pico de corriente por entrada de sodio. (Adaptado
de George, 2005 %)

Este es el mecanismo responsable para el disparo y el desplazamiento del potencial de
accién en células excitables que se representa en la figura 5. La membrana plasmatica, en
ausencia de estimulos externos, se encuentra en un potencial de reposo de -70 mV y ante una
despolarizacion repentina de este valor, por ejemplo, por la llegada de otro potencial de
accidn, se incrementa de forma inmediata la conductividad de los canales de sodio, gna,
(Activacion), es decir, aumenta su permeabilidad local despolarizando ain mas la membrana
(Ciclo Hodgkin de retroalimentacion positiva). Si el estimulo externo es de suficiente magnitud

y se supera el voltaje umbral de -55mV, este aumento regenerativo del potencial de

13
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membrana, tiende al potencial de Nernst del Na*, llegando al pico del PA. El estimulo inicial
activa también los canales de potasio, pero su cinética es mucho mas lenta, asi una vez se llega
a la conductancia maxima de sodio, estos se inactivan, aumentando paulatinamente la
conductancia del potasio, lo que repolariza la membrana. Este fenédmeno se produce durante
el tiempo suficiente para conseguir una hiperpolarizacién y con la caida de la conductancia de
K*, la membrana regresa al potencial de reposo. Existe un periodo refractario, después del
pico del potencial de accidn, en el que los canales de sodio se encuentran inactivos y los de
potasio aun estan abiertos, en el que la membrana es insensible a nuevos estimulos hasta que
los canales de sodio pasan al estado cerrado, momento en el que estan preparados para el

siguiente potencial de accidon 4% 4,

+50 e Eu. _________________

= 5

E

: K

TN iviT it ET t

o 8. 0. 2

E Canales de Na* 2

5 i ]

,‘.-g & — Canales de K* 20 E P

c -sof 25

g T 2 o 85
- k_/—— e E
L Ex ------------------ 8 %
L L 1 1 J
0 1 2 3 4
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Figura 5. Potencial de accidn. Representacién de los valores del potencial de membrana de una célula
excitable respecto del tiempo que dibuja el perfil tipico de un potencial de accién generado por corrientes de
sodio y de potasio.Se indica el nimero de canales abiertos por um? en una regién concreta de la
membrana.(Adaptado de Lamberti et al., 2007°°)

Aunque el primer mecanismo de regulacion de los canales Nav es la apertura y cierre
voltaje-dependiente en una escala de tiempo de milisegundos, los canales de sodio cerebrales
Nav1l.l y Navl.2 estan también regulados por dopamina, acetilcolina, serotonina y otros

neurotransmisores que actlan a través de recetores acoplados a proteinas G que activan a

14
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proteinquinasa Ay C. Estas quinasas fosforilan los sitios del loop intracelular que conecta Dl y
DIl y el del motivo IFM favoreciendo la inactivacidén lenta intrinseca del canal y por tanto
reduciendo la corriente de sodio (Fig. 4). Parece que el mecanismo es muy similar al que se da
en otros Nav, por ejemplo Nav1.7 o Nav1.8, aunque el efecto es el opuesto, contribuyendo a

una sobreactivacion en estados de hiperalgesia (Revisado en Cantrell et al., 2001 ).

Aunque la subunidad alfa es suficiente para construir un canal funcional en sistemas
heterblogos °2, estd ampliamente demostrado que se requiere la coexpresién de las
subunidades auxiliares beta para obtener las propiedades nativas, ya que influyen en su

cinética y gating 3.

Las subunidades a del canal Nav estdn asociados a unas subunidades auxiliares
designadas B1-B4 >3-°¢ codificadas por los genes SCN1B, en el cromosoma 19, y SCN2B, SCN3B
y SCN4B, en el cromosoma 11, y una variante de splicing de la subunidad B1, conocida como
B1A o B1B segun los autores °’->° (Fig. 2) (Tabla 3). Se cree que la mayoria de los canales
cerebrales estan asociados mediante enlaces débiles a las subunidades B1 y B3 y

covalentemente a través de puentes disulfuro con B2y B4 ® (Fig. 3).

Las betas son moléculas de adhesién celular que podrian tener un papel importante en la
interaccién de los canales con otras estructuras celulares y su correcta integracion en los
dominios subcelulares 1. La subunidad B1 ha sido la mas ampliamente estudiada. Pertenece
a la gran familia de las inmunoglobulinas de moléculas de adhesion celular (CAMs), media la
agregacion celular, el reclutamiento del citoesqueleto asi como la interaccidén con la matriz
extracelular y por tanto con el medio 2% %% 63, Ademds, B1 y B3 modulan la cinética y el gating
del canal y la glicosilacién de la subunidad alfa asi como su trafico desde reticulo endoplasmico
hasta la expresidn en la membrana 23 5. Ratones knock-out Scnlb presentan signos de ataxia,
crisis epilépticas espontaneas y un prolongado intervalo QT, lo que indica que la subunidad 1
modula la transmisidn del impulso eléctrico in vivo % 8, Esto ha sido corroborado al descubrir
la presencia de mutaciones en el gen que codifica para esta subunidad en pacientes

diagnosticados con algunos tipos de sindromes epilépticos (SCN1B, SCN2B, SCN3B), arritmias
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(SCN1B, SCN2B, SCN3B) e incluso Sindrome de Brugada y QT largo (SCN1B, SCN4B) o

Enfermedad de Huntington %72,

Tabla 3. Isoformas de la subunidad beta humana de los canales Nav y su distribucién.
(Adaptado de Patino et al.,2009; Brackenbury et al., 2011; Caterall, 2012. ©7374)

Efecto en la funcion

Proteina Cromosoma Tejidos dea

B1 SCN1B 19q13.1 SNC,SNP, glia, musculo cardiacoy esquelético Traficoy gating

Glandula adrenal, neuronas corticales, células de Purkinje
BlA/B1B SCN1B 19q13.1 nucleo cerebelar profundo, DRGs, asta ventral, musculo
cardiacoy esquelético

Traficoy gating

Trafico ,

B2 SCN2B 1123 SNC, SNP, musculo cardiaco |
. . L Trafi i

B3 SCN3B 11q.23.3 Glandula adrenal, SNC, SNP, musculo cardiaco, rifidn raficoy gating |
' ' , . L Tréfico

B4 SCN4B 11q23.3 SNC, SNP, musculo cardiacoy esquelético bl

1.2.1 SCN1A

Fue en 1994 la primera vez que se identificd y maped mediante FISH (Fluorescense in situ
hybiridation) el gen SCN1A en la banda 2g23-24 del cromosoma 2. Este gen se encontraba en
el mismo locus que otro canal de sodio, el SCN2A 7>, lo que apuntaba a que formaban un
clister, igual que el localizado en ratén 7® y esto era importante desde el punto de vista
evolutivo. Hoy en dia sabemos que en este clister encontramos 8 genes 5 de los cuales
codifican para distintas isoformas de la subunidad alfa de Nav (Fig. 6) ”’. Su secuencia de 20807
pares de bases esta repartida en 31 exones, de los cuales, 5 se incluyen en la region UTR- 5’
8. Su transcrito sufre modificaciones de splicing codificando para una proteina de 2009

aminoacidos.
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Chromosome 2 (q24.3)
BB IED | DAbCEIENE B BN BN EE | mm
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S HHE- - IR i ] [ =0 HHEIE & . - W
Na,1.3 Na 1.2 CSRNP2  GALNT3 TCC218 Na i Na 1.7 Na(x)

Figura 6. Locus g24.3 del cromosoma 2 humano. Se muestran los genes localizados en el locus q24.3
del cromosoma 2 humano, el perfil de exones e intrones de cada uno de ellos y el sentido de la transcripcién.
Entre las proteinas codificadas se encuentran 5 isoformas de la subunidad alfa de los canales de sodio sensibles
a voltaje (Adaptado de Meisler et al., 2010 77 ).

Estudios de inmunohistoquimica revelan que el Navl.1 se expresa en todas las areas del
cerebro, hipocampo, cerebelo y cortex, mayoritariamente en el soma y dendritas aunque
también aparece en el AIS (Axdn Initial Segment) 27 7°. Desde el punto de vista funcional,
estudios con ratones Scnla+/- y Scnla-/- revelan que este canal se encuentra en las
interneuronas inhibitorias del hipocampo, corticales y cerebelo, por lo que son el punto de

control de la hiperexcitabilidad neuronal &°.

Navl.1 comienza a expresarse en rata a partir del dia posnatal 7, lo que se extrapola a los 6
meses en humanos, y aumenta su expresién hasta permanecer inalterada durante la edad

adulta 6.

Variantes genéticas de SCN1A se han relacionado con una gran familia de epilepsias, como
se explicard mas adelante, pero también con migraia hemipléjica familial, que puede cursar

con o sin epilepsia 3% 8% 8,
1.2.2 SCNSA

El gen SCN8A codifica para la subunidad alfa del canal de sodio dependiente de voltaje
Nav1.6. En 1995 fue identificado por primera vez su homélogo de ratén 83y se aisl6 ARNm de

su homoélogo en rata 8. El gen humano fue mapeado en 1998 y localizado en el cromosoma
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12913 (Fig. 7), distribuido en 28 exones, estando su transcrito controlado y modificado por

splicing alternativo neuroespecifico, que da lugar a una proteina de 1980 aminoacidos &%’

Chromosome 12 (q13.13)
mm:-m

! SCNBA !
i
Na 16

3
>

Figura 7. Locus q13.13 del cromosoma 12 humano. Se muestra el gen SCN8A, que codifica para la
subunidad alfa del canal de sodio Nav1.6 localizado en el locus q13.13 del cromosoma 12 humano con la secuencia

de exones e intrones y el sentido de la transcripcién (Adaptado de Meisler et al., 2010 77 ).

Nav1.6 es un canal que se concentra en el segmento inicial del axon y los nodos de Ranvier
de axones mielinizados de células granulares y piramidales del cerebelo y del hipocampo,
aunque también se ha encontrado en dendritas y el soma neuronal en células cerebelares de
Purkinje 8821, Parece que durante el desarrollo el Nav1.2, isoforma predominante en axones
no mielinizados, se encuentra en los nodos inmaduros y es sustituido por el Navl.6 una vez
que la mielina los recubre 2. Este cambio de isoforma durante el desarrollo parece critica ya
que ratones Scn8a”’- muestran excitabilidad descompensada con disfuncién motora, ataxia, y
muerte a dia P21, lo que apunta a que sea fundamental para los potenciales de accién del alta

frecuencia 3.

Se han asociado mutaciones homocigotas con pérdida de funcién del Navl.6 e
hipoexcitabilidad con discapacidad intelectual en humanos °* °> 0 comportamientos de
ansiedad sin convulsiones espontaneas en ratones °¢.En cambio, otras de pérdida de funcién
gue provocan hiperexcitabilidad por incremento de las corrientes persistentes se ha visto que
causan encefalopatia epiléptica infantil y muerte subita. Podria resumirse en que mutaciones
gue causan hiperexcitabilidad pueden causar epilepsia y las que cursan con hipoexcitabilidad

llevarian a discapacidad intelectual®’.
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2 EPILEPSIA Y EPILEPTOGENESIS

La epilepsia es un trastorno clinico comun, con una prevalencia de 4-8 % y que suele ser

mas frecuente en la primera infancia y en la senectud.

Segun la Organizacién Internacional contra la epilepsia (Internacional League Against
Epilepsy, ILAE) y la Agencia Internacional para la Epilepsia (International Bureau for Epilepsy,

IBE)8:

v’ Crisis epiléptica: Conjunto de signos y/o sintomas que ocurren de forma

transitoria como resultado de una actividad anormal excesiva y sincrona de las
neuronas cerebrales. Segun la zona del cerebro afectada se mostrara de forma
diferente.

v’ Epilepsia: Desorden cerebral caracterizado por una predisposicién subsistente a

generar crisis epilépticas y por las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas,
psicoldgicas y sociales derivadas de ello. La definiciéon de epilepsia requiere la
ocurrencia de al menos una crisis.

v’ Epileptogénesis: es la secuencia de eventos que convierten un circuito neuronal

normal en un circuito hiperexcitable.

El organismo encargado de clasificar y dar nombre a todos los tipos de epilepsias o crisis
epilépticas conocidas es la Comision para la Clasificacién y Nomenclatura de la Organizacién
Internacional contra la Epilepsia (Commission on Classification and Terminology of the
Internacional League against Epilepsy, ILAE). La estandarizacién de los criterios diagndsticos
es fundamental para epileptélogos, neurdlogos y neuropediatras. Aunque en los Ultimos afios
se han ampliado las investigaciones y conocimientos en este campo y se han propuesto

100
’

revisiones y nuevas clasificaciones °% se sigue utilizando mayoritariamente las

clasificaciones iniciales de la ILAE de 1981 y 1989 10,102,
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Asi, la clasificacion de las crisis epilépticas se basa en la identificacién del conjunto de
manifestaciones patoldgicas (signos y sintomas) y el estudio del electroencefalograma y

establece la siguiente division:

> Crisis parciales o focales: Afectan a un Unico hemisferio o I6bulo del cerebro. Segun se

vea afectada o no la consciencia, encontramos:

e Crisis simples parciales: El estado de consciencia permanece intacto.
Dependiendo de a qué zona del cerebro se deba, los afectados sienten
sensaciones u olores extrafios, presentan sacudidas que suelen comenzar en un
grupo de musculos (p.e. un brazo) y se extienden a otro (p.e. la pierna) lo que se
llama marcha jacksoniana. Usualmente saben que algo estd sucediendo y son
capaces de recordar la crisis.

e Crisis complejas parciales: El nivel de consciencia se ve afectado, o con perdida
completa o disminuyendo la capacidad de respuesta. No son capaces de recordar
lo sucedido.

» Crisis Generalizadas (convulsivas o no convulsivas): Ambos hemisferios del cerebro. En

ocasiones comienzan siendo crisis parciales que se extienden llamandolas en este caso
crisis generalizadas secundarias.

e  Crisis de ausencias: Son mas frecuentes en nifios y se caracterizan por una breve
pérdida de conocimiento, con mirada ausente, con o sin sutiles movimientos
como parpadeo de ojos, morder los labios o masticar. Normalmente, estos nifios
pueden tener un crecimiento normal, sin necesidad de tratamiento.

e  Crisis Tdnicas: Contraccion simultanea y mantenida de todos los musculos.

e Crisis Atdnicas: Se producen caidas subitas por pérdida de la fuerza muscular,
usualmente sin pérdida de consciencia.

e  Crisis Cldnicas: Los musculos sufren contracciones y relajaciones ritmicas, siendo
los del cuello, cara, brazos y piernas los mds comunmente afectados.

e Crisis Miocldnicas: Espasmos musculares cortos, uno o dos segundos, de un

grupo de musculos.
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e  Crisis Ténico-Clonicas: Es lo que usualmente conocemos como crisis convulsivas.
Son las mds comunes y, por sus caracteristicas, también las mas dramaticas. La
persona sufre rigidez mantenida y sacudidas musculares, con pérdida repentina
de la consciencia y a menudo pérdida del control de esfinteres. Una crisis tonico-
clénica de mas de 5minutos se conoce como Status Epiléptico y es una
emergencia médica que requiere tratamiento inmediato.

> Crisis no clasificables: crisis neonatales, movimientos ritmicos oculares, movimientos

de masticacion, etc.

La clasificacion de las epilepsias se establece en base al tipo de crisis y a su etiologia. Asi
nos encontramos epilepsias focales, generalizadas, indeterminadas y sindromes especiales
que pueden ser idiopaticas (no atribuibles a otra enfermedad y en la que se presume un origen
genético), sintomaticas (de etiologia conocida) o criptogénicas (en las que se sospecha causa

aunque esta no pueda ser determinada)°% 102,

De una forma facilmente entendible, podemos catalogar las epilepsias en adquiridas (por
un traumatismo, tumor, derrame cerebral, infeccién, defecto de nacimiento, etc.) y las de
origen genético que pueden ser debidas a mutaciones en un solo gen (<2%), a multiples genes
mas la influencia ambiental (mds de 200 genes conocidos implicados, por ejemplo, canales
idnicos, receptor GABA, etc.) y otros desordenes genéticos con alteraciones cerebrales o
trastornos metabdlicos en los que la epilepsia es uno de los primeros sintomas (Sindrome de

Down, Sindrome de Angelman, Sindrome de Dravet, etc.).

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, las crisis epilépticas son episodios de descarga de
impulsos eléctricos de alta frecuencia por parte de un grupo de neuronas. Esto puede deberse
a un exceso de transmisidon entre neuronas excitatorias o un defecto de la funcionalidad de
neuronas inhibitorias. Estudiando este hecho desde el punto de vista molecular sabemos que
cuando el potencial de accidn llega al final del axédn de las neuronas excitatorias o
Glutamatérgicas, la entrada de Na* y Ca?* provoca la despolarizacidon responsable de la
exocitosis de vesiculas de glutamato al espacio presinaptico, activando dos receptores en la

neurona postsinaptica, el NMDA, que permite el paso de Ca%*y el AMPA, que permite el paso
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de Na*. Esta entrada de iones positivos al interior de la neurona, provoca una despolarizacion
que es la responsable de |la apertura de canales de sodio dependientes de voltaje y por tanto
del disparo del potencial de accidén transmitiendo el impulso nervioso a través del axén hasta
la siguiente neurona. Este proceso de excitacidon en serie debe ser equilibrado por las neuronas
inhibitorias o GABAérgicas, cuyo neurotransmisor, GABA, se une a su receptor en la neurona
postsinaptica que una vez abierto permite la entrada de iones cloro, hiperpolarizando de

nuevo el interior del soma y evitando el disparo del potencial de accién.

La farmacologia para el tratamiento de las epilepsias se puede dividir en tres grupos

dependiendo de que punto del proceso sinaptico regulen 193:

v" Moduladores de canales idnicos dependientes de voltaje: Principalmente

bloqueadores de canales de sodio y calcio.

v' Aumento de la sinapsis inhibitoria: Aumentando la actividad de GABA, el principal

neurotransmisor inhibitorio, favoreciendo su liberacidén e impidiendo su recaptacion.

v Inhibicién de la sinapsis excitatoria: Disminuyendo la actividad de glutamato,

principal neurotransmisor de neuronas excitatorias.
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3 SINDROME DE DRAVET

En 1978, fue la primera vez que la psiquiatra y epileptdloga francesa Charlotte Dravet
describid la Epilepsia Miocldnica Severa de la Infancia, SMEI (Severe Myoclonic Epilepsy of
Infancy). Hasta ese momento el Sindrome de Lennox-Gastaut (LGS) era considerado el
sindrome epiléptico mas comun y severo en los primeros afios de vida 1%, Este sindrome se
manifestaba con episodios de status epiléptico, caidas repentinas, farmacoresistencia y
discapacidad intelectual 1. La Dra. Dravet percibid que algunos nifios diagnosticados como
LGS presentaban ademas crisis mioclénicas masivas, fotosensibilidad y crisis convulsivas
febriles en el primer afio de vida. Asi, decidié diferenciar estos casos como SMEI. Tras

106 se reconocid en 1983 por la Organizacién

publicarse por primera vez en Francia
Internacional contra la Epilepsia (ILAE) %7, En 1989, y debido a que mas de la mitad de los
casos de SMEI no presentaban crisis miocldnicas, la Comisidon para la Clasificacién y la
Nomenclatura de la Epilepsia de la ILAE, decidioé unificar a un grupo heterogéneo de sindromes
epilépticos en el epénimo de Sindrome de Dravet en honor a su descubridora 12, Se incluian
por tanto sindromes que, presentaban, convulsiones febriles o afebriles, crisis epilépticas
generalizadas o unilaterales, con o sin crisis de ausencia, ataxia, ritmo circadiano alterado,
hipersensibilidad luminica. Todas ellas compartian el inicio de las crisis en el primer afio de
vida, retraso del desarrollo psicomotor a partir del segundo afo y resistencia a cualquier forma
de tratamiento. El descubrimiento de su etiologia genética en el afio 2000 por Claes et al. 18
fue clave para el comienzo de la busqueda del tratamiento adecuado, ya que la
hiperexcitabilidad neuronal era debida a mutaciones con pérdida de funcién de la subunidad
alfa del canal de sodio dependiente de voltaje SCN1A de neuronas inhibitorias. Hasta ese
momento los pacientes eran erroneamente tratados con antiepilépticos comunes, como, por
ejemplo, bloqueantes de canales de sodio y activadores de canales de potasio, que promovian
la actividad de neuronas excitatorias, causandoles en la mayoria de los casos consecuencias

letales.
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3.1 Fenotipo

El Sindrome de Dravet es una de las consideradas enfermedades raras ya que se estima

que la incidencia es de 1/15700 a 1/40000 basado en estudios demograficos en Dinamarca,

Reino Unido y Estados Unidos %111 Un estudio realizado en Espafia, por la Universidad de

Navarra, indicé que los nifios afectados por Dravet eran alrededor de un 1.4% de todos los

nifios con epilepsia 2.

Charlotte Dravet describid tres estadios de la enfermedad, la fase febril, la fase de

empeoramiento y la fase de estabilizaciéon, con manifestaciones clinicas caracteristicas de

cada una de ellas, como se resume en la figura 8 1.

24

> La fase febril, es la primera, y suficiente para un correcto pre-diagndstico de la

enfermedad, aunque el electroencefalograma (EEG) aun no muestra picos
patoldgicos 113, Las primeras crisis aparecen dentro del primer afio de vida, en
bebés con un desarrollo normal y sin alteracion neuroldgica aparente. Suelen
desencadenarse, por “altas temperaturas”, mayores de 37,5 °C, como puede ser
un bafio caliente, un pico de fiebre o incluso post-vacunacion. Muchos pacientes
etiquetados inicialmente con “encefalopatia post-vacunacion” han sido
posteriormente diagnosticados con Dravet. Debido a la controversia del tema,
diversos grupos han realizado estudios concluyendo que no es la vacunacioén la
causa primera de las crisis, ni de la aparicidén de la enfermedad, y que las primeras
crisis hubieran aparecido ante cualquier otra elevacién de la temperatura sobre
la fisiolégica *'# 115, Una vez que aparece la primera crisis, estas suelen tener una
frecuencia variable, de origen hemiclénico y/o focal, rara vez miocldnicas
masivas, y de mds de 15 minutos, por lo que son consideradas de status
epiléptico, SE, y deben ser tratadas como emergencia sanitaria. En los bebés, es
muy dificil para padres y pediatras notar algun signo de retraso cognitivo, aunque

los test apropiados podrian ya revelar problemas visuales de fijacién y agudeza
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> La fase de empeoramiento se da entre los 12 meses y el quinto afio de vida. En

esta fase, las crisis motoras y la ataxia son mas frecuentes, pero mas cortas,
siendo la causa mas comun la hipertermia, aunque también el ejercicio fisico, las
emociones, o incluso la luz. Se presentan crisis de ausencias y crisis parciales
complejas con pérdida de consciencia. El EEG comienza a mostrar las ondas de
alto voltaje y alta frecuencia tipicas de las crisis convulsivas '13. Es, durante estos
anos, cuando se dan los SE mas agresivos, los SE severos febriles, que pueden
alargarse por horas o incluso dias y que su etiologia sigue siendo un reto. Estos SE
son los causantes de dafios en la corteza, los ganglios basales y la materia blanca
cerebral debido a la isquemia, lo que provoca graves secuelas psicomotoras,
como tetraparesia espastica y grave deficiencia cognitiva en los afios posteriores
117 A partir del segundo afio comienza a notarse la dificultad del habla, déficit de
atencién con hiperkinesia y comportamiento autista con bajo contacto visual en
una cuarta parte de los nifios afectados '8, Aunque parece que la edad en la que
comienzan a andar no se ve afectada, una vez que los nifios tienen autonomia
para caminar solos se empieza a percibir la ataxia y las caidas repentinas sin
sacudidas. Los electromiogramas (EMG), que registran la actividad eléctrica de los
musculos esqueléticos, revelan la implicacion de nervios motores periféricos
119.

afectados

> La fase de estabilizacién, a partir del quinto afio de edad, muestra, hasta el final

de la primera década, las crisis no convulsivas con estado de obnulacién, en el
gue se unen la confusién con movimientos pseudoritmicos de las extremidades.
En la edad adulta, son mds comunes las crisis tdnicas y tdnico-clénicas,
generalizadas, menos frecuentes, con una media de una crisis al aflo y que suelen
darse durante el periodo de suefio. En esta fase las manifestaciones no epilépticas
pasan a un primer plano, como son los problemas cognitivos y psicomotores. La
comprension del lenguaje y la socializacion parece que se mantienen, a diferencia
de funciones visoespaciales, la comunicacién y la autonomiam, que si se ven

afectadas 2% 121, Asi se presentan signos de discapacidad intelectual severa,
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persiste el espectro autista, la hiperkinesia se sustituye por movimientos mas
lentos y marcha agazapada, Parkinsonismo, problemas ortopédicos, infecciones
respiratorias recurrentes o disfagia a partir de la cuarta década de vida 2% 123,
Como se ha comentado anteriormente, la prognosis de la enfermedad dependera
mucho de cdmo haya cursado en los primeros afios de vida, y un buen desarrollo
cognitivo en la edad adulta estd asociado con haber padecido menos de 3
episodios de SE en la infancia mientras que un EEG anormal en el primer afio, los
desérdenes motores, crisis tdnicas y miocldnicas y ausencias tempranas auguran
un peor prondstico 1. Se han hecho estudios de seguimientos de la enfermedad
a pacientes de entre 20 y 50 afios, y aunque hay algun caso de autonomia e

independencia, la gran mayoria padece un deterioro fisico y cognitivo entre

medio y severo 124125,

El indice de mortalidad es alto, entre un 3,1 y un 20,8 % de los pacientes, con un pico

entre los 3y 7 afios de edad %°. Las 3 causas mas comunes de muerte prematura son el SE,

muerte accidental por dafos durante las crisis, y la muerte subita. Esta Ultima es la

manifestacién mas preocupante del sindrome de Dravet y de otras epilepsias y se conoce

como SUDEP, SUdden Death in EPilepsy. Parece que el riesgo de SUDEP en Dravet es 15 veces

mayor que en otras epilepsias, llegando a mas del 56% de la tasa de mortalidad, con dos picos,

entre 1y 3 afios y a partir de los 18 afios, sin que haya habido evidencias de empeoramiento

en los meses previos 195127,
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Figura 8. Estadios del Sindrome de Dravet y sus manifestaciones clinicas. FS, Crisis febriles
complejas; HS, Sensibilidad hipertérmica; SE, Status epiléptico convulsivo; GMS, Crisis motoras generalizadas;
MSz, Crisis Miocldnicas; AA, Ausencias Atipicas; CPS, Crisis parciales complejas; OS, Estado de obnulacion; AE,
Encefalopatia aguda; DD, Retraso del desarrollo; CG, Marcha agazapada; Ataxia; SUDEP, Muerte subita en
epilepsia. Se observa la evolucion de las manifestaciones tipicas epilépticas en la primera década de vida a
signos consecuencia de los continuos status epilépticos, con deterioro cognitivo y psicomotor. (Adaptado de

Gataullina et al.,2016 16),

3.2 Etiologia genética

Dos grupos independientes determinaron en 1999 el ligamiento a un locus del
cromosoma 2 de una epilepsia familiar conocida como GEFS+ (Generalized Epilepsy with
Febrile Seizures plus) 1?12, En el afio 2000, y gracias al estudio genético molecular de estas
familias, se hallaron dos mutaciones diferentes asociadas al GEFS+, en el gen que codifica para
SCN1A, subunidad alfa del canal de sodio dependiente de voltaje Nav1.1 130, y en 2001 Claes
et al. concluyeron que, mutaciones en este mismo gen eran las causantes de un sindrome

epiléptico conocido como SMEI (Severe Mioclonic Epilepsy of Infancy) o Sindrome de Dravet

108

Desde entonces, mas de 1250 mutaciones diferentes han sido identificadas en SCN1A, de

las cuales, la mayoria se presentan de novo y un 75% las porta el cromosoma paterno 131132,
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Las mutaciones de novo, con una alta prevalencia en humanos, entre 7.6 — 22.8 x107,
parecen estar implicadas en encefalopatias epilépticas severas y otros desérdenes

| 133, 134

neuropsiquiatricos como esquizofrenia, autismo o retardo menta . El origen de estas

mutaciones de novo y en qué momento se producen estd siendo ampliamente estudiado.

Hay estudios que han identificado mellizos, heterocigéticos, ambos diagnosticados con
Sindrome de Dravet y mutaciones de proteina truncada o gemelos monocigéticos, uno
afectado y otro no 35, lo que da indicios de que la mutagénesis de novo puede darse en
cualquier estadio del ciclo sexual, normalmente en los gametos parentales, pero también en
el estadio inicial del embrién o incluso en desarrollo final del feto 8. El hecho de que la mayoria
de estas mutaciones estén presentes en el cromosoma heredado del padre, podria deberse a

que el numero de divisiones celulares es mucho mayor en la espermatogénesis 36 137,

Ademas, el mosaicismo genético, tanto somatico como germinal, se baraja como la causa
del 5% de estas mutaciones de novo. Se han encontrado casos de mosaicismo somatico,
confinado al cerebro o al tejido neuroectodérmico, en sindromes esporadicos de
malformacién cerebral que presentan convulsiones y espectro epiléptico. En otros casos, se
han encontrado que mutaciones catalogadas de novo, en realidad habian sido heredadas de
padres asintomaticos con mosaicismo genético, siendo también esta coexistencia de
poblaciones celulares la causa probable de las diferencias de severidad fenotipica ante

mutaciones similares en el Sindrome de Dravet 11,

Asi, la gran mayoria de las mutaciones puntuales en SCN1A dan lugar a la gran familia de
sindromes epilépticos asociados al canal Nav1.1, de las cuales el SD es el mas severo (Fig. 9),

y en las que, en la mayoria, parece haber una relacion fenotipo-genotipo 7 132 138,
Encontramos:

> Mutaciones mads leves que provocan disminucién en la actividad del canal, por

cambio de aminoacido (missense) o delecidn/insercidn en pauta de lectura, v,

> Mutaciones mas agresivas que se traducen en pérdida total de funcidn, por proteina

truncada debido a delecién/insercion sin pauta de lectura o insercion de un conddn
de terminacion prematuro.
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De todas ellas:

» Aproximadamente el 52% son mutaciones de proteina truncada, 94% de las cuales

son casos de novo clasicos de SD.

> El 27% son mutaciones con pérdida de sentido en el poro, de los cuales, un 75% son

SD tipicos.

» 12% son mutaciones con pérdida de sentido en el sensor de voltaje que se

correlacionan con todo el espectro, desde FS hasta SD.

Esta gran variedad de mutaciones en SD, contrasta, por ejemplo, con GEFS+, espectro
autosémico dominante, también asociado con convulsiones febriles y afebriles pero con
prondstico benigno y que solo se debe a la presencia de mutaciones por cambio de

aminodcido!39,

Debido al importantisimo rol que tienen los canales de sodio en la excitabilidad neuronal,
mutaciones en los genes que los codifican, resultan en un patrén anormal de produccion de
potenciales de accidn que acaban causando sindromes epilépticos. La mayoria de las
mutaciones que dan lugar a estos desdrdenes se encuentran en el SCN1A, pero hay otros 5
genes implicados , 4 de los cuales codifican para subunidades alfa, SCN2A, SCN3A, SCN8A,
SCN9A y el SCN1B, gen que codifica la subunidad auxiliar B1 77 7% 139 140 por ejemplo,
mutaciones en un alelo del gen SCN2A, que provoca disminucién en la intensidad de corriente
del canal y de la expresién en membrana, también genera una familia de epilepsias benignas,
autosémicas dominantes, en la que se incluye BFNIS (Benign familial neonatal-infantile
seizures). Estas epilepsias responden bien a los anticonvulsivos y suelen remitir
espontaneamente durante el primer afio de vida. En cambio, ha sido identificada una
mutacién missense en GEFS+ y una de proteina truncada en un paciente que muestra las

caracteristicas tipicas del SD 41,
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Figura 9. Mutaciones puntuales en SCN1A en pacientes con epilepsia genética asociada.
A) Mutaciones con cambio de sentido (circulos) y deleciones en pauta de lectura (tridangulos).B) Mutaciones
de proteina truncada (estrellas). En colores se indican los diferentes sindromes epilétpicos asociados a cada
mutacién: GEFS+, generalized epilepsy with febrile seizures plus; SMEI, severe myoclonic epilepsy of infancy;
SMEIb, borderline SMEI; ICEGTC, idiopathic childhood epilepsy with generalized tonic—clonic seizures; 1S,
infantile spasms; CGE, cryptogenic generalized epilepsy; CFE, cryptogenic focal epilepsy; MAE, myoclonic
astatic epilepsy; SIGEI, severe idiopathic generalized epilepsy of infancy.(Imagen cortesia de M. Meisler y J.
Kearney para W. Caterall, 2008 14?).

Centrandonos en el Sindrome de Dravet, se conocen ya 800 mutaciones puntuales
heterocigdticas que lo causan, la mitad de estas mutaciones resultan en proteina truncada, lo
que para algunos autores demuestra haploinsuficiencia del SCN1A 3% 143, Se han encontrado
pacientes con SD que presentan deleciones en varios genes del clUster de canales de sodio del
cromosoma 2 al que pertenece SCN1A. Deleciones de 3 a 9 Mb en SCN1A, SCN7A, SCN9YA,
SCN2A y SCN3A, de 0.6 a 6 Mb en SCN1A, SCN7A, SCN9A y de 0.2 to 0.6 Mb en SCN1A, SCN9A,

siendo el fenotipo de estos pacientes igual o incluso menos severo que los que solo poseen
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mutaciones con pérdida de funcion del SCN1A 44147  Estos hallazgos junto a estudios del
fenotipo normal de ratones heterocigotos sin un alelo del Scn2a, Scn3a y Scn9a 4810 ha
llevado a pensar que Unicamente SCN1A es haploinsuficiente. Esta dependencia, en neuronas
inhibitorias GABAérgicas, de los niveles de este canal de sodio en concreto, parece que es

debido a su localizacién subcelular y su funcion en el segmento inicial del axén’”.

Todos los tipos posibles de alteraciones en el ADN estdn presentes en pacientes con SD
con el gen SCN1A afectado. Mutaciones con pérdida de sentido, sin sentido, reordenamientos
de splicing, deleciones o inserciones, deleciones parciales de exones individuales y deleciones
a gran escala de varios exones simultdneamente, incluso en gemelos monocigéticos y delecién

del gen completo, con algtin caso de hermanos sin el gen 131,

Al contrario de lo reportado inicialmente por Claes et al., que hablaban de mutaciones
de proteina truncada como las mas comunes®®, hay estudios que apuntan a una mayoria por
mutaciéon puntual con cambio de aminodcido '°!. En estas mutaciones sin sentido y
mutaciones de splicing pero en pauta de lectura, se introduce un codén prematuro de
terminaciéon, lo que parece que provoca la degradacion del ARNm sin sentido como
mecanismo de supervivencia celular, con la excepcion de aquellos que afectan al ultimo exdén
codificante, el nimero 26, que dardn una proteina incompleta®®?. Esto es compatible con el
efecto producido por otro tipo de mutaciones, como la alteracidn del coddén de inicio de la
traduccidon o microdeleciones que incluyen regiones esenciales para la proteina. El efecto de
todo este espectro de mutaciones apunta a la haploinsuficiencia con pérdida total de funcién

del alelo mutado.

Parece que la haploinsuficiencia del Nav1.1, se ve compensada por un reemplazamiento
de los canales que faltan por la isoforma Nav1.6. Estudios en sistemas heterdlogos y cultivos
primarios de neuronas indican que aumenta la probabilidad de iniciaciéon del potencial de
accion ya que la activacion del Nav1.6 depende de voltajes mas hiperpolarizantes que Nav1.1,
lo que disminuye el potencial umbral de disparo 31>, Ademas, se ha visto que en ratones

modelo Dravet doble knock-out, Scnla*~ y Scn8a*-, han disminuido las convulsiones
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demostrando que la interaccién entre estos dos canales es determinante para la excitabilidad

neuronal %6,

Existen pdaginas de internet especificas para la informacion sobre el gen SCN1A, que
relacionan genotipo con fenotipo, aunque la ultima actualizacién fue en el afio 2011 y hay

bastantes novedades desde entonces.

Debido a que el descubrimiento de la etiologia genética del Sindrome de Dravet es
relativamente reciente, seguira siendo motivo de estudio en los préximos afnos. Por ejemplo,
aunque se creia que las mutaciones aparecian Unicamente en un alelo, recientemente se ha
realizado un estudio sobre 4 nifios de dos familias diferentes, con epilepsia infantil, que
presentan mutaciones homocigoticas heredadas en SCN1A y sugiere que la localizacion y
naturaleza en el cambio de aminoacidos ha evitado el desarrollo de la enfermedad en los
padres heterocigotos portadores, siendo el efecto en ambos alelos acumulativo causando la

enfermedad 1°7.

Otro de los puntos que causa controversia es si hay otros genes que causan Sindrome de
Dravet en pacientes en los que no se han encontrado mutaciones en SCN1A. Algunos de los
genes que se barajan son CHD2, GABRA1, GABARG2, STXBP1, SCN1B, SCN2A y PCDH19 18161,
gue, aunque los fenotipos comparten similitudes serian casos atipicos para SD. Algunos
autores los aseguran como genes portadores de mutaciones responsables de la enfermedad
y otros sugieren que la nueva generacién de métodos de secuenciacion, revelardan mutaciones
de SCN1A en pacientes tipicos SD, hasta ahora inadvertidas. Estos autores consideran que los
demds genes afectados son genes modificadores, por ejemplo, CACNAIA o SCN9A, que
pueden estar asociados con una complicacion del fenotipo prolongando la duracién de las
crisis 162 163, Estudios comparativos de SCN1A con sus genes pardlogos SCN2A y SCN3A, y con
sus ortoélogos en ratdn, revelan que existen 11 secuencias no codificantes conservadas en la
region UTR-5’, al menos dos de los cuales podrian influir en la transcripcién 8. Afios mas tarde,
se encontraron mutaciones “perdidas” en pacientes con Sindrome de Dravet, SCN1A
negativos inicialmente, utilizando NGS (Next-Generation Sequencing) que puede analizar un

set de genes, un exoma o incluso un genoma completo en un solo experimento y con
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tecnologia WES (Whole-Exome Sequencing)‘®®. Esto hace considerar la posibilidad de la
existencia de mutaciones auin no encontradas en regiones codificantes o no del gen, o incluso
variaciones epigenéticas que puedan causar un fenotipo tipico del Sindrome de Dravet en

pacientes aun sin diagnostico genotipico.

3.3 Patofisiologia y genotipo

De todos los mecanismos patofisioldgicos que intentan explicar las manifestaciones

clinicas del Sindrome de Dravet, la mas ampliamente aceptada es “LA HIPOTESIS DE LAS
INTERNEURONAS”, que se resume en que, mutaciones con pérdida de funcién en Navl.1l

provocan la inhibicién de interneuronas GABAérgicas inhibitorias lo que resulta en una
sobreexcitaciéon. Con esta hipodtesis es facil predecir que todas las areas del encéfalo en las que
haya presencia de neuronas GABAérgicas se veran patoldgicamente afectadas en pacientes

con Sindrome de Dravet y sus manifestaciones serdn consecuencia de ello.

La primera confirmacién in vivo de que la haploinsuficiencia de Scnla conllevaba crisis
epilépticas fue gracias al primer modelo de ratén Dravet, creado por el grupo de William
Caterall y en el que la delecién global del Gltimo exén del gen provocaba un fenotipo de crisis
recurrentes tanto en los animales homocigotos como en los heterocigotos #°. La técnica del
patch-clamp sobre neuronas disociadas extraidas del hipocampo de estos ratones reveld que
las neuronas bipolares GABAérgicas, pero no las piramidales Glutamatérgicas, tenian una
dramatica reduccidn de corrientes de sodio. Desde entonces, se han generado otros modelos
de ratén con SD, algunos portadores de mutaciones humanas concretas, por ejemplo,
SCN1ARM07X/+ de| grupo de Yamakawa. Esta mutacion en el exdn 21 del gen, truncaba la
proteina en el lazo S5-S6 del DIl y se comprobd mediante inmunohistoquimica y Northern
blot, que las células implicadas eran interneuronas inhibitorias parvalbimina positivas,

responsables de la patogénesis de las crisis 1°°.

Los nuevos avances en biologia celular y biologia del desarrollo, han permitido el estudio

de muchas enfermedades utilizando otros modelos como por ejemplo las células madre. Asi,
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iPSCs (Induced Pluripotent Stem Cells), derivadas de neuronas de pacientes Dravet, en su
mayoria GABAérgicas y Navl.1 positivas, revelaron mediante la técnica de current-clump una
deficiencia en la generacion de potenciales de accién con amplitudes atenuadas ante una
inyeccidon de corriente que despolarice la membrana, sobre todo a intensidades mas altas,
consistente con la patofisiologia presentada en el Sindrome de Dravet en la que se observan
la incapacidad neuronal de responder adecuadamente a la estimulacién de alta intensidad
como puede ser la temperatura, la luz o las emociones . Ademas otros estudios con IPSCs
obtenidas de pacientes, sugieren que tanto las neuronas inhibitorias GABAérgicas como las
excitatorias Glutamatérgicas de la parte frontal del cerebro poseen un incremento de
densidad de corrientes de sodio con hiperexcitabilidad, lo que podria apuntar a que la
haploinsuficiencia del SCN1A se viera compensada por un aumento en la expresion de otros

canales de sodio 167,168,

éPor qué siendo un sindrome congénito no se manifiesta desde el nacimiento?

En el desarrollo normal, Nav1.3, durante la gestacion y los primeros meses de vida se
expresa en toda la membrana de las neuronas y a partir de los 6 meses es sustituido por el
Nav1.1. En ratas, la isoforma 1.3 desaparece completamente y en humanos es sustituida en el
segmento inicial del axdn de todas las neuronas y en dendritas y soma de algunos grupos de
neuronas del cértex y del hipocampo, lo que podria ser la respuesta a por qué las convulsiones

febriles debidas a SCN1A comienzan durante el primer afio de vida 26 169 170,

Estudios en animales han demostrado que las consecuencias deletéreas de las
convulsiones estan estrechamente relacionadas con el estado del desarrollo en el que se
encuentra el cerebro en ese momento, ya que en neuronas inmaduras induce una

transformacién que parece que incrementa la susceptibilidad convulsiva 7% 172,

éPor qué fotosensibilidad y desérdenes del sueiio?

Al menos el 75% de la corriente de sodio de las interneuronas es responsabilidad del
Navl.1. Estas neuronas estdan ampliamente distribuidas por el SNC, incluyendo corteza,

hipocampo, ganglio basal, hipotdlamo, cerebelo y espina dorsal, y son en su mayoria
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inhibitorias tras el nacimiento, a excepcion de una subpoblacion de las fibras retino-
supraquiasmaticas cuya funcion excitatoria-inhibitoria esta regulada por la luz. En periodo
luminoso, estas neuronas aumentan de forma transitoria la transcripcion de un co-
transportador, NKCC1, que acumula cloro siendo el responsable de la funcién excitatoria. Este
grupo de neuronas asegura la sincronizacién del ritmo circadiano con el ambiente y los
correctos ciclos de suefio, lo que apunta a que la disfuncién del ntcleo supraquiasmatico en
el Sindrome de Dravet, podria ser el responsable de los trastornos del suefio y el ritmo

ralentizado del EEG a partir del segundo afio de vida 173 174,
éPor qué crisis febriles?

GABA es un importante neurotransmisor para la termorregulacion en el area predptica e
hipotalamo anterior lo que contribuye a la desinhibicion en produccién de calor o inhibicion
de pérdida de calor en situaciones de temperatura fria. Estudios en modelos animales indican
gue la pérdida de funcion en Scnla disminuye el umbral de temperatura ante estimulos
epileptiformes, viéndose empeorado por el hecho de que la fiebre per se, reduce
reversiblemente la expresion en membrana de receptores GABA debido a un decremento del

trafico o un aumento de la endocitosis 7°.

éPor qué SUDEP?

No parece que haya relacién directa entre la severidad de las mutaciones en SCN1Ay los
casos de SUDEP. Lo que si se ha podido demostrar es la presencia de Navl.1 cardiaco y que
modelos de ratén Scnla*"tienen prolongacién de la onda QT del ECG, bradicardia, fibrilacidn
ventricular, etc. Aunque esto no se observaba en ratones con inhibicidn selectiva del Nav1.1
cardiaco, es cierto que Navl.1 es el mayor componente de las corrientes de sodio tardias en
los miocitos ventriculares por lo que, aunque SUDEP parece tener una causa mas neurolégica

que cardiaca, el deterioro de los miocitos podria estar contribuyendo *7°.

35



INTRODUCCION

éPor qué desdrdenes motores?

Ataxia y fallos de la coordinacion motora contribuyen de forma critica en el retraso del
desarrollo, la calidad de vida, la carga de cuidados fisicos, emocionales y sociales, asi como las

muertes prematuras en pacientes con Sindrome de Dravet.

Nav1.1y Navl.6 son las isoformas que se expresan principalmente en el segmento inicial
del axén y en los Nodos de Ranvier lo que incluye al 80% de las neuronas del cerebelo 177, Esta
area es fundamental para el control del movimiento, el equilibrio y el aprendizaje motor. Las
neuronas inhibitorias GABAérgicas de Purkinje del cerebelo son la Unica salida para la
coordinacién motriz y del equilibrio, desde la corteza al resto del organismo y su degeneracién
y disfuncién ha sido ampliamente asociada con ataxia 17818, Ratones knock-out para Nav1.1
mostraban irregularidades en la longitud del paso, defecto en los reflejos y tremor en
extremidades, todo ello consecuente con disfuncidn en el cerebelo y que es comparable con
los problemas motores en SD. Medidas de patch-clamp en neuronas de Purkinje extraidas de
estos ratones, revelaron que se reducian casi un 70% la amplitud del pico y las corrientes
persistentes y resurgentes sin cambios en la cinética o la activaciéon o inactivacidon
dependientes de voltaje. Medidas en current-clamp revelaron que decrecia el ratio de
disparos de potenciales de accién sin que disminuyera el umbral de disparo. Estos resultados
fueron suficientes para concluir que la afectacién de células de Purkinje estan relacionados
con déficits motores y ataxia 17°. Es interesante que la no expresion de Navl.1 en ganglios

dorsales y ventrales explican la no afectacidn de la propiocepcién o nocicepcién.
éPor qué fallo cognitivo?

Ademas de esto, parece que el cerebelo es responsable de otras co-morbilidades
presentes en el Sindrome de Dravet, como por ejemplo el fallo en el desarrollo cognitivo ya
gue este “pequeio cerebro” contribuye a la secuencia correcta de adquisicién de cognicién
durante los periodos de luz y la correcta organizacion de ello durante el suefio. Los modelos
de ratén Scnla*- mostraban hiperactividad, estereotipias, déficits de interaccién social y fallos

severos en la memoria espacial y contextual 20 181,
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3.4 Diagnostico

Segun la ILAE hay 9 criterios que se cumplen en mas del 85% de los casos de Sindrome de
Dravet positivos en mutacion en SCN1A, que son: resistencia multiple a farmacos
antiepilépticos, multiples tipos de crisis epilépticas, manifestaciones anormales en el EEG,
desarrollo normal antes de la aparicidn de convulsiones, intensificacidn de la aparicion de las
crisis por hipertermia, comienzo de las crisis antes del aino de edad, ataxia, signos piramidales
o mioclonia masiva y retraso psicomotor. Si se cumplen al menos tres de estas caracteristicas

descritas por la ILAE, es un indicio claro de necesidad de test genético 116 182,

El diagndstico precoz clinico y genético es fundamental para establecer un tratamiento
adecuado a esta epilepsia refractaria. En nuestro pais, uno de los proyectos de la Fundacion
Sindrome de Dravet es el diagndstico clinico gratuito para cualquier paciente que sea
diagnosticado como posible caso SD por un neuropediatra. Este es llevado a cabo por el
Instituto de Genética Médica y Molecular del Hospital de la Paz de Madrid, y en los ultimos
afios ha sido fundamental para el genotipado de 200 nuevas mutaciones en SCN1A y en otros
genes modificadores que causan Sindrome de Dravet (www.dravetfoundation.eu/pacientes-

y-familiares/solicitud-del-test-genetico/).

3.5 Farmacologia y Tratamientos

El descubrimiento de la etiologia genética del Sindrome de Dravet y la afectacion de
neuronas inhibitorias dio a conocer la problematica de los tratamientos antiepilépticos hasta
ese momento, en los que bloqueadores de sodio no subtiposelectivos, exacerbaban los

sintomas de los pacientes con expresion o funcidn reducida de SCN1A 183,

El Sindrome de Dravet cumple los criterios para incluirse en la lista de “indicaciones
huérfanas” tanto por la FDA (Food and Drug Administration), con menos de 200000 pacientes
en Estados Unidos, como por la EMA (European Medicines Agency), con un ratio de 5/10000

en Europa. Es decir, los productos en desarrollo para SD podrdn designarse como
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medicamentos huérfanos con obteniendo beneficios como reduccién de impuestos,

facilidades para la financiacidn y exclusividad de mercado una vez aprobado el farmaco.

A pesar de esto, actualmente no hay ningun farmaco aprobado por la FDA para el
Sindrome de Dravet y en Europa, Unicamente uno, el Stiripentol. Este, designado como
orphan-drug en el 2001, fue aprobado por la EMA en 2007 como medicamento adicional en
tratamientos paliativos integrales por reducir las crisis un 50%'84. Estas terapias combinadas
de 3 o0 mds farmacos antiepilépticos, pretenden disminuir las crisis en frecuencia y duracién,
mejorar los desérdenes cognitivos y motores, controlar los problemas cardiovasculares,
respiratorios y otras co-morbilidades, asi como aumentar la calidad de vida y las relaciones

sociales, aunque menos de un 10% de los pacientes quedan libres de crisis*®>

Actualmente, respecto a los tratamientos, hay directrices bien definidas. Entre ellas, la
necesidad de evitar inhibidores de canales de sodio que pueden agravar la situacidn, por

ejemplo, carbamazepinas que aumentan la frecuencia de las crisis 11°

y tener en cuenta los
efectos secundarios muy graves producidos por las benzodiazepinas, ampliamente
administradas hasta ahora, ya que parece que, administradas de forma crénica, podrian
causar incluso encefalopatia aguda o hipotonia, debiéndose restringir su uso al status
epiléptico 8. Diversos proyectos, la mayoria cofinanciados por la Fundacién Sindrome de
Dravet Europea, estan estudiando posibles farmacos que no produzcan farmacoresistencia en
los primeros afios de tratamiento. Por ejemplo, la fenfluramina, un agonista del receptor de
serotonina que ha mostrado en un ensayo clinico ya en pacientes que reduce las crisis en un

75% 87 o0 los canabinoides, el principio no psicoactivo de la planta del cannabis, también como

reductor de la frecuencia de las crisis'#819.

Hay algunos estudios que han demostrado que algunas mutaciones con cambio de
aminodcido, no de proteina truncada como era de esperar, reducen la expresiéon en
membrana por afectar al trafico del canal y que algunos farmacos, fenitoina y lamotrigina, que
rescatan la proteina retenida en el reticulo endoplasmico aumentando la expresidén y por tanto

la densidad de corriente registrada®®?.
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La idea de que se pudiera reequilibrar la generacién del potencial de accion y por tanto
reducir la corriente de sodio de neuronas excitatorias mediante mutaciones en otros canales,
llevo a estudiar qué sucederia con el Nav1.6, canal ampliamente conocido por llevar a disparos
repetitivos de alta frecuencia. Se vio que ratones doble knock-out Scnla, Scn8a, mostraban
disminucién en las crisis epilépticas respecto a los Scnla*/ 153:156.192 Esto hace pensar que un
buen tratamiento podrian ser bloqueadores selectivos del Nav1.6, hasta ahora desconocidos,
y que se han suplantado por combinaciones de farmacos que intentan simular el efecto
mediante incremento de la concentracion de GABA por inhibicidon en la recaptacion en los
nervios terminales y la glia (tiagabina) o el incremento en la respuesta postsinaptica de los

receptores GABA a su neurotransmisor (benzodiacepinas=clonazepam) 1%,

Asi, la disminucidn selectiva en la actividad de los canales Nav1.6 y la idea de un aumento
especifico de la funcién o la expresidén de las copias no mutadas del Navl.1, son los dos
objetivos que mueven las actuales investigaciones, aunque hasta el momento, solo se conocen

neurotoxinas que aumentan las corrientes de sodio.

Estas ideas llevaron a la Fundaciéon Sindrome de Dravet a poner en marcha varios
proyectos para la busqueda de un mejor farmaco paliativo o incluso una “cura” que atacara la
base genética de la enfermedad (www.dravetfoundation.eu/investigacion/proyectos/). Para
ello siguid varias vertientes en las que se han incluido por ejemplo, un proyecto de cribado de
librerias de compuestos en peces cebra Dravet, en colaboracién con Theracule Pharma, del
cual surgié un candidato que reducia notablemente las crisis en este modelo animal y que se
ha validado in vitro utilizando la técnica de cribado de esta tesis doctoral pero que
estadisticamente no muestra la actuacién de este compuesto a través de los canales de sodio
Navl.1 y Navl.6 (mostrado en el capitulo de resultados). Se impulsé la creacion de un ratdn
Dravet accesible para toda la comunidad cientifica, ya que la privatizacidén de los recursos de
otros laboratorios hacia casi imposible los avances en el conocimiento. Asi se cred un ratén
con sindrome de Dravet, Scn1a”1783/* knock-in condicional, para que pueda ser transportado
grandes distancias, cosa imposible para ratones knock-out o knock-in puros, que sufrian graves
crisis letales debidas a que los animales estaban sometidos a estrés, cambios de temperatura

y presion, tres de las causas de disparo de las crisis en pacientes con Sindrome de Dravet.
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Esta tesis doctoral ha sido el resultado del proyecto de cribado farmacoldgico para el
Sindrome de Dravet. Utilizando sistemas heterdlogos in vitro y técnicas de medida funcional
de los canales especificos afectados en SD, se planted la idea del reposicionamiento de
farmacos, ya que, aunque un candidato sea “descubierto” en un laboratorio, los ensayos
clinicos dificultan y retrasan el acceso de estos a los pacientes. Estudios recientes sobre 78
medicamentos huérfanos aprobados en Europa mostraron que el 38% se derivd de la
reutilizacion de farmacos aprobados para otras indicaciones %4, La posibilidad de acceder a
grandes librerias de compuestos formadas por farmacos genéricos libres de patente o
moléculas bioactivas que han superado las fases de toxicidad, farmacocinética y

farmacodindmica de ensayos clinicos, termind de impulsar este proyecto.
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Objetivos

La enfermedad conocida como Sindrome de Dravet es una patologia caracterizada como
una epilepsia severa infantil de graves consecuencias para los pacientes. La causa de esta
anomalia es, mayoritariamente, la pérdida de funcién del canal Nav1.1y, en muchos de los
casos, una sobreactivacion, por compensacion, del canal Nav1.6. Con el fin de poder avanzar
en la obtencidn de un tratamiento farmacoldgico que pueda ser utilizado como terapia para
los enfermos, en esta tesis doctoral hemos puesto a punto una técnica automatizada de
cribado masivo de moléculas tanto activadoras de Nav1l.1 como inhibidoras de Nav1.6. Asi

pues, los objetivos especificos de esta tesis fueron:

> La puesta a punto de una plataforma automatica de electrofisiologia para el
cribado masivo de moléculas con potencial farmacoldgico

»  Labusqueda de moléculas activadoras de Nav1.1

>  Labusqueda de antagonistas de Nav1.6

»  Sentar las bases metodoldgicas para la deteccion rapida y masiva de posibles
candidatos terapéuticos que puedan ser analizados en profundidad por otros

sistemas analiticos.
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LINEAS CELULARES Y ANIMALES

1 LINEAS CELULARES Y ANIMALES

1.1 Lineas celulares

La linea celular heteréloga HEKNav1.1wt, generada para un estudio sobre activadores de
canales de sodio 1%, fue donada por el Dr. Massimo Mantegazza (Institute of Molecular and
Cellular Pharmacology (IPMC), Universidad Nice-Sophia Antipolis Valbonne, Francia). Segun
se describe en Oliveira et al. 1, esta linea celular estable fue creada en células de rifidn
humano de origen embrionario, HEK293, por transfeccién con un pldsmido pCIN5 que
contenia el gen hSCN1 de la subunidad alfa humana del canal de sodio dependiente de voltaje
Navl.1l y un gen de resistencia a Geneticina para utilizar este antibiético como método de
seleccion clonal. El medio de cultivo utilizado ha sido DMEM-Glutamax sin L-Piruvato (Gibco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco), 1% de una solucion de penicilina 10
U/mLy estreptomicina 10 pg/mL (Gibco) y 1% Geneticina 50mg/mL (Gibco), necesitando para
su mantenimiento y proliferaciéon un incubador humidificado con atmdsfera 5% CO, y a 37 °C.

La linea celular CHO Navl.6wt fue donada por UCB Pharma (UCB Pharma S.A. Bruselas,
Bélgica). No es posible remitir referencia bibliografica, ya que fue entregada con una
comunicacién personal. Para la obtencion de éste sistema heterdlogo, se modificé de forma
estable la linea celular CHO, de ovario de hamster chino, fue modificada de forma estable con
el gen hSCN8A, la subunidad alfa humana del canal de sodio dependiente de voltaje Nav1.6,y
un gen que confiere resistencia a Higromicina B, utilizdndose para la seleccidén de los clones
qgue han insertado el constructo. El medio de cultivo utilizado ha sido F-12 Nut Mix (Ham)
(Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco), 1% de solucion de penicilina 10
U/m y estreptomicina 10 pg/mL (Gibco) y 2% Higromicina B a 50 mg/mL (Invitrogen),
necesitando para su mantenimiento y proliferacidon un incubador humidificado con atmésfera

de 5% CO, y a 37 °C.

Debido a que ambas lineas recombinantes fueron donadas, se utilizaron las lineas

celulares HEK293 y CHO como controles tanto para la caracterizacién bioldgica como
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electrofisioldgica. Estas lineas se emplean habitualmente como células huésped para estudiar
la expresion heterdloga y funcionalidad de canales idnicos ya que la expresion enddgena de

196, 197

estas proteinas es baja . Los medios de cultivo utilizados seran los mismos que para las

lineas heterdlogas, pero sin los antibidticos de seleccién.

Las células se cultivaron de acuerdo al experimento para el que fueran a usarse, por lo

gue se describiran en los apartados correspondientes.

1.2 Animales

Se utilizo el cerebelo de un ratén hembra C57BL/6), utilizado para el estudio de busqueda
de nuevos moduladores de canales idnicos para el tratamiento del dolor crénico que se lleva
a cabo en el mismo laboratorio. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de
Etica de Investigacion Experimental (CEIE) de la Universidad Miguel Hernandez de Elche, de
acuerdo a las directrices de la Comunidad Econdmica Europea, el Instituto Nacional de Salud
y el Comité para la Investigacién y competencias Eticas de la Asociacién Internacional para el

Estudio del Dolor.
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2 ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA

Para caracterizar bioldgicamente las lineas celulares estables donadas se quiso estudiar si
habian sido construidas utilizando Unicamente la subunidad alfa de los canales Navl.l y
Nav1.6, o si también expresaban las subunidades B1 y/o B2. El hecho de que solo se utilice
para su cultivo un antibidtico de seleccién, hace sospechar que Unicamente expresen la
subunidad alfa, aunque podria ser que el pldsmido utilizado para las subunidades B llevara el
mismo antibiético de seleccién. Para ello se extrajo el ARN total de las 2 lineas celulares
heterdlogas de trabajo, HEKNavl.1wt y CHONavl.6wt. Ademas, utilizamos como control
positivo de expresién, el ARN extraido de cerebelo de ratéon y la linea huésped HEK como

control negativo.

2.1 Extraccion y aislamiento de ARN

Para la extraccién y el aislamiento del ARN se utilizé el kit E.Z.N.A. HP Total RNA Isolation

(Omega Biotek, VWR), siguiendo las indicaciones del fabricante.

El cerebelo de ratén, una vez diseccionado, se mantuvo hasta su uso en una solucion de
PBS con 1% de P/S a 4°C. Las lineas celulares se crecieron en frascos de T25 cm? hasta 100%
de confluencia y el dia del ensayo se levantaron con 1mL de Tripsina / 0.25% EDTA (Gibco) que
fue inactivada con 5 mL del medio completo respectivo. Se utilizé el precipitado de células,

conseguido por centrifugacion a 300g durante 5 min, para la extraccién de ARN.

El cerebeloy las 3 lineas celulares fueron tratados con tampdn de lisis y B-mercaptoetanol
y se disgregaron con ayuda de una jeringa y agujas de 21G, 25G y 27G, haciendo pasar la
mezcla 5 veces con cada grosor. La suspension viscosa se centrifugd, se descartd el precipitado
y la capa de grasa. El sobrenadante se pasé por una columna en la que queda retenido el ARN
y tras varios lavados se eluyd de la columna con agua libre de ARNasas. La pureza vy
concentraciéon de ARN de cada muestra fueron valoradas obtenido por espectrofotometria en
un Nanodrop 3300 (Nanodrop).
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2.2 Amplificacion mediante PCR

La obtencién del ADN copia y la amplificacion de los transcritos se realizaron con el kit
Verso-1-Step RT-PCR ReddyMix Kit (Thermo Scientific), que permite llevar a cabo
simultdneamente y en un solo paso las dos reacciones, retrotranscripcidén y la amplificacién
del ADNCc. Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de las secuencias de ARNm de
SCN1A, SCN8A, SCN1B, SCN1BA, SCN2B, Scnla, Scn8a, Scnlb y Scn2b, se disefiaron utilizando
la herramienta de primer-blast que ofrece la web del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Para la deteccidén y amplificacion de SCN1B y su variante de splicing, B1A, se

utilizaron los cebadores que aparecen en el articulo de Moran et al. %8,

Tabla 4. Protocolo de PCR

Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos

Retrotranscripcion

Inactivacion de la enzima verso

Desnaturalizacion

Hibridacion

Extension (1 min/ 1 kb)

Extension final

Mantenimiento

En las tablas 4 y 5 se muestran, el protocolo utilizado en el termociclador y las secuencias
de los oligonucledtidos forward y reverse, las temperaturas de unidn a sus secuencias

complementarias, y la longitud de los transcritos esperados, respectivamente.
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2.3 Deteccion mediante electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Low Agarose,Conda), utilizando Gel Red (Sigma) como intercalador de bases nitrogenadas y

Gene Ruler 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas) como marcador de tamafio y pesos moleculares.

Tabla 5. Secuencias de los cebadores, Tm y tamaiio del transcrito

Especie Gen Identificacion Secuencia 5'-3' Tm (2C) Tamafo transcrito
F hNavl.1 CTTCCCAAAGGCAACGAGCA 69.5

humano hSCN1A 679
R hNav1l.1 CCAGCGTTGTGGGAGTTGAC 68
F hNavl.6 GGGCGGAAGGACAGAATCAA 68.4

humano hSCN8A 841
R hNav1l.6 AACAGGTTCAGCACCACCAA 65.6
F hNavB1/B1A GGGAGGCTGCTGGCCTTAGTGGTC 75.%

humano hSCN1B 600
R hNavp1 CTATTCGGCCACCTGGACGCCCGT 79
F hNavp1l/B1A GGGAGGCTGCTGGCCTTAGTGGTC 75.1

humano hSCN1BA 400
R hNavp1/B1A GTCCACTACCTCAATGTGGATCTTC 65.7
F hNavp2 GCTACCTCGCCCTGCCTTC 68.3

humano hSCN2B 640
R hNavp2 GGTTGCCTTCACCGTCCGT 69.6
F mNavl.1 ACACTTCAGGGGCTATCGAG 63.2

raton mScnla 737
R mNavl.1 CAGGTCCACAAACTCCGTCA 66.3
F mNavl.6 AGGCCTGAAGACAATCGTGG 66.4

raton mScn8a 817
R mNavl.6 TCTCCTCCCCTTCAGAGAGC 65
F mNavpl AAGATTGCTGCTGCTACGGA 64.9

ratén mSenlb 457
R mNavp1l TGTGGGAAGTGGCCTATGTG 65.9
F mNavf2 TCCTTGGTCCCTCAATCACC 66.2

ratén mSen2b 720
R mNavp2 CAGGCTTCCGGTTACTTGGT 65
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3 FLPR®; POTENCIAL DE MEMBRANA

Entre las técnicas utilizadas para realizar cribados de alto rendimiento en canales idnicos

para el descubrimiento de nuevos farmacos, se encuentran las técnicas Opticas %8

, por
ejemplo, estudios de fluorescencia 1°°. Mientras se ponia a punto el método de patch-clamp
automatico, se decidid probar una técnica alternativa basado en medidas de fluorescencia
para detectar cambios en el potencial de membrana debido a compuestos que modulan o
bloquean canales idnicos dependientes de voltaje. El kit utilizado fue FLPR ® Membrane
Potencial Assay Kit (Molecular Devices). Este método utiliza una sonda fluorescente silenciada
por un guencher. Ante una despolarizacién de la membrana celular, la sonda permea (sigue a
los iones positivos) y se aleja del quencher, comenzando a emitir fluorescencia. Tras una

hiperpolarizacién, la sonda vuelve a salir acercandose al quencher y disminuyendo la sefial

fluorescente.

Este método se ha utilizado para estudiar la funcién de, por ejemplo, TRPV1 y Kv 2%, asi
como Nav 2%, Debido a la propia naturaleza de la técnica consideramos que este ensayo
alternativo nos permitiria un pre-cribado para buscar bloqueadores, ya que los canales de
sodio tienen una cinética de apertura muy rdpida, y la activacidn puede ser dificil de detectar,

siendo por tanto esta técnica valida para ensayos con el canal Nav1.6wt.

Basandonos en la bibliografia y en estudios de aplicacién realizados por los propios
distribuidores del kit, utilizamos como método de despolarizacién Veratridina, un potente
activador de canales de sodio, que actua tanto en la apertura de los canales como en el
mantenimiento del estado abierto y descrito en la seccién sobre los quimicos y toxinas
utilizados.

Se realizaron varias pruebas de puesta a punto, explicadas en el capitulo de resultados. De
forma detallada, el procedimiento experimental fue el siguiente:

Se sembraron placas de 96 pocillos negras con fondo transparente, previamente tratadas

con una soluciéon de Poli-L-Lisina 0.01% (Sigma), a 60000 cel/pocillo en un volumen final de
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100 L. Se incubaron durante 24h a 37 °C y 5% CO,, obteniendo una confluencia por pocillo
del 90%.

Para la lectura de fluorescencia se utilizé un equipamiento que permite la excitacion a 530
nm y la emision a 590 nm (POLARstar BMG LABTECH, Offenberg, Alemania). El dia del ensayo
se prepararon los compuestos a testar, asi como la Veratridina utilizada para despolarizar la
membrana celular, utilizando el tampdn de trabajo del kit FLPR ® Vm. Se reconstituyd un vial
de sonda por cada placa de 96 pocillos con 10 mL de tampdn, y se incubo durante 5 min. Se
anadieron 100 pulL de sonda diluida por pocillo tras haber retirado el medio de cultivo y se
incubd 30 min a 372C y 5% de CO,. Durante el tiempo de incubacidn, se preparé el lector de
fluorescencia, llenando el inyector correspondiente con Veratridina 1mM en 1% DMSO
(partimos de un stock a 100mM en 100% DMSO vy diluimos en el tampdn de medida del kit)
para una concentracion final de 100 uM y 0.1% DMSO (preparado a 10x por que se inyectaran
10 pL en un volumen de 100 uL por pocillo). El protocolo de medida consistié en 20 ciclos
totales, comenzando con una linea basal unicamente con sonda, de 5 ciclos, parada para la
adicion de los compuestos, otra basal de 5 ciclos con los compuestos, inyeccién de 10 uL de
veratridina. Los cambios en la intensidad de fluorescencia se registraron durante 10 ciclos
mas.

Se utilizaron como controles de inhibicién, TTX (Tetrodotoxina) a 50nM y 100 nM y
lidocaina a 100 uM, 500 uM y 1 mM, siendo sus vehiculos tampdn citrato 0.005 y 0.01% y
etanol 0.01, 0.05y 0.1%, respectivamente. Como control de activacidn de canales de sodio fue
ATX-Il (Anemona sulcata Toxina IlI) 100 nM, 500 nM y 2 uM, siendo sus vehiculos agua 0.01,

0.05 y 0.2% respectivamente. Se registra también el efecto de DMSO 0.01% como vehiculo de

la veratridina 100 uM.

El porcentaje de actividad de los canales de sodio fue calculado con la ecuacién:

(Fco—Fci)—(Fvo—Fvi) "

(Fo—Fi)—(Fdo—Fdi) 100 Ecuacidon 1

% Actividad Canal =
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Donde Fco y Fci es la fluorescencia antes y después de la inyeccion de veratridina en
presencia de los compuestos, Fvo y Fvi, en presencia de los vehiculos, Fo y Fi en presencia
Unicamente de la sonda, Fdo y Fdi, en presencia de DMSO, que es el vehiculo de la veratridina.

Los datos crudos fueron trabajados en Excel y Graph Pad Prism y se representaron en
graficos de columnas como media + SEM y se analizaron estadisticamente mediante analisis
simple de las varianzas (ANOVA one-way), seguida de un test de comparacion multiple de
Dunnet, de cada columna con la columna control de la sefial con solucién externa, siendo

P<0.05 indicativo de diferencia significativa. Se obtuvo un nta=3 en un Unico ensayo.
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4 ELECTROFISIOLOGIA: IONFLUX ™ -16

La descripcidon y protocolos generales para la utilizacion del sistema lonflux™ se
encuentran ampliamente detallados en la pagina web de Fluxion-Molecular Devices, por lo

gue aqui se hara una breve descripcion de cada punto.

Puesto que una gran parte de esta tesis doctoral fue la puesta a punto de un sistema
nuevo de medida, en el capitulo de resultados se explica con detalle todos los pasos y opciones
estudiadas del proceso experimental indicando Unicamente en el presente apartado los

protocolos utilizados para la realizacion de nuestros experimentos.

4.1 IONFLUX™: PLATAFORMA AUTOMATICA DE
PATCH-CLAMP

El sistema lonflux™ esta basado en la técnica electrofisiolégica de patch-clamp que
permite registrar corrientes iénicas a través de zonas muy pequefias de membranas celulares

o patchs.

La técnica de patch-clamp o “fijacion de voltaje en parches de membrana” fue
desarrollada por Neher y Sakmann en los afios 70 29224 por la que le fue concedido el Premio
Nobel en Fisiologia y Medicina en 1991. Esta es una adaptacién de la técnica inicial de “fijacion
de voltaje” o voltage-clamp que permitié a Hodgkin y Huxley realizar un modelo de estudio
sobre la generacion del potencial de accidn 2°°2%8, reconocido éste con el nobel de Fisiologia
y Medicina en 1963. A su vez, esto fue posible gracias a las primeras observaciones
experimentales en electrofisiologia, que llevaron a Cole y Curtis en 1938 a proponer a las
membranas de células excitables como circuitos eléctricos equivalentes que se rigen por la
Ley de Ohm 2%,
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Esta técnica consiste esencialmente en presionar la punta de una micropipeta de vidrio
contra la membrana celular y tras la aplicacién de presidén negativa a través de la pipeta,
conseguir un cierre hermético o sello de alta resistencia, del orden de gigaohmnios, conocido
como gigaseal. En este momento la célula se encuentra en configuracién de cell-attached o
célula adherida. A diferencia del voltage-clamp, que utiliza dos electrodos, el patch-clamp
utiliza un solo electrodo y se encuentra en el interior de la pipeta, inyectando a la célula la
corriente necesaria para mantener un potencial de membrana constante. Los cambios desde
el potencial de reposo de la membrana a los voltajes fijados y su retorno al potencial inicial se
registran como corrientes idnicas, a través de un amplificador conectado a la micropipeta. A
partir de la configuracién de cell-attached, una ligera succidn a través de la pipeta rompe el
parche de membrana y se establece un contacto directo entre el interior de la pipeta y el
medio intracelular, momento en el que decimos que la célula ha entrado en configuracién de

whole-cell o célula entera (Fig. 10).

A B
Parche en cell-attached Parche en whole-cell
Electrodo Electrodo
r 4
Micropipeta Micropipeta
V' 4 g y 4
Canal idnico Canal ionico

X _— x

Membrana * Membrana
A 4 celular

SEE

Figura 10. Técnica del patch-clamp. A) Célula en cell-attached y su paso a whole-cell B) Imagen real bajo
microscopio de una micropipeta tocando la membrana de una célula

Esta plataforma permite realizar cribados masivos de compuestos. El equipo consiste en

un “lector” de placas conectado a un ordenador con un software desde el que se controla.

Los pocillos de las placas poseen en el fondo un circuito de canales que los interconecta.

Estos pocillos se utilizan para almacenar todo lo necesario durante el experimento, es decir,
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suspension de células, solucion intracelular y compuestos a testar. El sistema trabaja con 20

células por cada canal amplificador para mejorar la consistencia de los datos y el ratio de éxito.

Una vez en el lector, las placas son selladas introduciéndose los electrodos en los pocillos
correspondientes. El instrumento utiliza presién neumatica que controla el flujo de fluidos, y

la entrada en whole-cell.

El software controla: llenado de canales, sello a las células, rotura de la membrana celular,
y el protocolo de voltaje/presion/fluidos durante la adquisicion de datos. Este programa
también permite la compensacién de parametros como la capacitancia de la membrana,
resistencia en serie y las corrientes de fuga. Por ultimo, el software permite el andlisis de

datos, asi como exportar los resultados vinculados a Excel.

4.1.1 Plataforma Ionflux™-16

El sistema que contiene una interfaz eléctrica y neumatica y 16 amplificadores de patch-
clamp, necesita una fuente de presion y vacio, en nuestro caso aportado por una botella de

Nitrogeno y una bomba de vacio.
4.1.2 Placas

Las placas de trabajo para el lonflux™-16 estdn basadas en placas estandar de 96 pocillos.
La parte inferior de la placa ha sido sustituida por una red de microcanales que interconectan

los pocillos siguiendo un disefio establecido (Fig. 11A).

Cada placa esta dividida en 2 zonas experimentales individuales de trabajo, que constan

de 4 patrones de medida cada una, con 12 pocillos por patrén (Fig. 11A).

Cada patrén incluye 8 pocillos para compuestos, un pocillo para la suspensién de células
(INlet), un pocillo para descartar los fluidos sobrantes (OUTlet), y dos pocillos donde se
insertaran los electrodos de medida, denominados Trampas. Es aqui donde se encuentran las
micropipetas que permitiran atrapar las células y romper la membrana para entrar en whole-

cell, aportando dos puntos de registro de patch clamp independientes (Fig. 11A).
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Existen dos variedades de placas; las placas “Ensemble” o de conjunto, en las que hay 20
micropipetas por trampa (Fig. 11B) que registran un sumatorio de corriente de todas las
células atrapadas, aumentando el ratio de éxito, y la resistencia media generada por las 20
pipetas (habitualmente no llega al GQ), y las placas “Single” o de una sola célula, en las que
solo hay una pipeta por trampa, registrando la corriente y la resistencia debida a un Unico sello

(habitualmente Gigaseals).

TCELL CEL COMPOUNDS
OUTLET INLET

it - -umu.

,m- ool s Aot

Figura 11. Placas de medida del equipo lonflux-16™. A) Esquema de un patrén de medida de una
placa “ensamble” B) Representacidon del canal principal en el que desembocan los microcanales de los
compuestos y las trampas e imagen bajo microscopio de una de las trampas y las 20 micropipetas con las
células atrapadas.

Las placas se comercializan esterilizadas, tratadas, bafiadas en una solucién de peréxido
de hidrégeno y selladas al vacio de forma individual para evitar crecimiento de contaminacién
en la red de microcanales. Cada placa estd marcada con un cddigo de barras Unico, que sera
reconocido por un lector laser manual antes del experimento. Tanto la dispensaciéon como el
almacenaje requieren refrigeracion entre 4-7°C y tienen una caducidad de 3 meses desde su

produccidn.

4.1.3 Software

Se han utilizado las versiones lonflux v.3.0, 3.5, 4.0 y 4.5. En las dos Ultimas, la herramienta
de disefioy ejecucion del experimento y la de obtencidn y andlisis de datos, son dos programas

independientes.

Como se observa en la figura 12, el software de disefio y ejecucién del experimento,

ofrece varias pestaias de control. Setup, para el disefio de la placa y la secuencia del
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experimento; Runtime, que permite ver el experimento a tiempo real, Runtime Data, que

permite ver offline que sucedio en el experimento.

Las imagenes que muestran las ventanas de trabajo del software, se adjuntan como

capturas de pantalla en el Anexo .

Organizacion del experimento o Setup

A) DISENO DE PLACA

En esta seccidn se selecciona la zona de trabajo de la placa (Zona 1 y/o Zona 2). Se pueden
aportar datos sobre el tipo y concentracion de las células utilizadas, las soluciones y cualquier
informacion sobre el experimento que consideremos aclaratoria. Ademas, ofrece una plantilla
tabulada en la que indicar qué compuesto o compuestos, y sus concentraciones, contiene cada
pocillo (hasta 3 compuestos por pocillo, siendo util, por ejemplo, para que consten los
compuestos y sus vehiculos). Se puede escribir y editar directamente sobre la plantilla o

importar/exportar un archivo con formato Excel (Fig. Al-1 del Anexo 1).

B) DISENO DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL

La secuencia del experimento contiene 4 subsecciones: Prime, Trap, Break y Data
acquisition. Todas ellas se explicardn mas adelante cuando se describa el procedimiento
experimental utilizado para los experimentos realizados. Cada subseccidon esta dividida en 2
ventanas con diferentes comandos de edicion con los que disefiar los protocolos (Fig. Al-2). Se

describiran a continuacion los diferentes parametros a editar:

B.1.) Editor de presidn

Determina la presién neumadtica que se ejerce en los pocillos de la placa, la cual es
transferida al liquido de los microcanales que salen del pocillo. Esta presién determina la
magnitud y direccidn del flujo, es decir, presiones positivas (/nlet y C1-C8) que proveen de un
flujo continuo hacia el pocillo de descarte (Outlet) y presiones negativas o de vacio
(Unicamente en las trampas) que permiten que las células queden atrapadas en las

micropipetas y romper la membrana para entrar en whole-cell.
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Con una grafica y comandos para establecer el subprotocolo deseado, se seleccionan,
para todos los canales o pocillos oportunos, los items de secuencia (continuo, pulso, rampa,

series) y los tiempos de dichas secuencias (Fig. Al-3). Las unidades de presion utilizadas son:

e Presiones positivas, psi (pounds-force per square inch): o libra-fuerza por pulgada
cuadrada (1 psi= 6894.5 Pa).
e Presiones negativas o de vacio, inHg: o pulgada de mercurio, (1 inHg oc =

3386.389 Pa).

B.2) Adicién de compuestos

En esta ventana, exclusiva de la fase de Data acquisition, se disefia el protocolo de adicion
de los compuestos (Fig. Al-4).

Una grafica y una tabla nos permiten editar el orden, en qué momento y durante cuanto
tiempo ese compuesto estara bafiando las células. Nos da la opcidn de importar/exportar una
hoja de calculo en formato Excel, lo que facilita los calculos de tiempo. El tiempo total de
adicidon de compuestos, debe coincidir con el establecido en el protocolo de presion.

Ademds, es aqui donde fijaremos la presidén positiva ejercida sobre los pocillos de los
compuestos, es decir, qué presién de flujo soportardn las células. Este punto debe ser
coherente con la presion de flujo del canal principal para evitar que el compuesto se diluya

antes de su llegada a la zona de medida.

B.3) Editor de Voltaje

Determina las secuencias de voltaje aplicadas a la célula, asi como el potencial de
membrana por parte del amplificador. Existe otro modelo de software para realizar

experimentos de “fijacion de corriente” con editor de corriente.
En este caso solo se disefia un protocolo de medida utilizando los items de secuencia
(continuo, pulso, rampa, series y pulsos crecientes) y los tiempos de dichas secuencias, ya que

los electrodos Unicamente se insertan en las trampas (Fig. Al-5).
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e Editor de cursores

Cursores “R”: Son los cursores que registraran la resistencia de la membrana de la célula
y del sello generado. Situando dichos cursores en un pequeno pulso de voltaje, permite ajustar

la linea base durante todo el experimento.

Cursores “Al”: Un cursor medird la corriente de interés y el otro la corriente en la linea
basal. El sistema, automaticamente sustraerd ambos valores y se representardn a tiempo real

durante el experimento en una grafica Intensidad de corriente vs. tiempo.

Para el método de medida, el sistema toma por defecto un solo punto, pero se pueden
seleccionar varios puntos, permitiendo indicar si se toma el punto minimo, maximo o la media
de ellos. Los cursores y el método de calculo se pueden modificar durante el experimento y

en la obtencidn de datos una vez finalizado el ensayo.
e Ratio de registros

Permite seleccionar el nimero de registros que el amplificador graba durante el
experimento. Se indica en registros por segundo, y el nUmero dependerd del tipo de cinética

del canal que estemos estudiando.

B.4) Otros ajustes de Voltaje

Este cuadro de didlogo presenta varias opciones. Comunes para todas las subsecciones
son el voltaje fijado al que se somete a la membrana y el tiempo completo del protocolo de
voltaje. Unicamente para Data acquisition, encontramos el ajuste de la linea basal, y la

compensacion automatica/manual de las corrientes de fuga (Fig. Al-5).

B.5) Controles del amplificador

Estos ajustes son similares a los que se realizan en la técnica de patch-clamp manual.
Permiten compensar pardmetros electrofisiolégicos que afectan a la medida de corrientey a
los registros. Algunos de ellos son aplicados automaticamente, y otros, que aparecerdn en la

ventana control, presentan la opcién de automatico o manual (Fig. Al-6).
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e Componente rapida de la capacitancia, Crast

Elimina la corriente capacitiva debida a la conexion del amplificador al electrodo. Se suele
llamar capacitancia de la pipeta. Este valor se corrige automaticamente antes de comenzar el

experimento.
e Junction Potencial, J,

Es un potencial de difusidn generado por la transferencia idnica una vez que las soluciones

interna y externa entran en contacto. Se corrige de forma automatica tras la fase de Prime.
e Resistencia de corrientes de fuga, Rieak

La compensacion de las corrientes de fuga, debidas a la ligera despolarizaciéon de la
membrana celular por encima del umbral, es posible hacerla offline una vez terminado el

experimento, siendo esto recomendable para poder disponer también de los datos crudos.
e Componente lenta de la capacitancia, Csiow

Es la capacitancia de la membrana de la célula, Cm. Estas corrientes capacitivas, o
transientes, solo se observan cuando la célula ha entrado en whole-cell, y se compensaran de
forma automatica o manual una vez que se han estabilizado los sellos y las corrientes que se

desean registrar.
e P/n, compensacion de artefactos

Es muy probable que una pequefia parte de la transiente capacitiva permanezca, aunque
se compense la Cm. Esto es debido a que el amplificador utiliza una constate de vida media
tau t= 200us y una amplitud que puede ser ajustada. Esta parte no compensada puede ser
eliminada automaticamente usando una rutina de tipo P/n, es decir, se aplican una serie de
pulsos de voltaje conocido, el amplificador registra los artefactos y estos son extrapolados y
restados de cada sweep medido durante todo el experimento. Se puede dejar indicado que se
compense de forma automatica o hacerlo manualmente durante el experimento, aplicandose

en el siguiente registro de corriente tras modificarlo.

62



ELECTROFISIOLOGIA: IONFLUX" -16

e Resistencia en serie, Rseries

La resistencia en serie es la suma de todas las resistencias entre el amplificador y la
membrana de la célula. Del mismo modo que Csow, €s posible corregirla de forma automatica
o manual una vez que los sellos y corrientes son estables y siempre tras haber compensado
Cslow

e Ganancia del amplificador

La ganancia o sensibilidad del amplificador es una relacion entre la magnitud a mediry la

sefial que capta el equipo. Se ajusta manualmente y se recomienda una ganancia baja durante

todo el experimento, excepto si se obtienen sellos de mas de 5 MOhm.

Ejecucion del experimento
Para la ejecucion del experimento se debe cargar un archivo con extensioén .IET (lonflux

Experiment Template) que habremos disefiado con anterioridad.

Una vez comenzado el experimento, se irdn sucediendo las 4 subsecciones que serdn
explicadas detalladamente mas adelante, cuando se indique el procedimiento experimental
seguido para esta tesis doctoral. Brevemente y de forma general, el experimento comienza
por el Prime, en la que se llenaran todos los microcanales con sus respectivos liquidos,
después, durante el Trap, empezara a fluir la suspension de células desde el pocillo “IN” hasta
el “OUT” pasando por las trampas y quedardn atrapadas en las micropipetas por succion de
estas, en Break se lograra romper el parche de la membrana llegando a célula completa y
entrara en ultima subseccidn de Data acquisition, donde los compuestos irdn bafiando las
células en el orden y durante el tiempo indicado, aplicdndose los pulsos de voltaje disefiados
y registrando los cambios en la intensidad de corriente entre el exterior y el interior de la

célula.

Todos los pasos se pueden seguir mediante una grafica a tiempo real Resistencia vs.
Tiempo o Incremento de Corriente vs. Tiempo, teniendo ademds la opcidn en la seccién de
adquisicién de datos de desplegar una grafica de Intensidad de corriente en la que veremos la
intensidad en cada uno de los pulsos de voltaje a tiempo real, y que son los barridos que
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podremos estudiar una vez haya finalizado el experimento, offline. Esta grafica a tiempo real
consume muchos recursos del ordenador y se ha comprobado, como aconsejan los
fabricantes, que los experimentos dan mejor resultado si no se activa. En este momento, una
vez que los sellos son estables, y vemos que los registros de la corriente o resistencia son
coherentes, podemos modificar algunos ajustes del amplificador, Csiow, P/N Y Rseries, COMO ya

se indico en el apartado correspondiente.

Obtencion de datos crudos o DATA ANALYZER
Existe, a disposicidn del usuario, un manual, que encontramos en version para imprimir o
en version interactiva, por lo que se explicara de forma general y resumida las opciones de

esta herramienta.

Una vez cargado el archivo seleccionado, aparecera una grafica Incremento de Intensidad
vs. Tiempo del experimento, con los datos de las dos trampas de cada uno de los patrones que
hayan entrado en experimento, con un cddigo de colores, pudiendo destacar el curso de una
o varias trampas. Existe una ventana de andlisis de eventos, desde la cual ordenamos que se

destaque el comienzo y final de la adicidon de cada compuesto (Fig. Al-7).

La grafica Al vs. Tiempo, estd vinculada a los barridos realizados durante todo el
experimento, con los pulsos de voltaje disefiados. Estos barridos se pueden ver abriendo la
ventana de “real time sweeps”, apareciendo una grafica con los datos de cada trampa, en un
sweep determinado. (El que esté marcando el cursor de seleccion de la grafica Al). Asi mismo,
lo que se vera reflejado en la grafica Al, serd el incremento entre los valores de la intensidad
de los dos cursores que aparecen en la grafica del sweep (Fig. Al-8A), que podemos mover

segln lo que deseemos ver.

Este es el momento de realizar la sustraccion de las corrientes de fuga mediante la opcidn

de “offline leak substraction”, ajustandose las graficas a la linea basal de corriente.
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Para seguir determinados eventos simultdneamente existe la posibilidad de superponer
esos barridos en una sola grafica de “sweep overlay”. Admite hasta 14 sweeps de una o varias

trampas (Fig. Al-8B).

Todas las graficas tienen un desplegable con el que podemos modificar los colores, el

grosor de las lineas, la escala de los ejes, copiar las gréficas o guardarlas como imagen, etc.

La ventana de andlisis de eventos, permite seleccionar aquellos que consideramos de
interés, siendo, por ejemplo, un Unico punto, o la media de varios puntos elegidos, y cuantos
segundos después de la adicion de cada compuesto (Fig. Al-7). La tabla de analisis que
obtenemos dara informacion relevante como es el nimero del evento (C1-C8) y el patrdon al
gue pertenece (P1-P8), el nombre del compuesto y la concentracidn (si ha sido indicado en el
setup de la placa), la intensidad de corriente, la resistencia y la trampa (T1 o T2) a la que se
refiere. Se dala posibilidad de crear una plantilla de andlisis en Excel, que recuerde los eventos

de interés para futuros experimentos (Fig. Al-7).

Una vez que tenemos los eventos en las graficas, se procede a exportar los datos desde
una ventana multiopcidn que permite diferentes formatos: Excel, PCclamp Clampfit y CSV. Es
posible exportar los datos de los barridos deseados o de los cursores de interés. En el caso de

las tablas de analisis de eventos, solo se ofrece la posibilidad de exportar en Excel.
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4.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Células y Soluciones

Células

El cultivo de las células y su manejo pre-experimento es uno de los puntos clave de esta
tesis. Tras una larga puesta a punto, detallada en la seccién de resultados, concluimos que las
células debian crecerse en frascos de cultivo de 175 cm?, durante un minimo de 48 horas, a
37°C y una atmdsfera de CO; del 5%, hasta un maximo de confluencia de 90% para las lineas
celulares CHO y CHONav1.6wt y un 60% de confluencia para las HEK y HEKNav1.1wt. El dia del
experimento, las células se lavaban con PBS 1X sin Ca®* y sin Mg* (PAA Laboratories GmbH),
por duplicado, para retirar todo el medio y las sustancias de desecho, y se incuban durante 30
minutos a 37°C y 5% de CO; con 10 mL de Detachin™ (Genlantis). Detachin™ es una solucidn
enzimatica utilizada igual que la tripsina, pero que contiene la proteasa que rompe la
adherencia de las células con la superficie y entre ellas y su inhibidor. Tras el tiempo de
incubacion, observamos las células al microscopio para comprobar que la presencia de
agregados es minima y se recoge la suspensién celular. Esta se centrifuga a 800 G durante 1
minuto, y el precipitado de células se resuspende con 10 mL de medio CHO-S_SFM Il con L-
glutamina (Serum free médium for suspension CHO) (Gibco), 25 mM de HEPES acido, 1% P/S.
Esta suspension se lleva a un frasco T25 cm? y se mantiene durante 2 horas en agitacion orbital
a 150 rpm, a temperatura ambiente. Durante las dos horas de agitacion, se realiza un
protocolo de cloracién e hidratacion de los electrodos del equipo, se preparan los compuestos
a testar, se lava la placa del perdxido de hidréogeno que contiene, con agua bidestilada a
presion manual 3 veces, y mediante un protocolo de lavado que introduce agua en todos los
microcanales. En este momento se hace un recuento del nimero de células que tenemos en
agitacidn para predecir la dilucién que necesitaremos después. Una vez que la placa esta
limpia, se aflade a cada pocillo el compuesto o las soluciones correspondientes, para efectuar
un protocolo de Preprime de 5 minutos, en el que se llenan todos los microcanales con los
liquidos oportunos. En el pocillo “IN” donde iran las células se afiade solucidn externa Durante

ese tiempo, retiramos las células de la agitacién y tras comprobar bajo el microscopio que no
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hay presencia de agregados, se recogen y se centrifugan 1 min a 800G para eliminar el medio.
Se hacen dos lavados con 3 mL de solucidén externa y centrifugacion 1 min a 800G, y se
resuspende en solucidn externa hasta 2,5-3,5-10° cel/mL para la linea HEK y su heterdloga y
hasta 4-6-10° cel/mL para CHO y su heterdéloga. Es decir, 6-8:10° y 1-1.5-10° células, en 250 pL,
por pocillo, respectivamente. Los lavados se efectian con maximo cuidado, sin hacer burbujas
y sin excesivos pases de las células por las puntas de pipeta para no dafiar las membranas. Una
vez terminado el Preprime, se extrae la placa del lector, se retira la soluciéon externa de los
pocillos “IN” y se afiaden 250 pL con las concentraciones anteriormente indicadas. Las células
deben estar el menor tiempo posible en solucion externa entre la retirada de agitacion y el
comienzo del experimento por lo que es recomendable haber cargado ya el archivo del
protocolo necesario (explicado detalladamente mas adelante), segln la linea celular y el tipo
de registro deseado, importado desde Excel el archivo de trabajo de la plantilla de la placa y
el orden vy el tiempo de adicién de compuestos. Una vez cargadas las células, se inserta la placa

en el lector, y se procede al inicio del ensayo.

Soluciones

Para estudiar la funcién de canales idnicos mediante técnicas electrofisioldgicas, se
utilizan soluciones que simulen las condiciones fisiolégicas de las células, teniéndose en
cuenta la composicion quimica, la osmolaridad y el pH. Las soluciones recibirdn el nombre de
“Solucidn externa o extracelular” (aparecerd referida como buffer en el texto y/ las graficas)
ya que sera aquella que bafa las células y “Solucién interna o intracelular”, la que vaya a estar
en contacto con el citoplasma celular. Una vez sabido esto, el otro punto a tener en cuenta es
que tipo de corriente idnica queremos medir. Cuando se trabaja con sistemas de canales
recombinantes, a menudo se pretende medir Unicamente la corriente debida a un ion
concreto, de este modo, se sustituyen los iones fisioldgicos por otros isovalentes de peso
atémico aproximado.

Tras probar diferentes soluciones externas e interna, finalmente se opté por aquellas que
ofrecian mejores resultados y eran validas, tanto para HEKNav1.1wt como para CHONav1.6wt.

En las soluciones testadas el ion mayoritario de la solucién externa es Na*, nuestro cation de
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interés y el Cs* en la solucidn interna, que sustituye al K* por si se expresara algun canal de

potasio de forma enddgena.

En la tabla 6 se muestra la composicién de ambas soluciones:

Tabla 6. Soluciones de trabajo

Solucion externa 320 mOsm pH 7.4 Solucion interna 315 mOsm pH 7.2

NacCl 137 mM NacCl 5mM
KCl 4 mM CsF 100 mM
MgCl, anhidro 1mM CsCl 45 mM
CaCl, « 2H,0 1.8 mM | HEPES acido 10 mM
HEPES acido 20mMm . EGTA 5 mM
D-glucosa 10 mM

Las dos soluciones se preparan siguiendo los mismos pasos y siempre con agua bidestilada
(Milipore) para evitar el aporte de iones no deseados, que se utiliza también para aclarar todo
el material a utilizar. Tras afiadir todos los componentes en un vaso de precipitados con agua,
la disolucidn siempre resulta acida debido al HEPES &cido (acido 4-(2-hidroxietil)-piperazine-
1-etanosulfénico), por lo que debe ajustarse el pH con el hidréxido del ion mayoritario, siendo
en nuestro caso NaOH hasta pH 7.4 para la solucién externa y CsOH hasta pH 7.2 para la
solucién interna. Se mide la osmolaridad de la disolucion final con un Osmémetro (Osmomat

030, Gonotec).

4.2.2 Protocolos de registro y analisis de resultados

Cémo ya se ha dicho en la descripcidn del software, se deben disefiar las 4 fases de las
gue consta el experimento, ajustando la presidn y/o vacio, y los voltajes. En las fases de Prime,

Trap y Break, los valores dependeran de la linea celular, pero se mantendran constantes

68



ELECTROFISIOLOGIA: IONFLUX" -16

independientemente del protocolo de adquisicion de datos. Indicaremos a continuacion los

subprotocolos utilizados para esta tesis doctoral.

Prime

El objetivo de esta fase es completar el llenado de los microcanales con sus respectivos
fluidos, por lo que se aplicaran presiones positivas y un pulso de voltaje Unicamente para
comprobar si los electrodos estan conectados. Las células aun no entran en juego por lo que

esta fase es comun sea cual sea la linea celular a estudio.

La duracién total del Prime serd de 55 s. Ajustaremos a una presiéon de 5 psi en los pocillos
de compuestos y las trampas durante 20 s, 30 s mas a 2 psi, alargando los 2 psi durante 5 s
mas Unicamente en las trampas y de 1 psi en el canal principal durante 30 s y de 0.4 psi otros
15 s. El pulso de voltaje tendrd una linea base a 0 mV durante 50 ms, seguido de 50 ms a 20

mV, y otra de nuevo basal otros 50 ms (Fig. Al-9).

Trap

En esta segunda fase, la suspensidn de células depositada en el pocillo “IN” de la placa, es
empujada mediante presidn positiva a lo largo del canal principal hacia los pocillos de las
trampas, donde se encuentran las 40 micropipetas ejerciendo una presion inversa. Al paso del

flujo de células por las trampas, éstas quedan atrapadas formando los sellos deseados.

Esta fase ya se ve condicionada por la morfologia de la linea celular utilizada. Asi, para las
lineas HEK y HEKNav1.1wt, células de mayor tamafio y que tienden a formar agregados, la
duracién total del Trap es de 135 s. Las trampas ejercen un vacio constante de 7 inHg durante
los 135 s. En el canal principal se aplican 25 pulsos de 0.2 psi 0.5 s y antes y después de los
pulsos una linea base de 0.1 psi durante 5 s. Con estos pulsos repetidos se consigue que las
células se detengan al pasar por las micropipetas favoreciendo el sello (Fig. Al-10). Para las
lineas CHO y CHONav1.6wt, células de menor tamafio, morfologia mas redondeada y que no

se agregan, es suficiente con 105 s de Trap, de los cuales, 30 s se ejerce un vacio de 6 inHg, y
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los otros 75 s se baja a 5 inHg. El nUmero de pulsos del canal principal se reduce de 25 a 19,
siendo los valores de presion igual que para las células mas voluminosas (Fig. Al-11). El pulso
de voltaje para ambas lineas conlleva un potencial de membrana basal fijado en -80 mV, donde
nos aseguramos que los canales estudiados no estan activados y un pequefio salto a -90 mV

para monitorizar los cambios de la resistencia del sello (Figs. Al-10 y Al-11).

Break
Una vez que se han hecho los sellos, se entra en whole-cell rompiendo el parche de la
membrana y accediendo al interior celular. Esto se consigue ejerciendo una succidon

ligeramente mayor a la de la fase anterior.

La presion inversa ejercida en esta fase también depende de la linea celular a estudio. Asi,
para las HEK y HEKNav1.1wt, el subprotocolo dura 30 s en el que se aplican dos pulsos de
succién con los siguientes valores, 5 s de 7 inHg, 5 s de 10 inHg, baja durante 5 s a 6 inHg, se
incrementa hasta 14 inHg durante 10 s y se mantiene a 5 inHg durante 5 s mas (Fig. Al-12).
Para CHO y CHONav1.6wt esta fase también dura 30 s, pero con un Unico pulso de 5s a 5 inHg,
10 s succion a 10 inHg y de nuevo a basal de 5 inHg durante 15 s (Fig. Al-13). El pulso de voltaje
disefiado igual para ambas lineas, puede mantenerse como en la fase de trapping o incluir el
protocolo tipico para estudio de canales de sodio, con el que se mantiene a la membrana en
un potencial de 90 mV 10 ms, se hiperpolariza a 120 mV durante 100 ms asegurandonos de
gue todos los canales de sodio estdn cerrados, despolarizamos al potencial de maxima

corriente en las curvas |-V, a 30 mV durante 30 ms y se vuelve a 90 mV 30 ms mas.

Data Acquisition

Durante la ultima fase, los compuestos en los reservorios de C1-C8, bafian las células y se
efectua el registro de corrientes. Por este motivo los ajustes de presién deben centrarse en
gue el flujo de los compuestos y del canal principal no arrastren las células retenidas en las
micropipetas de las trampas y por tanto también dependerd de la linea celular a estudio.
Ademds, las corrientes de flujo laminar del canal principal y de los compuestos circulan al
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mismo tiempo en dos niveles, por lo que hay que asegurarse de que no haya difusién y no se
diluyan los compuestos. El tiempo de aplicacion marcara la duracién del experimento por lo
gue estara condicionado con el tiempo de liberacién de los compuestos programado en la

| "

misma ventana del “editor de presion”, y que dependerad del experimento y/o de los
compuestos a estudiar (ya explicado en la seccion de “disefio del protocolo experimental”).
De forma general, para las lineas HEK y HEKNav1.1wt el canal principal tendra una presién
positiva de flujo de 0.15 psi y en las trampas una presién de succion mantenida de 5 inHg (Fig.
Al-14A) Para las CHO y CHONav1.6wt, la presion del canal principal sera igual, pero en las
trampas, la presion negativa bajara alos 100 s a 4 inHg debido a su menor tamafio (Fig. Al-14B

En todos los casos, la presidn positiva del flujo de compuestos que se ajusta en el editor de

compuestos, sera de 6 psi.

Para esta tesis doctoral se han realizado diferentes protocolos experimentales que se
describiran de forma independiente en los siguientes apartados: caracterizacidn
electrofisiolégica y farmacolégica de las lineas, cribado masivo de la libreria de compuestos y

estudio de los candidatos seleccionados.

A) AMPLITUD DE CORRIENTE Y CURVAS DE ACTIVACION E INACTIVACION

La amplitud de corriente se obtiene graficando la corriente que cruza la membrana
celular en cada valor del potencial de membrana. Estas graficas se llaman curvas corriente-
voltaje o |-V y responden a la Ley de Ohm ya que la célula y el equipo de medida actian como
un circuito equivalente. Estos datos nos permitiran saber a qué potencial la corriente idnica a
través de la membrana es maxima. Para ambas lineas se aplicaron subprotocolos de pulsos

despolarizantes de 10 mV durante 20 ms desde 90 mV hasta +50 mV (Fig. Al-15A).

Las curvas de activacion vienen dadas por la relacion entre la conductancia normalizada

y el voltaje. La conductancia G, se obtiene utilizando la siguiente férmula:

I

C= ~w

Ecuacion 2
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dénde G es la conductancia, / es el valor de la corriente medida para cada pulso de voltaje

V'y Veq s el potencial de equilibrio del Na* dado por la ecuacion de Nernst:

RT ct
Veg = ——In= Ecuacién 3
q z,F s

siendo z la carga del ion Na*, c. es la concentracién intracelular de Na* (en la solucién

interna) , cg es la concentracion extracelular de Na* (en la solucidn externa). El valor de RT/F
a 25°C es 25.6 mV.

Las curvas G/Gmsx-V, se ajustaron a la ecuacién de Boltzmann:

Gt
1- min
G _ Gmin + ( Gméx) E .,
= Zg(V—Vge) cuaciéon 4
Gméx max g 0.5

(1+e” KT )

dénde Gnex es la conductancia maxima obtenida, Gmin es la conductancia minima
obtenida, Vs es el voltaje requerido para activar la mitad de la conductancia maxima, z4 es la

carga de apertura, T es la temperatura absoluta y K es la constante de Boltzmann.

Las curvas de inactivacion se obtuvieron aplicando un protocolo de pulsos

despolarizantes de 10 mV desde -90 mV a +50 mV durante 100 ms, tiempo suficiente para

asegurar la inactivaciéon de los canales Nav. El pulso de medida inmediato posterior fue de 50

ms a - 30 mV para HEKNav1.1wt y CHONavl.6wt y -10 mV para CHO (Figs. Al-15B y Al-15C).

Las curvas I/Imsx-V se ajustaron a la ecuacién de Boltzmann:

_Imin
I _ Imin _I_ (1 Iméx) E i6n'5
L Lo ZgW—Vg5) cuacion
(1+e KT
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donde Imgx es la intensidad maxima obtenida, Imin s la intensidad minima, Vo5 es el voltaje
requerido para inactivar la mitad de la corriente maxima, z, es la carga de apertura, T es la

temperatura absoluta y K es la constante de Boltzmann.

B) CONTROLES, DETERMINACION DEL FACTOR Z Y CRIBADO NIHCC

Para registrar la actividad de las moléculas de la libreria NIHCC seleccionada para el
cribado (detalles en el apartado de Quimicos), se disefié un protocolo de medida de un Unico
pulso por sweep. Se mantenian las células a -90 mV durante 100 ms, despolarizando a -30mV
durante 20 ms y se regresaba a potencial mantenido de -90 mV otros 30 ms. Debido a la corta
duracién de los pulsos, intrinseco a la rédpida cinética de los canales de sodio, el ratio de
registros para estos experimentos era de 10 KHz. Con una frecuencia menor, podria perderse
informacion de las medidas (Fig. Al-16). Los compuestos (C1-C7) bafiaban a las células durante
60 s, y un lavado con buffer entre ellos de 60s (C8), comenzando la adicion de C1 a los 360 s

para permitir la estabilizacion de los sellos (Fig Al-18)

Este mismo protocolo de voltaje se utilizd para elegir los activadores y bloqueadores de

canales de sodio que queriamos como controles, y estudiar el factor Z.

Este factor Z, es una medida estadistica del efecto del tamafio de una poblacion,

indispensable para los cribados de alto rendimiento %19, siendo su ecuacion:

3(SDymax+SDmin)
Z=1- e TR Ecuacion 6
IMediag,—Mediain|

Donde, SD se refiere a la desviacién estandar, de los valores de sefial maxima con solucién
externa y minima con lidocaina 1mM, un blogueador suave similar a los compuestos que
podrian seleccionarse como candidatos, y sus medias. Se tomaron valores de incrementos de
corriente con solucion externa y con lidocaina, de la misma placa (explicado en la seccion de

resultados). Ademas, estos valores se representaron utilizando GraphPad, normalizando a un
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100% de actividad la sefial con la solucion externa, y analizado estadisticamente utilizando un

test t de Student, siendo P< 0.05 estadisticamente significativo.

Para el andlisis de los datos crudos obtenidos en tablas de Excel desde la herramienta de
“Data analyzer”, se calculd el drea bajo la curva del registro desde el momento en el que
comienza el pico de corriente hasta el final del barrido, ya que nos permite observar efectos
remanentes de los compuestos testados. El drea se calculé como un sumatorio de cada valor
de la intensidad de corriente (ordenadas) durante el tiempo precisado (abscisas). El valor
global obtenido fue relativizado, por division, al valor obtenido en el momento inmediato
anterior a la adicién del compuesto, en el que se habrd aplicado solo solucién externa y sera
nuestro valor basal de corriente. Asi obtendremos valores iguales, mayores o menores de la
unidad. A esto lo llamaremos Actividad Relativa del Canal e indicara si es igual a uno, que el
compuesto no modifica la actividad del canal, mayor que uno estaremos ante un activadory

menor que 1 ante un bloqueador.

ivi : N Iint
Actividad Relativa Canal = (=1 1288) compuesto

= (2?,21” 20) Ecuacion 7

solucion externa

Para normalizar esta Actividad Relativa, ajustamos todos los valores obtenidos entre 0%
gue serd la seial obtenida con TTX 100 nM ya que es nuestro control de bloqueo completo, y
100% que sera la maxima actividad del canal en condiciones normales. Asi obtendremos el %
de la Actividad Relativa del canal y nos servira para, de forma rapida, visualizar la actividad de

todos los compuestos del cribado.

Actividad compuesto— Actividad Trx

* 100 | Ecuacion 8

% Actividad Relativa Canal =
/0 Actividad go1ycion externa— Actividad 71y
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Los datos de la actividad relativa del canal como su valor normalizado se ajustaron a
graficas de columnas. Para aquellos experimentos en los que se obtuvieron réplicas, los datos
fueron trabajados estadisticamente mediante analisis simple de las varianzas (ANOVA one-
way), seguida de un test de comparaciéon multiple de Dunnet, de cada columna con la columna

control de la sefial con solucidn externa. Se representd la media £ SEM.

C) ENSAYOS DE DOSIS-RESPUESTA

Los protocolos de los pulsos de voltaje fueron los mismos que para el cribado de los
descritos en el apartado B (Fig. Al-16). La adicién de compuestos se modifico ligeramente,
siendo ahora el lavado con buffer de 120 s y adelantando a 300 s el comienzo de la adicion de

C1 (Fig.Al-18).

Los datos crudos obtenidos con la herramienta del “Data analyzer”, fueron trabajados en
Excel y Graph Pad Prism, para obtener la Actividad Relativa del Canal y el % Actividad Relativa
del Canal, siguiendo las ecuaciones anteriores. De la misma forma se representaron en
graficos de columnas como media £ S.E.M y se analizaron estadisticamente mediante analisis
simple de las varianzas (ANOVA one-way), seguida de un test de comparaciéon multiple de
Dunnet, de cada columna con la columna control de la sefial con solucidon externa, siendo

P<0.05 indicativo de diferencia significativa. En todos los casos se mantuvo un nta29 y N23.

Para el caso de la dosis-respuesta de TTX, buscamos la ICso, por lo que, ademds de
representar los datos en graficos de columnas, representamos como una ecuacién sigmoidea

ajustando, los valores normalizados, a la ecuacion logaritmica de Hill:

1
(1+10 (X—“’glcso))nH

% Actividad Relativa del Canal = Ecuacion 9

Ddnde, ICsp es la mitad de la maxima concentracién inhibitoria y ny es el coeficiente de
Hill que describe la cooperatividad de la unién del ligando. En este caso se obtuvo niota>7 con

N=3.
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5 QUIMICOS

Las neurotoxinas y fdrmacos que tienen como diana los canales de sodio se pueden incluir
en distintos grupos segun sus sitios de unién 37 211, En la tabla 2 que se muestra en la

introduccioén, se profundiza en esa clasificacion.

5.1 Lidocaina

La lidocaina o lignocaina es un anestésico local y un agente antiarritmico, del tipo
aminoamida, que fue sintetizado y comercializado por primera vez en los afios 40. Esta
molécula anfipatica actia cémo bloqueador de canales de sodio dependientes de voltaje. Su
anillo aromatico hidrofilico permite su paso a través de la membrana de las célula y su grupo
amino hidrofilico es el responsable de la unidn al canal ?'2. Se ha descrito el sitio 9, los
segmentos S6 de 3 dominios de la subunidad alfa del canal, DI, DIl y DIV, como el de unién a
anestésicos locales, anticonvulsivos, antiarritmicos y antidepresivos 37213, A diferencia de la
Tetrodotoxina, tiene una interaccién similar con todos los Nav, ya sean cardiacos, nerviosos o
de musculo esquelético !4, aunque es efectiva a diferente orden de magnitud segun uso,
siendo entre 5-20 uM 21> 216 |35 concentraciones usadas como antiarritmico y >100 uM usado

como anestésico local 217218,

El stock de lidocaina (Sigma) fue preparado a 1ImM en 100% etanol absoluto (Sigma) y
utilizado a diferentes concentraciones segun el ensayo lo que se indicard en el apartado de

resultados correspondiente.

52 TTX

La tetradotoxina 6 tetrodotoxina, TTX, es una neurotoxina hidrofilica por su estructura
triciclica con un grupo guanidinio cargado positivamente a pH fisioldgico, entrando por este
motivo en el grupo de toxinas guanidinas (Fig. 12). Inicialmente se dio a conocer por el animal

del que proviene, el pez globo o fugu, 121 especies que pertenecen a la familia
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Tetraodontidae, y de ahi su nombre. A pesar de esto, se ha visto que los peces globo criados
en cautividad no la producen y se ha detectado su presencia también en otros animales
marinos, como algunos pulpos o peces gobios y ciertas especies de anfibios como los tritones
e incluso en algunas bacterias, por lo que se sospecha que la TTX podrian adquirirla a través
de la cadena alimentaria, sufriendo sus canales de sodio mutaciones adaptativas para ser

resistentes a TTX 219,

Esta potente neurotoxina, mimetiza el ion sodio hidratado, uniéndose con una alta
afinidad (Kd= 10 "1° M) al sitio 1 de los canales Nav, es decir, en los p-loop extracelulares de los
4 dominios del canal. Se forma un enlace idnico entre el grupo guanidinio y la carga negativa
de un glutamato, provocando cambios conformacionales en la proteina, quedando la toxina
unida electrostaticamente al canal abierto ocluyendo el poro e impidiendo la entrada de sodio

a la célula excitable y por tanto la generacién y propagacion del potencial de accién 3¢ 37220,

Figura 12. Estructura molecular de la TTX

Las 9 isoformas de la familia de canales de sodio dependientes de voltaje pueden
clasificarse segln su sensibilidad a TTX y su influencia en los pardmetros biofisicos de estos
canales estd ampliamente estudiada 3% 74 211221 por este motivo hemos utilizado esta toxina

para la caracterizacion farmacolodgica de nuestras lineas celulares (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas de los canales Nav1l.1 y Nav1.6. (Adaptado de Vacher et al.,2008;
Clare et al., 2005; Goldin, 2001; Mantegazza et al., 2012 27:32:34)

Proteina Gen Cromosoma Tejidos Localizacion subcelular TTX IG5,
Navl.1l SCN1A 2q24.3 Cerebro, espina dorsal Soma, dendritas, alglin axén 5-10 nM
. . ; . 2-10nM

Navl.6 SCNSA 12g13.13 Cerebro, espina dorsal, glia, DRGs Axon, Somatodendritas

La tetrodotoxina (Abcam, Cambridge, UK) fue obtenida cumpliendo todos los
procedimientos legales asociados a toxinas y otras sustancias con alto riesgo bioldgico. El stock
de tetrodotoxina fue preparado resuspendiendo el liofilizado, en campana de gases, a 1mM
en 100% tampdn citrato a pH 4.8 (Sigma) y utilizado a diferentes concentraciones segun el

ensayo.

5.3 Veratridina

La veratridina es un alcaloide derivado de esterdides que se obtiene de plantas de los
géneros Veratrum y Schoenocaulon, ambos pertenecientes a la familia Melanthiaceae. Esta
molécula pertenece a una clase de neurotoxinas lipofilicas que incluye la batracotoxina,
aconitina, grayanotoxina y algunos insecticidas 47 2 222, Estas toxinas son llamadas
activadores o agonistas de canales de sodio ya que promueven su apertura por
despolarizacion del potencial de reposo de la membrana. El mecanismo de cdmo actlan estas
toxinas es aun desconocido , pero estudios de mutagénesis parecen indicar que, por ejemplo,
para la veratridina y la BTX, el sitio 2 en los segmentos S6, es el sitio de unién a la subunidad
alfa de los Nav y resulta estar muy proximo al de algunos fdrmacos como anestésicos locales,

antidepresivos o antiepilépticos 3.

La veratridina (Abcam, Cambridge, UK), fue obtenida cumpliendo todos los
procedimientos legales asociados a toxinas y otras sustancias con alto riesgo biolégico. Se
recibid liofilizada y fue resuspendida en campana de gases, con DMSO estéril, a una
concentracién de 100 mM. Se utilizé a distintas concentraciones segln el experimento a

realizar y se indicard en el parrafo correspondiente.
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5.4 ATX-II

Quisimos aprovechar la oportunidad de que nuestra linea HEKNavl.1lwt se hubiera
utilizado en el estudio de la actividad de distintas toxinas de anémonas marinas sobre Nav1.1-
Nav1.6 %>, Segun los resultados obtenidos en este estudio, se decidié tomar como uno de los
controles positivos de activacién de Nav, la ATX-1l, péptido obtenido de la Anemona sulcata.
Esta toxina tiene por sitio de unién el giro extracelular S3-S4 del dominio IV del canal de los
canales de sodio dependientes de voltaje, conocido como sitio 3, lo que retrasa la inactivacidn

y por tanto prolonga el potencial de accién.

ATX-lIl (EMD Millipore), fue obtenida cumpliendo todos los procedimientos legales
asociados a toxinas y otras sustancias con alto riesgo bioldgico. Se recibid liofilizada y fue
resuspendida en campana de gases, con agua bidestilada estéril, a una concentracién de

100uM. Se utilizd a distintas concentraciones segun el experimento.

5.5 NIHCC; National Institute of Health Clinical Collection

Esta quimioteca estd compuesta por 747 pequeiias moléculas bioactivas, que, o bien son
ya fdrmacos genéricos libres de patente, o son farmacos potenciales que han estado en fases
I-Ill de ensayos clinicos, habiendo superado las pruebas de farmacocinética y
farmacodindmica, asi como los perfiles de seguridad toxicoldgica. Esta coleccidon de moléculas
pertenece al NIH Roadmap Molecular Libraries Screening Centers Network (MLSCN), una
iniciativa del Instituto Nacional de salud de Estados Unidos para favorecer el descubrimiento
de nuevos usos terapéuticos de moléculas ampliamente conocidas y facilitar un punto de
partida para la optimizacién de la quimica médica. Toda la informacién esta disponible en la

pagina web del NIH (https://mlsmr.evotec.com/MLSMR HomePage/contacts.html)

Estos 747 compuestos se almacenan en placas especiales de 96 pocillos a una
concentracion de 10 mM 100% DMSO, distribuidos en dos series, NGP 104-01 a 104-06 (456
moléculas) y NGP 201-01 a 201-04 (291 moléculas). En el cribado fueron testados a 100 uM y
1%DMSO, por adicion de 2.5 pL a un total de 247.5 plL de solucidn externa anadidos previamente

a los pocillos de la placa de trabajo.
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Los 4 candidatos seleccionados para validacién (véase la secciéon de resultados), fueron

obtenidos de Tocris:

Amlexanox es un farmaco que ha sido utilizado, durante 20 afios, de forma oral, para las
Ulceras bucales. Ademas se ha visto que es un inhibidor de la sintesis y liberacién de algunos
mediadores inflamatorios 223, inhibidor de la sintesis de histamina, por lo que parece tener
actividad antialérgica en ratas 22% 22>, Un estudio propone el Amlexanox como tratamiento
para enfermedades de origen genético ya que es capaz de “corregir” las mutaciones con
pérdida de la pauta de lectura debido a que obliga al ribosoma a “saltar” el final prematuro
introduciendo un aminodcido al azar 2%°. Existe una patente sobre pequefias moléculas para
el tratamiento de enfermedades relacionadas con la subunidad alfa de canales de sodio

dependientes de voltaje en la que aparece el Amlexanox 2%7.
Amlexanox (Tocris), fue resuspendido en DMSO a 100 mM y almacenado a -20 °C.

Olmesartan, es un farmaco utilizado cominmente como tratamiento de la hipertension.
Estd incluido en la familia de los Ilamados antagonistas de los receptores tipo 1 de
angiotensina Il, los AT1, de las células musculares lisas de los vasos sanguineos. La
angiotensina Il y la unidn a su receptor especifico, son parte fundamental del sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona, sistema hormonal responsable de la regulacién del equilibrio
hidrico y electrolitico, asi como de la presién arterial. La unién de la angiotensina Il a su
receptor tiene un efecto vasoconstrictor, por liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico,

via Inositol trifosfato (IP3).

Los receptores de angiotensina (AT) han sido recientemente incluidos como dianas
moleculares para desdrdenes neuropsiquiatricos ya que el cerebro tiene su propio sistema
Renina-angiotensina, y parece que esta implicado en la regulacién del flujo sanguineo, estrés,
depresidn, nocicepcién, ademas de convulsiones y consolidacion de la memoria, por lo que
puede tener un importante papel en la etiologia de enfermedades como Alzheimer, Parkinson
o diversas epilepsias??® 22°, La Angiotensina Il parece tener un papel neurotransmisor en el
SNC regulando la liberacidn de otros NT como GABA, noradrenalina, acetilcolina, inhibiendo,

por ejemplo, la transmisidn sinaptica GABAérgica de neuronas de la materia gris. El hecho de
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bloquear los AT1 disminuye los niveles de glutamato y eleva los de GABA pudiendo favorecer
la prevencion de convulsiones?3% 231, Diversos estudios en modelos animales de epilepsia,
sugieren que los antagonistas de AT1, entre ellos Olmesartan, muestran actividad
anticonvulsiva y podrian tener efecto neuroprotectivo disminuyendo las secuelas ya que

parece que AT1 estd sobre regulado tras sucesivas crisis convulsivas 232235,
Olmesartan Medoxomil (Tocris), fue resuspendido en DMSO a 100 mM y almacenado a -20°C.

Miglitol, es un iminoazucar que actia como un inhibidor reversible competitivo de las
enzimas a-glucosidasas intestinales evitando la hidrdlisis de disacaridos y oligosacaridos a sus
monosacaridos. Se utiliza para retrasar la absorcién de glucosa en enfermos diabéticos no

insulinodependientes disminuyendo la hiperglucemia pospandrial.

Miglitol (Tocris), se recibié liofilizado y fue resuspendido a 100 mM en H,0 bidestilada y
guardado a -20°C.

HTMT (Histamina triofluorometil toluidide), es un derivado de la histamina y agonista de los
receptores de histamina H1y H2 236, Encontramos estos receptores en todas las células del sistema
inmune, SNC, células musculares lisas de vias aéreas y vasculares, células endoteliales, células de
la mucosa gastrica, corazdn, etc. La unién de histamina a estos dos receptores induce la actividad
proinflamatoria por la liberacidn de calcio del reticulo al citoplasma via IP3 237,

HTMT dimaleato (Tocris), se recibié liofilizado y fue resuspendido a 100 mM en H,O

bidestilada y guardado a -20°C.

Para los ensayos de dosis-respuesta de los candidatos seleccionados, las diluciones se
prepararon, en tubos mediante dilucion seriada, en solucién externa, a 0.1 nM, 1nM, 10 nM, 100

nM, 1 uM ,10 uM y 100 pM.

5.6 THC-CL1

Extracto natural, seleccionado por la compaiiia Theracule Pharma de Luxemburgo por sus
efectos anticonvulsivos in vivo, en pez cebra y ratén. Fue recibido a 10 mM en 100% DMSO, y
probado en dosis-respuesta a 0.1 nM, 1nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM ,10 uM y 100 uM, preparados

mediante dilucion seriada en solucion externa.
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CARACTERIZACION BIOLOGICA

1 CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LAS
LINEAS CELULARES

Las propiedades electrofisioldgicas de los canales de sodio sensibles a voltaje dependen
del tipo celular en el que se estudien y de si el sistema heterélogo se construye con las

subunidades auxiliares beta ademas de la subunidad principal alfa.

La expresion en oocitos de Xenopus, de la subunidad a del Nav1.2, provoca corrientes de
activacién e inactivacion mads lentas que cuando es cotransfectada con las subunidades
auxiliares B1, B2 y B3 535238239 Enfocando en lineas celulares de mamifero, las subunidades
alfa de los canales Nav son capaces de formar por si solas canales “fast-inactivating” *°, pero
varios estudios confirman que el comportamiento del canal dependerd del background de la
célula utilizada. Por ejemplo, hay constancia de la predisposicién a generar corrientes
persistentes de canales recombinantes transfectados en células HEK 241243, pero no cuando se
transfectan en células CHO 2**, ambas descritas en la seccidon de materiales y métodos.
Ademads, la coexpresién de las subunidades auxiliares B, desplaza la inactivacién dependiente
de voltaje del estado de reposo a, por ejemplo, potenciales mas positivos si se utiliza la linea

huésped HEK %3 0 mas negativos si se utiliza CHL (Chinese hdmster lung cell line) %*>.

Se habia hipotetizado la posibilidad de que en células transfectadas con la subunidad
principal a, se expresase una subunidad B1 endégena, de forma constitutiva o inducida por la
transfeccion 246, aunque se demostré mediante Nothern blot e Inmunoblot que, al menos la
linea CHO no la expresaba %%°. Algunos afios méas tarde se determiné que la subunidad B1
posee una variante de splicing, con la que comparte la secuencia /g-like, denominada B1A, de
26 kDa presente durante el desarrollo embrionario, pero que , al menos, en ratas adultas
también se expresa en glandulas adrenales, musculo esquelético y corazén /. La expresion de
esta subunidad B1A también se ha demostrado en células HEK, pudiendo esta variante

modular, igual que la B1, la inactivacién del canal 8.
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Basandonos en estos datos y debido a que las lineas HEKNav1.1wt y CHONavl.6wt, que
se van a utilizar en este estudio, habian sido donadas, quisimos examinar si efectivamente
estas expresaban las subunidades alfa de los canales de interés y si estas se habian generado
también con las subunidades auxiliares B1 o f1/B2. Ademas, aprovechando la informacion de
Moran et al.,*8, se busco la presencia de la variante de splicing de B1. La linea huésped HEK
sirvié como control negativo de expresion de los canales Nav1.1y Nav1.6. Se utilizé un sistema
nativo, cerebelo de raton?’ 179 247 como control positivo de expresion de las subunidades
principales de Navl.1 y Nav1.6 y las auxiliares B1 y B2. La presencia o ausencia de los ARNm
buscados se muestran en los geles de agarosa de la figura 13. El tamafio esperado de las

bandas se resume en la tabla 8.

Tabla 8. Tamaiio esperado de los transcritos amplificados mediante PCR

Proteina hNavi.1 hNavli.e hNavBl hNavBlA hNavp2 mNavi.l mNavli.e mNavfl mNavp2

Secuencia

e 679 841 600 400 640 737 817 457 720
amplificada (pb)

- o -
- - -
] > =
] m ]
=z = 4
£ £ £

Cerebelo de ratdn

HEKNav1.1wt CHONav1.6wt

Figura 13. Expresion de ARN mensajero de Nav1.1 y Nav1.6 en lineas celulares y cerebelo

de ratdn. A) Gel de agarosa con los transcritos obtenidos de las lineas celulares, de las subunidades o y B
de los canales humanos, Nav1.1 y Nav1.6. B) Gel de agarosa con los transcritos amplificados en cerebelo de
raton.
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La electroforesis en gel de agarosa de las muestras de ADNc mostrd la presencia de las
subunidades alfa de hNavl.1 (679 pb) y hNav1.6 (841 pb) en las lineas HEKNavl.1wt vy
CHONav1.6wt, respectivamente, pero no se observaron las bandas de expresion de h31 (600
pb) y hPB2 (640 pb). La expresién constitutiva de hB1A (400 pb) descrita por Moran et al., se
confirmo en HEK y HEKNav1.1wt. La no presencia de la banda de hNav1.1 en la reaccion con
HEKNav1.1 sin enzima nos sirvio de control negativo. Se obtuvieron algunas bandas
inespecificas, que claramente no pertenece a los transcritos buscados, debido a que las
diferencias en las temperaturas de hibridacion de los cebadores (Tm), obligo a seleccionar una
temperatura de hibridacion para el programa de PCR mas baja de lo requerido para ser
restrictiva. Respecto a los transcritos de ratén, se obtuvieron las 4 bandas con los tamafios
esperados confirmando la expresion en el sistema nativo de los canales mNav1.1 (737 pb) y

mNav1.6 (817 pb), y las subunidades auxiliares hp1 (457 pb) y h2 (720 pb).
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2 FLPR® POTENCIAL DE MEMBRANA

Durante la puesta a punto del método de patch-clamp automatico, se decidié probar una
técnica alternativa, basada en medidas de fluorescencia, para detectar cambios en el potencial
de membrana debido a compuestos que modulan o bloquean canales idnicos dependientes
de voltaje. Ante una despolarizacion de la membrana celular, la sonda permea (sigue a los
iones positivos) y se aleja del quencher, comenzando a emitir fluorescencia. Tras una
hiperpolarizacién, la sonda vuelve a salir acercdndose al quencher y disminuyendo la sefial

fluorescente.

Ambas lineas celulares, HEKNav1.1wt y CHONav1.6wt, se incubaron con la sonda y se
tomaron medidas de fluorescencia basal durante 5 ciclos. Tras aplicar los compuestos y sus
vehiculos, se registraron 5 ciclos mas y se realizd la inyeccion de veratridina 100 uM para
despolarizar la membrana. Finalmente se midié la fluorescencia hasta saturacidn, observada

tras otros 5 ciclos (Fig. 14).

Los controles utilizados para los ensayos de fluorescencia, ya explicados detalladamente
en la seccién de materiales y métodos fueron, TTX 50 y 100 nM y lidocaina 100 uM, 500 uM y
1 mM como controles de inhibicién o bloqueo y ATX-11 100 nM, 500 nM y 2 uM como activador

conocido de canales de sodio.

Los resultados obtenidos fueron los esperados en cuanto a los inhibidores utilizados, TTX
y lidocaina, provocando una disminucién en la emision de fluorescencia respecto al
tratamiento con buffer o con los vehiculos. En presencia de TTX, la fluorescencia registrada se
asemeja a la linea control sin inyeccidon de veratridina (Fig. 32A y 32B). En cuanto a los
activadores, ambos actuan de forma diferenciada sobre el canal incrementado la corriente
por retrasar la inactivacion del canal estando por tanto mds tiempo abierto, pero no
incrementado la intensidad o conductancia del mismo (explicado en materiales y métodos)
195,211 "Se confirmd que la veratridina provoca la apertura de los canales de sodio (estimulo
despolarizante) ya que su accion se ve afectada parcial o totalmente con los inhibidores
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utilizados. La emisién de fluorescencia en presencia de ATX-Il, superd la registrada con su

vehiculo o con buffer (Fig. 32C)

La actividad relativa de ambos canales mostré que ATX-Il, provoca que Navl.1 supere el
100% sin importar la dosis, por lo que suponemos que esta toxina, al inactivar el cierre del
canal, actua sinérgicamente junto la veratridina, permitiendo que entre mds sonda en la célula
y por tanto aumente la emisidn. Este resultado en el Navl.6wt, solo lo observamos con la
concentracion mas alta de ATX-Il. Efectivamente la lidocaina, utilizada habitualmente como
analgésico local, bloquea la apertura de los canales con mucha menos efectividad que la TTX,

observandose dosis-respuesta para TTX y lidocaina en Nav1.1y Nav1.6. (Fig. 15)
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Figura 14. Registros de fluorescencia del ensayo FLPR® con las lineas HEKNav1l.1wt y

CHONav1l.6wt. A la izquierda se muestran los registros de fluorescencia para la linea HEKNav1.1wt, una
por compuesto control utilizado a diferentes concentraciones y sus vehiculos.A la derecha las homdlogas para
CHONavl.6wt. En el ciclo 5 se procede al a adicién de los compuestos a testar y en el ciclo 10 se inyecta
veratridina 100 uM como método de despolarizacion de la membrana celular. En rojo se muestra el control
con buffer, en azul los compuestos a distintas concentraciones, en gris sus vehiculos y en verde el control de
los vehiculos sin la inyeccion de veratridina en el ciclo 10. Los valores pertenecen a un Unico ensayo con n=3,
y se representa la media £ SEM. A) Lidocaina y etanol. B) TTX y tampdn citrato. C) ATX-Il y H20.
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Figura 15. Actividad relativa de los canales por fluorometria. Se toman incrementos de
fluorescencia, respecto de su linea basal y se normaliza con sus vehiculos. Para obtener el % de actividad del
canal se ajustan los valores tomando como referencia el 100% de actividad de los canales el obtenido con el
buffer y la inyeccion de veratridina. Se observa la disminucion de actividad con los bloqueadores, lidocaina a
500 nMy 1 mM y TTX a ambas concentraciones, de manera dosis dependiente. La ATX-1I, muestra claramente
un aumento de la actividad de ambos canales al superar el 100% de actividad. Se representa la media + SEM,

n=3 ; ¥*** p< 0.0001. Analisis simple de varianzas, ANOVA, seguido de un test de comparacién miultiple de
Dunnet de cada columna con veratridina 100 uM.

Concluimos que esta técnica podria ser utilizada para un pre-cribado de compuestos,
principalmente para buscar bloqueadores el Navl.6wt, ya que, debido a la rapida cinética de los
canales de sodio, los posibles activadores del Navl.1 actuardn como ATX-ll, incrementando la
corriente por mantener el canal abierto durante mas tiempo, pero no aumentando la intensidad
o conductancia del mismo, lo que dificultaria su deteccion.

Aunque se decidid no continuar con este ensayo en vista de que se comenzaba a tener
reproducibilidad en la ejecucién de los ensayos con lonflux™, nuestros resultados indicaban que

este es un buen método alternativo y sencillo para refrendar los datos obtenidos por técnicas

electrofisioldgicas.
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3 PUESTA A PUNTO DEL METODO DE
MEDIDA IONFLUX™ Y ANALISIS

3.1 Protocolos de medida y cultivo celular

La plataforma automatica de patch clamp y su método de medida fueron adaptados a las
lineas celulares de las que se disponia. Desde el inicio de esta tesis doctoral, la técnica ha
crecido en precision y exactitud con mejoras tanto del software (con 4 actualizaciones) y los
protocolos de medida segun el tipo celular, como de los protocolos de cultivo celular y
tratamiento pre-experimento de las células (algunas de ellas por aportaciones de los propios

usuarios).

Las dificultades iniciales fueron la ausencia de sellos y la imposibilidad en muchos ensayos
de registrar corriente por lisis celular al entrar en whole-cell. Ambas situaciones son comunes
en la técnica de patch-clamp, ya que el éxito depende en gran medida del estado de Ia
membrana de la célula y esto a su vez depende de variedad de factores, desde la confluencia
del cultivo y el tiempo de proliferacion de las células post-tripsinizacién, el nimero de pases

desde descongelacidn, etc.
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Tabla 9. Variables testadas durante la puesta a punto del método

Mejores resultados

Mejores resultados
EELE Ensayado

HEK Navl.1wt CHONav1.wt

Tipo de frasco T75cm? ; T150cm? ; T175cm? T175 cm? T175cm?

Pases en cultivo 1a20 > 5 pases > 2 pases

Dias de incubacion a 37 2C 1 dia - 7 dias 48h 48 h

Dias de incubacion a 30 2C 1-3 dias 48h 48h

Confluencia % 50 % - 100 % 50-60% 90-100%

Adherencia celular Tripsina/Acutasa/Detachin™ Detachin™ Detachin™
Agitacion CHO-free media si/no si si
Cel/pocillo /250pL 6 x10° - 2x10° cel., 6-8 x10° cel. 1-1.5x10° cel

Protocolo lonflux Comercial+8modificados Modificado Modificado

C,jow SUstraccion 0% - 100% Segln ensayo ; aprox.70%  Segun ensayo ; aprox. 60%

P/N sustraccion Activado / No Activado Sin diferencias Sin diferencias

Rieries SUStraccion 0% - 100% Segln ensayo Segln ensayo

Hasta la obtencion de ensayos reproducibles, en los que se consiguieron registros aptos
para ser analizados, diversas variables fueron testadas, todas ellas resumidas en la tabla 9y

descritas brevemente continuacion:

%+ Frasco T175 cm?. Se comprobéd que, para la linea celular HEKNav1.1wt el hecho de

proliferar en una mayor superficie y con una confluencia maxima del 60%, disminuia
la formacion de agregados al ser levantadas para el ensayo y parecia que ademas
mejoraba el estado de la membrana.

++ Células tras tripsinizacion minimo 48 horas a 372C. Parece que esto favorecia la
recuperacion de la célula de la agresidn enzimatica y por tanto la expresién del canal y
su llegada a membrana.

++» Células a 30°C durante 48 h. Se ha publicado que la incubacion a 30 °C de las células,
los dias anteriores al ensayo, rescatan la actividad de Nav1l.6 con mutaciones de
pérdida de funcidn aumentando también la intensidad de corriente en el canal

silvestre, sin verse, en ninguno de los dos casos, modificados los pardmetros biofisicos
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94

de las curvas de activacion e inactivacion. Estos sucesos eran consistentes con la idea
de que aumenta el trafico del canal desde RE incluso en el canal mutado ya que a esta
temperatura se detiene el recambio proteico y todo el canal formado que se
encontraba en reticulo sube a membrana, aumentando el porcentaje de canales
activos y por tanto la sefial de la medida posterior?*® Se comprobd que a 30°C, las
células HEK no proliferaban, a diferencia de CHO, suponemos que debido a la especie
de procedencia. Teniendo en cuenta esto y la confluencia final el dia del experimento,
lalinea HEK pasaba de 37 a 30 °C a la confluencia final de 50-60%, mientras que la linea
CHO debia pasarse como maximo a un 70-80% de confluencia para aumentar al 90-
100% requerido para el ensayo.

Uso de Detachin™. Para levantar las células antes del experimento, se comprobé que

debia utilizarse Detachin™, >30 min a 372C. Tanto el buen estado de la membrana
como evitar los agregados de células son fundamentales para que se produzcan los
sellos en células aisladas. Este producto que contiene una proteasa y su inhibidor,
provoca la digestidn de las proteinas de adhesidn de las células con la superficie del
frasco y de las células entre ellas, pero manteniendo la integridad de la membrana ya
que la proteasa es inhibida en el momento que cumple su funcién. Cdmo ventaja
adicional, este producto hace que disminuyan los agregados celulares debido a la
presencia de colagenasa.

Agitacion pre-experimento de la suspension de células. Para evitar disgregar las

células de forma mecanica por el paso por la punta de las pipetas, se mantenia a las
células en agitacién orbital, durante 2 horas a 150 rpm, a temperatura ambiente, y en
un medio especial para crecimiento de células en suspensién, que contiene una alta
concentracién de glucosa y un pH dacido para compensar la falta de CO; fuera del
incubador.

El nimero de células por pocillo en el experimento. Se hicieron titulos de células y se
comprobd que el nimero de células era fundamental debido al mecanismo propio del

ensayo por el que las células quedan atrapadas por las micropipetas. Debe haber un

flujo constante de células individuales que, en el momento en que las micropipetas
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ejercen la succién, quedan atrapadas y mantenidas en cell-attached. Si en este
momento algun agregado de células lo suficientemente grande choca con las células
adheridas, las empujara, perdiéndose el sello. En el caso de CHO, células mas
pequenas, redondas y que no forman agregados, se requeria una densidad celular muy
alta (entre 1-1.5x 10° células/pocillo). Las células HEK, mds grandes y con alta
predisposicion a formar cluster, requerian no superar las 800.000 células/pocillo.

Protocolo del ensayo. COmo se ha comentado, existian protocolos generales, en un

principio, validos para cualquier tipo de células ya que solo variaban segun el tipo de
canal y los tipos de registros deseados. El hecho de poseer dos lineas tan diferentes
desvelé que era necesario adaptarlos a cada una. Se hicieron modificaciones de los
distintos subprotocolos, tanto de presién como de voltaje, hasta llegar a obtener
resultados reproducibles.

» HEKNav1.1wt

* Modificado el protocolo de presién de Break: Dos pulsos de succion, de
10y 15 inHg en vez de uno de 15, lo que favorece la entrada en whole-
cell sin lisar la célula.

* Modificado el protocolo de presidon de Data acquisition: Mantiene la
succién a 5 inHg, en vez de bajar a 4 para prevenir que algin agregado
de células arrastre las que estdn en whole-cell.

* Modificado el protocolo de voltaje de Data acquisition: Esto se vario
igual para ambas lineas. Inicialmente los pulsos de voltaje, de -90, -120,
-10, -90 mV, hacian perder el sello a lo largo del experimento,
suponemos que porque se mantenia mucho tiempo a las células (>30
min de experimento) con cambios muy bruscos de voltaje. Se decidid
gue no era necesario llegar a -120 mV para asegurarnos de que el 100%
de los canales estuviesen cerrados ya que no nos interesaba estudiar la
cinética del canal. A — 90 mV, en estado inactivo, los canales de sodio
dan el mismo tipo de registros Ademas tras los resultados de las curvas

I-V (mostrados mas adelante en el punto 4 de resultados), y obtener a
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gue voltaje la intensidad es maxima, decidimos evitar subir el pulso a -

10mV vy fijarlo a -30mV para ambas lineas.

» CHONavl.6wt
* Modificado el protocolo de presidn de Break: Un pulso de succién de 10
inHg en vez de uno de 15 inHg, ya que las células de la CHO son de
menor tamafio y el exceso de vacio lisaba la célula.
* Modificado el protocolo de voltaje de Data acquisition: Explicado para
HEKNav1l.1wt.

Los parametros a compensar, Csiow, P/N Y Rseries, fueron probados y modificados durante
los primeros meses de la puesta a punto. Evidentemente dependian del experimento y debido
a que nuestra prioridad era obtener la reproducibilidad de todos los ensayos dejaron de
compensarse. Una vez establecido los protocolos finales y el método de andlisis, se unificaron

los registros sin el ajuste de estos parametros.

3.2 Factor Z

Se decidieron aprovechar los ensayos validos en los que se hacian sellos estables y se
obtenian corrientes aptas para ser analizadas, para hacer un estudio del factor Z. Este factor
es una medida estadistica del efecto del tamafio de la poblacion, indispensable en los cribados
de alto rendimiento. En esta tesis doctoral queriamos realizar un cribado masivo con una
técnica nueva y aun no reproducible y la idea inicial era hacer un primer screening (n1=N1),

probando cada compuesto Unicamente una vez.

Se quiso evaluar si las diferencias entre la sefial con la solucidén externa y con los posibles
candidatos era suficiente como para ser medida, observada y cuantificada con este método
de medid. Nuestras dudas se centraban en, si la seleccion de uno u otro barrido de corriente
a lo largo de todo el tiempo de adicién del compuesto podria influir, y si las diferencias entre
patrones serian insalvables para el cribado ya que el nimero de células por trampa era

impredecible, lo que generaba por tanto gran variabilidad intraensayo.
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Debido a que no hay farmacos conocidos que actuen activando canales de sodio, se
estudié unicamente el factor Z para antagonistas, con lidocaina 1mM como control de
inhibicion.

Cémo parte de la puesta a punto, durante estos ensayos, se dedujo que se debia fijar el
compuesto 8 (C8) como buffer de lavado ya que, al no especificarlo, el lavado entre
compuestos se realizaba con el mismo flujo de suspensiéon de células y era probable que
muchas células ya en whole-cell se perdieran, sobre todo las HEKNav1.1wt, debido a que los

agregados arrastraban las células fijadas.

Para cada linea celular, HEKNav1.1wt y CHONav1.6wt, los registros que sirvieron para el
calculo del factor Z, se realizaron sobre una Unica placa, 4 patrones con lidocaina 1ImM vy los
otros 4 con solucidn externa. Los valores obtenidos, representados en la grafica de incremento
de corriente (Figs. 16A y 18A), con solucion externa y con lidocaina 1mM, durante la adicion

de uno y otro en cada patron y cada trampa (véanse las tablas All-1 y All-2 del ANEXO II).
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Zone 1 Current Trace Chart
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Figura 16. Factor Z para antagonistas con HEKNav1.1wt. A) Gréfica de incremento de corrientes
(valores positivos) del canal cerrado (basal) menos canal abierto (pico) en el curso del experimento. Se
observa claramente en las trampas en las que se adiciona lidocaina 1mM, que la corriente cae, y vuelve a
subir en el lavado. B) La grafica de columnas de la izquierda, representa los incrementos de corriente de sodio
utilizados (Valores en la tabla All-1 del Anexo 1l) para calcular el factor, como media + SD, mostrados en la
tabla 10. En la gréfica de la derecha se normalizan los valores respecto al buffer como 100% de actividad del
canal, y se representa como media + SD. En ambos casos se realizé un andlisis estadistico mediante t de
Student no pareado con la correccidon de Welch en la que se asume que las SD no son iguales, siendo ****
P< 0,0001 (Nputrer=384, Niigocaina= 384).
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Se calculd el valor Z y se representaron los incrementos de corriente con sus desviaciones

estandar utilizados para el calculo de la ecuacién, asi como el % de actividad de los canales al

normalizar los valores de los incrementos de corriente considerando el 100% la sefial con

buffer (Figs. 16B y 18B).

Zone 1 Current Trace Chart HEK Nav1.1wt
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Figura 17. Registros en el calculo del factor Z con HEKNav1.1wt. A) Gréfica de incremento de
corrientes (valores negativos) del canal abierto (pico) menos canal cerrado (basal) en el curso del
experimento en una trampa de un patrén. Se muestran los puntos (A), (B) y (C) representados en la figura 6B.
B) Registros de corriente obtenidos con buffer pre-lidocaina (A, negro), lidocaina (B, azul) y buffer post-

lidocaina (C, naranja).
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Figura 18. Factor Z para antagonistas con CHONav1.6wt. A) Grafica de incremento de corrientes
(valores positivos) del canal cerrado (basal) menos canal abierto (pico) en el curso del experimento. Se
observa como en las trampas en las que se adiciona lidocaina 1mM, que la corriente cae, y vuelve a subir en
el lavado. B) La gréfica de columnas de la izquierda, representa los incrementos de corriente de sodio (Valores
en la tabla All-2 del Anexo Il) utilizados para calcular el valor Z, como media + SD, que se muestran en la tabla
10. En la grafica de la derecha se normalizan los valores respecto al buffer como 100% de actividad del canal,
y se representa como media + SD. En ambos casos se realizé un analisis estadistico mediante t de Student no

pareado con la correccidon de Welch en la que se asume que las SD no son iguales, siendo **** P< 0,0001
(nbuffer=384/ Njidocaina™ 384)
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Figura 19. Registros en el calculo del factor Z con CHONav1.6wt. A) Gréfica de incremento de
corrientes del canal abierto (pico) menos canal cerrado (basal) en el curso del experimento. Se muestra una
trampa de un patréon. Se muestran los puntos (A), (B) y (C) representados en la figura 7B. B) Registros de
corriente obtenidos con buffer pre-lidocaina (A, negro), lidocaina (B, azul) y buffer post- lidocaina (C, naranja).

A pesar de que el factor Z para ambas lineas indicaria un ensayo no valido, al representar
la actividad relativa se observa claramente como la lidocaina 1mM disminuye la corriente de
los canales de sodio (Figs. 17B y 19B).

Ademads, debido a las caracteristicas del equipo y del software, podemos hacer un
seguimiento a tiempo real de todo el experimento (Figs. 17A y 19A). De esta forma se puede
determinar en cada punto si hay decremento o aumento de corriente al aplicar un compuesto
respecto al instante anterior en el que solo actuaba el buffer. Debido a lo expuesto se

considera que los ensayos son validos y que se podia proceder al cribado de las librerias.

Tabla 10. Factor Z para antagonistas con HEKNav1.1wt y CHONav1l.6wt

Media SD Media |; SD idoca
Linea celular B Duttar n Hoooes i ] Niidocai Factor Z
(pA) (PA) e (PA) (pA) romn
HEKNavl.1lwt 2856 2221 384 76 848 384 -1.487
CHONavl.ewt 3016 949 384 223 789 384 -0.8141
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3.3 Controles

Una vez obtenidos sellos estables y células en whole-cell durante la mayor parte del
experimento, se comenzaron los ensayos de efectividad de los controles seleccionados y la

caracterizacion electrofisiolégica de las lineas celulares.

Simultdneamente, se llevaron a cabo pruebas preliminares del cribado de la libreria de
compuestos NIHCC seleccionada para esta tesis doctoral. Para este pre-cribado nos basamos
en los resultados obtenidos con los ensayos de FLPR® mostrados en el apartado 2 de
resultados. Se testd TTX 100 nM, veratridina 100 uM vy lidocaina 100uM para ambas lineas y
ATX-Il 500 nM en HEKNav1.1wt y ATX-Il 2 uM en CHONav1.6. Todos los activos de la libreria
se probaron a 100 uM (1%DMSO). Esto ayudd a seguir ajustando los pardmetros y a

seleccionar el método de medida final.

La idea era encontrar una forma de analisis que permitiera ver simultdneamente
activacion e inhibicidn de corriente, que era el objetivo de esta tesis doctoral. Inicialmente se
representaron los incrementos de corriente que nos daba el software en los diferentes
eventos de adiciéon de compuestos, pero al representar estos valores normalizando entre
100% de actividad con buffer y 0% de actividad con TTX 100 nM, obteniamos un grafico de
columnas donde ambos canales mostraban menos actividad con los controles positivos de

activacion que en presencia de buffer (Fig. 20).

102



IONFLUX ™, PUESTA A PUNTO

HEK Nav1.1wt
150
® 100- 4T
3 %
2
=
Q
< 50
< J
04 y JEREEEE 2
> U A N R R PR DG I W5 - S IR - DX PR L)
0‘:\ PP D PP P PP P PP PP P D PDP P PR P PP PP D DS
o
°
W NIHCC _ NGP 201-02
300 CHO Nav1.6wt
200 =
150 .
k-]
1]
i) . - |
2 B g -
° | A E
< A
X AEE
S DS DA N O DD
B e e e A R
SIS X S S SN A S S RANH SN ey
T&EL TEPSP T PP PSP S o PP
& &
N & NIHCC_NGP 201-02

Figura 20. Graficas preliminares de la subserie NGP 201-02 en HEKNavl.lwt y

CHONav1.6wt. En las grafica se representa la actividad de los canales con los incrementos de corriente
exportados, normalizando entre 100% de actividad la obtenida con el buffer (linea en amarillo) y el 0% con
TTX 100nM (sin columna). Este analisis nos mostrd que los dos controles positivos de activacion, veratridina
y ATX-Il, no actuaban aumentando el pico de corriente y por tanto este método no era util para discernir de
forma rdpida entre activadores e inhibidores. Los compuestos de la libreria se probaron a 100 uM y 1% DMSO.
Tal y como se observa, a esta concentracion (verde), el vehiculo no afectaba a la corriente basal.

Esto también llevd a plantear la idea de qué si queriamos ver que sucedia realmente con
el DMSO (1%), vehiculo de todas las moléculas de la libreria, debia probarse de forma
continuada en todos los pocillos de compuestos, ya que eso es lo que sucederia realmente
durante el cribado. Se comprobd que el DMSO a esta concentracidn provocaba unas
oscilaciones en los registros de la corriente de sodio a través de los canales que eran similares
a los que se producian Unicamente con el buffer, suponemos que por el impulso del flujo en

el momento de adiciéon del compuesto (Fig. 21).
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Figura 21. Efecto de DMSO 1% durante el curso del experimento para HEKNav1.1wt. Parte
superior, registros solapados con DMSO1% vy solo buffer, a lo largo del experimento. Parte inferior, grafica de
incremento de corrientes (valores negativos) del canal abierto (pico) menos canal cerrado (basal) en el curso
del experimento. Se observa pulsos en el momento de adicidon de los compuestos, tanto para el DMSO 1%
como para el buffer.

Se decidié estudiar también que sucedia con cada control y que tipo de registros se veian.
Se mostraradn figuras de los registros obtenidos intensidad vs. tiempo y las graficas de
incremento de intensidad para todos los controles, Unicamente para uno de los dos canales

ya que los registros eran similares para ambas lineas celulares.

104



IONFLUX ™, PUESTA A PUNTO

Los controles positivos de inhibicion seleccionados, lidocaina (Fig. 22) y TTX (Fig. 23), eran
facilmente interpretables tanto en la grafica de Al vs. tiempo del software, como en la grafica
de columnas de porcentaje de actividad. El bloqueo en la entrada de sodio se ve reflejado
como un decremento en la longitud del pico de corriente por tanto el incremento de

intensidad disminuye.

Para el caso de los controles positivos de activacion, comprobamos que el valor del
incremento de corriente caia debido a que no se ve aumentada la longitud del pico de
intensidad maxima. La veratridina despolariza la membrana provocando la apertura temprana
de los canales de sodio y cuando se efectua el registro de corriente simultaneo al pulso de
voltaje disefiado, el canal ya se ha cerrado (Fig. 24). Para el caso de la ATX-Il, tampoco nos
servia representar el incremento del pico de corriente, ya que esta neurotoxina actua
retrasando el cierre del canal por lo que Unicamente se observa un aumento de la apertura de
la curva de inactivacion (Fig. 25). En este caso la actividad del canal no se veia modificada
respecto al buffer control. Las mismas observaciones se podian asignar a la gréfica ofrecida
por el software en la que se representan incrementos de corriente frente al tiempo de

ejecucion del experimento.
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Figura 22. Efecto de la lidocaina sobre los canales Nav. A) Registros de corriente solapados de los
barridos con solucién externa inmediatamente antes de afiadir la lidocaina. B) Grafica de incremento de
corrientes del canal abierto (pico) menos canal cerrado (basal) en el curso del experimento La linea vertical
(cursor) en azul claro, en el compuesto 7, marca el momento de adicidn de lidocaina 100 uM, reflejado en la
grafica A en el pico menor . En el compuesto 2 (C2) se aprecia la presencia de un bloqueador muy potente
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Figura 23. Efecto de la TTX sobre los canales Nav a estudio. A) Registros de corriente solapados
de los barridos con solucién externa inmediatamente antes de afiadir la TTX. B) Grafica de incremento de
corrientes del canal abierto (pico) menos canal cerrado(basal) en el curso del experimento El cursor azul en
el compuesto 7 (C7), marca el momento de adicion de TTX 100 nM, reflejado en la grafica A en el pico casi
nulo. En el compuesto 2 (C2), se aprecia la presencia de un bloqueador suave.
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Figura 24. Efecto de la veratridina sobre los canales Nav. A) Registros de corriente solapados de
los barridos con solucidn externa inmediatamente antes de afadir la veratridina. B) Grafica de incremento de
corrientes del canal abierto (pico) menos canal cerrado (basal) en el curso del experimento. El cursor azul en el
compuesto 7 (C7), marca el momento final de la adicién de veratridina 100uM, reflejado en la gréafica A en un
menor pico y una basal desplazada, igual que sucedia con ATX, lo que indica la grafica de incrementos es una
pérdida de corriente cuando en realidad aumenta la corriente persistente y la corriente de cola, registro tipico con

veratridina.
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Figura 25. Efecto de la ATX-Il sobre los canales Nav. A) Registros de corriente solapados de los
barridos con solucion externa inmediatamente antes de afiadir la ATX. B) Gréfica de incremento de corrientes del
canal abierto (pico) menos canal cerrado(basal) en el curso del experimento. El cursor azul en el compuesto 7 (C7),
marca el momento de adicion de ATX 500 nM, reflejado en la gréfica A en la curva abierta. Lo que indica la grafica
de incrementos es una pérdida de corriente cuando en realidad la corriente aumenta por inactivacién del cierre.
En el compuesto 2 (C2) y 3 (C3) se intuiria la presencia de bloqueadores y en 4 (C4), un bloqueador
quasipermanente que impide la recuperacion del canal con los lavados
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3.4 Método de analisis

Poniendo en conjunto todo lo que se habia visto durante la puesta a punto:

= Las medidas de corriente o incrementos de corriente eran un sumatorio de las
corrientes individuales de las células en whole-cell en cada trampa, no la media
aritmética.

= El ndmero de células en whole-cell depende del estado de la membrana celular.

= Debido ala longitud del experimento es probable que se pierda corriente a lo largo
del tiempo, posiblemente porque haya células que sufran lisis o se vean arrastradas
si el sello no es fuerte.

= No hay farmacos que actien Unicamente aumentando la actividad del canal, y las
toxinas conocidas, no incrementan el pico de corriente, sino que aumentan la

probabilidad de apertura del canal o inactivan el cierre.

Asi, era necesario un método de analisis que tuviera en cuenta toda la curva del registro,
y que lo relativice al momento previo de adicidn de buffer respecto al compuesto. Por este
motivo, se decidid utilizar el area bajo la curva como sefal de intensidad de corriente con
compuesto, respecto a la sefal con buffer. El drea bajo la curva se calculé como el sumatorio
de cada valor de corriente con el tiempo, desde que comienza el pico, hasta el final del pulso
de voltaje (para incluir los posibles activadores que actien como la veratridina) sin tener en

cuenta las corrientes transitorias. A esto lo lamamos Actividad Relativa del canal.
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Al obtener la actividad relativa, se comprobd que la TTX 100 nM a pesar de bloquear el
canal y hacer desaparecer el pico, ofrecia algo de corriente de cola residual y la actividad
relativa nunca era cero (Fig. 26). Asi, para obviar esta corriente residual, se normalizo la
actividad relativa entre 100% que era la actividad en presencia de la solucién externa y 0% la

sefial con TTX 100 nM. A esto lo llamamos Porcentaje de la Actividad Relativa del Canal.

Con estos parametros, representamos de nuevo las medidas obtenidas con solucién
externa y con DMSO 1% aplicado de forma continuada en las 7 posiciones de un Unico patrén
(C1-C7). Se graficaron también la actividad en presencia de los controles, probados en
diferentes placas (Fig. 27). Los valores de la actividad en presencia de buffer y de TTX se
utilizaron, en el resto de los experimentos para la obtencion del porcentaje de actividad de los
canales. veratridina 100 uM vy lidocaina 100 uM. sirvieron de controles positivos de activacion

e inhibicidn.
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Figura 26. Efecto de la TTX sobre un canal de sodio y corriente residual. A) Registros de
corriente de HEKNav1.1wt con solucion externa con pico maximo y TTX corriente anulada (cursor en B) B)
Curso del experimento y efecto de la TTX bajo el cursor azul. C) Actividad del canal con cada compuesto
relativo a la que presentaba con solucion externa en el pulso de voltaje inmediato anterior al evento. Se
aprecia como TTX presenta un valor residual a pesar de bloquear completamente el canal.

Se comprueba que, con este método de andlisis, se consigue simultdneamente y de forma
rapida, discernir entre los controles positivos de activacion y de inhibicidon, en ambas lineas
celulares, facilitando la busqueda de los candidatos que aumenten la funcién de Navl.1y el

bloqueo de Navl.6.
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Figura 27. Efecto de los controles con el nuevo tratamiento de datos. Las graficas de columnas
de la izquierda, representan la actividad relativa de los canales con el compuesto respecto del buffer. En la
grafica de la derecha se normalizan los valores respecto al buffer como 100% de actividad del canal y 0% con
TTX 100 nM. Todas los valores se representan como media £ SEM y se realizé un andlisis simple de varianzas,
ANOVA seguido de un test de comparacion multiple de Dunnet de cada columna con la actividad en presencia

Unicamente de buffer, siendo **** P<(0,0001 (n>5).
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4 CARACTERIZACION FUNCIONAL DE
LAS LINEAS CELULARES

4.1 Estudio electrofisiologico de las lineas celulares

Se quiso comprobar que, con nuestra metodologia aplicada al lonflux™, era posible hacer
una caracterizacion electrofisiolégica de los canales de los canales Navl.1 y Navl.6 en las

lineas heterdlogas.

De la linea CHONav1.6wt, cedida por UCB Pharma, conocemos los parametros biofisicos
gue nos indicaron a su llegada. UCB Pharma realiz6 el estudio mediante patch-clamp
utilizando otra plataforma automatica llamada Patchliner (Nanion, Munich). Compararemos,
en nuestras condiciones de cultivo, el voltaje umbral de activacién, el voltaje de intensidad
maxima, y las curvas de activacion e inactivacién del estado estacionario. Cdmo se indicé en
el apartado 1 de materiales y métodos sobre las lineas celulares utilizadas, no es posible
remitir referencia bibliografica acerca de las caracteristicas de esta linea en concreto, ya que

fue una comunicacién personal.

En el caso de HEKNav1.1wt, la linea habia sido utilizada para el estudio de diferentes
neurotoxinas, aunque no se aporta mucha informacién sobre sus pardmetros

electrofisiolégicos 1°°.

Se realizaron medidas de corriente utilizando el equipo lonflux™, para obtener algunos
parametros biofisicos (Fig. 32 y Tabla 11), tanto en las lineas celulares que expresaban los
canales como en las lineas huésped, HEK y CHO vacias, para comprobar si presentaban
corrientes de sodio enddgenas. Los registros con la linea HEK resultaron, como esperabamos,
en lineas basales de corriente cero, pero con células CHO se obtenian corrientes de sodio,

aptas para ser medidas (Figs. 28-31).
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Figura 28. Registros y curva IV de HEKNav1.1wt. A) Registros de la corriente de sodio a distintos
voltajes previa indicacion de ajustar a linea basal. B) Curva IV obtenida del software con el pico maximo de
corriente a -40mV. Estos registros se hicieron con la ultima version del software que permitia ajustar la la linea

basal.
Sweap Cvariay | [ IV Curve {Time range : 0 sec - 1600 sec)
"%+
1000
| = 2
® pon b et T
I . 2 o ‘-'—T——"- =
: - Py
s+ -1000
20ms

ok (193
2
3
=
1 g
3
=
3 4 1%
8

90 ms 2000

4

4

|- 4000
"

5000 ey :
420 100 80 B0 40 20 0 2 4 60 80
" o m i =] Vehage (mV)

Figura 29. Registros y curva IV de CHONal.6wt. A) Registros de la corriente de sodio a distintos
voltajes sin ajustar a linea basal. B) Curva IV obtenida del software con el pico maximo de corriente a—30 mV.
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Figura 30. Registros y curva IV de HEK. A) Registro sin picos de corriente en células HEK. B) Curva IV
obtenida del software, sin pico maximo de corriente de entrada.
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Figura 31. Registros y curva IV de CHO. A) Registros de la corriente de sodio a distintos voltajes. B)
Curva IV obtenida del software, en este caso el registro muestra el pico maximo en —20 mV
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Figura 32. Propiedades biofisicas de las lineas celulares CHO, CHONavl.6wt y

HEKNav1.1wt. A) Curvas |-V para las 3 lineas celulares. Potencial a -90 mV durante 90 ms y medidas durante
20 ms en pulso de +10 mV desde -90 mV hasta + 50 mV B) Curvas de activacion voltaje-dependiente, con la
conductancia normalizada ajustada a la ecuacién de Boltzmann. Los valores Vg 5y el factor de la pendiente K
se muestran en la tabla 11. C) Curvas de inactivacion rapida voltaje-dependiente, a -30 mV para las lineas
heterdlogas y -10 mV para CHO, aplicando prepulsos de voltaje de +10 mV desde — 90 mV a +50 mV durante
100 ms ajustando a la ecuacion de Boltzmann. Los valores Vy 5y el factor de la pendiente K se muestran en la

tabla 11.Todas las graficas se han representado como media +SEM para ntotal=12; N>3.

Habitualmente cuando se representa la curva |-V, se normaliza la intensidad de la
corriente con la capacitancia media de las células, representando densidad de corriente. En
este caso, ese cdlculo es imposible puesto que, como se comenté en la seccidén de puesta a

punto, el nimero de células que entran en whole-cell en una trampa concreta es desconocido
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y el equipo da el sumatorio de todas las corrientes registradas, no la media aritmética. Es decir,
el pico de corriente maximo obtenido no es un valor que caracterice a la linea celular, ya que
depende del experimento, aunque si lo sera el voltaje al cual la intensidad de corriente es

maxima.

Tabla 11. Parametros biofisicos delas corrientes de sodio de las lineas celulares

V.5 inactivacion

Vumbral \ V, 5 activacion

Linea celular (mV) (mV) (mV) K activacion (mV) K inactivacion
CHO -40 -10 -1618.67 £ 355.84 -29.14 £ -0.96 5.06£0.86 -57.87+0.94 -3.56 +0.93
CHONavl.6wt -60 -30 -5590.00£627.03 -42.63+0.29 252+0.21 -60.58 10,26 -5.60+ 0.23
HEKNavl.lwt =70 -40 -10203.58 + 1180.02 -48.84+0.21 2.70%£0.27 -56.48£0.79 -7.3010.75

Habitualmente cuando se representa la curva |-V, se normaliza la intensidad de la
corriente con la capacitancia media de las células, representando densidad de corriente. En
este caso, ese célculo es imposible puesto que, como se comentd en la seccién de puesta a
punto, el nimero de células que entran en whole-cell en una trampa concreta es desconocido
y el equipo da el sumatorio de todas las corrientes registradas, no la media aritmética. Es decir,
el pico de corriente maximo obtenido no es un valor que caracterice a la linea celular, ya que
depende del experimento, aunque si lo serd el voltaje al cual la intensidad de corriente es

maxima.

No es posible comparar la linea HEKNavl.1wt con bibliografia propia ya que no se ha

publicado.

Estudios biométricos de Nav1l.1 revelan que los valores dependen en gran medida de la
linea en la cual se expresa el canal, de si la expresidn es estable o transitoria, y si se coexpresa
con las subunidades auxiliares o no. El hecho de que se haya demostrado la presencia en
células HEK de una subunidad BA endégena, da idea de la variabilidad de ciertos parametros

segun el contexto de la medida.
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Asi, se encuentran, por ejemplo, potenciales del pico de corriente entre -30y 0 mV, con
parametros de activacion de Vo5 -40 a 20 mV y K de 7 y unas constantes de inactivacion del

estado estacionario de Vo s alrededor de -65 mV y K de 5-7 191, 249-252,
En el caso de CHONavl.6wt, podemos comparar con los pardmetros indicados al recibir

la linea celular y se resume en la tabla 12.

Tabla 12. Comparativa de los parametros funcionales de CHONav1.6wt

- Viumbral Vinax V.5 activacion o V5 inactivacion : sevian
Linea celular (mV) (mV) (mV) K activacion (mV) K inactivacion
CHONav1.owt -60 -10 2784223 62403 56.2+1.8 48 0.3
(Nanion)
ﬁiﬁ?‘;‘f'sm -60 -30 42.63£029  2.52+0.21 -60.58 £ 0.26 5,60+ 0.23

Estudiando estos valores, donde mas diferencia encontramos es en voltaje al que la
corriente es maximay por relacion los parametros de la curva de activacion, en nuestros datos,

desplazado a valores mas negativos. El resto de los parametros guardan similitud.

Si comparamos con otros estudios, este canal suele expresarse heterologamente en la
linea ND7/23, una linea proveniente de un hibridoma de rata/raton, que aporta al canal un
contexto practicamente nativo. Asi se encuentran picos maximos de -10 a 0 mV, constantes

de activacién entre -17 y -30 mV y K de 6, y de inactivacidon rapida de -65 mV y K de 5 2°3-2%5,

Las corrientes enddgenas de sodio de la linea CHO huésped, aunque presenten un voltaje
umbral y un pico maximo a valores mas positivos, podrian influir en la actividad registrada del
canal Navl.6. Este dato debe tenerse en cuenta ante una posible seleccién de modificadores

de de canales de sodio estudiados en esta linea CHONav1.6wt.
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4.2 Estudio farmacologico de las lineas celulares

Las 10 isoformas de los canales de sodio dependientes de voltaje se pueden clasificar
segln su sensibilidad a TTX. Tanto el canal Navl.1 como el Nav1.6, estan incluidos en el grupo
de los sensibles a TTX, lo que implica que las ICso se encuentran en el orden de nanomolar.
Para corroborar esto con las lineas HEKNavl.1wt y CHONav1.6wt, se realizaron ensayos en
dosis respuesta de TTX, sabiendo por el estudio en la puesta a punto que a 100 nM la inhibicién

de la corriente era completa.

Se probaron 7 concentraciones en un solo patréon, con 60 segundos de adicidon de
compuesto mas 120 segundos de lavado con buffer (Figs. 33 y 34). En algin experimento, la
recuperacion del canal no era completa con los 120 segundos de buffer, pero aumentar el
tiempo de lavado alargaba el experimento y se incrementaba la posibilidad de perder el sello.
Se considerd y probd la posibilidad de dividir la dosis respuesta en varios patrones para poder
alargar el tiempo de lavado, pero finalmente se decidié hacer la curva completa en el mismo
patrén y en el caso de que el canal no ser recuperara completamente entre las
concentraciones mas elevadas, tomar como valor del buffer el de la linea basal anterior a la

pérdida de corriente por TTX.
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Figura 33. Dosis respuesta de TTX sobre HEKNav1.1wt. A) Registros solapados de los barridos con
solucion externa inmediatamente antes de afiadir cada dosis de TTX. B) Dosis respuesta completa. Se observa
que el canal no recupera completamente la actividad a las concentraciones mas altas, siendo ademas su
efecto de inhibicidn completa.
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Zone 1 Current Trace Chart
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Figura 34. Dosis respuesta de TTX sobre CHONav1.6wt. A) Registros solapados de los barridos con
solucion externa inmediatamente antes de afiadir cada dosis de TTX. B) Dosis respuesta completa de TTX de
menor a mayor concentracion. A 50 nM (C6) y 100 nM (C7), el efecto sobre el canal es de inhibicion completa.

Se representaron los valores en grafica de columnas, utilizando para la normalizacién entre 0-
100% el valor del buffer y la TTX 100 nM utilizados en el estudio de los controles (Fig. 35)
Ajustando los valores de la dosis respuesta a una ecuacion de Hill obtenemos los valores de

la ICso y el Factor de cooperatividad de Hill (Fig. 36 y Tabla 13)
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Figura 35. Actividad relativa de los canales Navl.1 y Nav1l.6 frente a TTX en dosis-

respuesta. En la parte izquierda se representa la actividad relativa del canal. Para obtener el % de actividad
del canal, mostrado a la derecha, se ajustan los valores tomando como referencia el 100% de actividad de los
canales el obtenido con el buffer y el 0% la sefial con TTX 100nM control utilizado en la puesta a punto para
la homogeneidad de los resultados. Se observa el decremento de la actividad del canal con TTX de forma
dosis dependiente, significativamente a partir de 5nM en Navl.1 y de 10 nM en Navl.6. Se representa la
media * SEM, ny,27; N=3; **** p< 0.0001. Analisis simple de varianzas, ANOVA, seguido de un test de
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comparaciéon multiple de Dunnet de cada columna con la actividad en presencia Unicamente de buffer.
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Figura 36. Sensibilidad a TTX de HEKNav1.1wt y CHONav1.6wt. Curva dosis-respuesta para la
inhibicion de las corrientes de sodio en presencia de TTX. Los valores normalizados fueron ajustados a la
ecuacién de Hill. La IC50 y el cofactor de Hill se muestran en la tabla 13..

Estos valores se corresponden con los vistos en bibliografia y revisados en la introduccion,

para la sensibilidad a TTX, entre 5-10 nM para Navl.1y 2-10 nM para Nav1.6. C6mo era de

esperar, el factor de Hill para ambos canales, indica cooperatividad negativa, es decir, solo hay

un sitio de unién y una vez se ha unido una molécula de TTX, el canal queda bloqueado y no

existe posibilidad de que se una otra molécula mas.

Tabla 13. Parametros de la sensibilidad a TTX de HEKNav1.1wt y CHONav1.6wt

Linea celular IC5o(nM) ny
CHONav1.6wt 878 +1.21 -1.15+0.25
HEKNavl.1lwt 432 £1.35 -1.12+0.34
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5 CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO DE
LA LIBRERIA NIHCC

Se testaron 681 compuestos de los 747 de la libreria de compuestos NIHCC (National of
Institute of Health Clinical Collection) para buscar moduladores especificos que aumentaran

las corrientes de sodio de Nav1.1y bloquearan parcialmente las de Nav1.6.

Estos 747 compuestos se almacenan en placas especiales de 96 pocillos a una
concentraciéon de 10 mM 100% DMSO, distribuidos en dos series, NGP 104-01 a 104-06 (456
moléculas, 6 subseries) y NGP 201-01 a 201-04 (291 moléculas, 4 subseries). Asi cada uno recibe
la coordenada de la placa de A2 a H11 (las columnas 1y 12 no contenian compuesto), y asi fueron
nombrados durante todos los experimentos hasta la seleccion de los candidatos. En el cribado, los
compuestos fueron testados a 100 uM (1%DMSO), por adicidn de 2.5 plL a un total de 247.5 uL de

solucién externa afadidos previamente a los pocillos de la placa de trabajo.

Las placas fueron disefiadas para su aprovechamiento maximo. A diferencia de otras técnicas
de cribado, (fluorescencia, absorbancia, etc), es imposible predecir cuantas células entraran en
whole-cell en cada trampa, y la corriente de sodio de esa trampa serd un sumatorio de todas las
células. Ademas, se habia comprobado que el vehiculo de los compuestos, DMSO 1%, no afectaba
a la intensidad de corriente, por lo que se decidié no incluirlo para normalizar la senal del
compuesto respecto al vehiculo, sino que como ya se ha indicado en el apartado de puesta a punto
del método de andlisis, la sefial con el compuesto se relativiza a la sefial inmediatamente anterior
con solucidn externa. Habitualmente en los ensayos de cribado, en la misma placa se prueban,
ademads de los compuestos a ensayar, un control sin tratamiento, control vehiculo, control positivo

y su vehiculo. En nuestro caso, teniamos optimizado el método y esto no era necesario.

En la figura 37 se muestran un ejemplo del disefio que se utilizé para, optimizando las
condiciones disponibles, cribar una subserie en 1 placa y media ya que el equipo permite
trabajar con placas completas, dos zonas, o con una zona Unicamente. En todos los patrones,

el compuesto 8 (C8), era solucién externa, utilizada como lavado entre compuestos. En cada
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experimento, en el compuesto 7 (C7) de un patron siempre se probaba veratridina 100 uM,
como control positivo de activacién y el C7 de otro patrdon siempre contenia TTX 100 nM como
control positivo de inhibicidn, siendo el resultado con TTX una forma de corroborar que lo que
se estaban registrando eran corrientes de sodio. Ademas, el valor residual de actividad relativa
que daba TTX 100nM de cada placa, era el valor con el que se normalizaba el resto de medidas

de la placa.
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Figura 37. Diseiio final de las placas lonflux para el cribado de NIHCC. En una placa y media
se podia probar todos los compuestos de una subserie que constaba de una placa de 96 pocillos con la
columna 1y 12 vacias, es decir, del A2 al H11. Asi se optimizaban las placas y el analisis resultaba mas
sencillo
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A lo largo del cribado se han presentado problemas que se han tenido que solventar,
como, por ejemplo, la existencia de “bloqueadores irreversibles” o excesivamente potentes
qgue era imposible eliminar en los minutos posteriores del protocolo. Esto retraso
enormemente el cribado ya que los compuestos posteriores de ese patron, en el curso del
experimento quedaban anulados. En la figura 38 se muestra un ejemplo del tipo de graficas

obtenidas con estos bloqueadores irreversibles.

A B

Sweep Dverlay

o Cl c2 C3 c4 C5 Cé C7 | C8
I A2 B2 c2 D2 E2 F2 TTX |Buffer

|

Figura 38. Efecto de un bloqueador irreversible sobre un canal de sodio. A) Intensidad de
corriente maxima registrada con la solucién externa frente a la intensidad nula al afiadir el compuesto. B)
Ejemplo de como el bloqueador irreversible en la posicion C2 encubre el efecto de los compuestos
posteriores.

En algunos casos, al repetir la medida con los siguientes compuestos enmascarados,

incluso se encontraron hasta 3 bloqueadores irreversibles consecutivos.

La gran ventaja era poder cribar los mismos compuestos en las dos lineas, para las que
buscamos el efecto opuesto. En la figura 39 se muestra un ejemplo, de molécula,
concretamente el omeprazol, que parecia incrementar la actividad relativa en HEKNavl.1wty

reducirla en CHONav1.6wt, que era exactamente el efecto buscado.

Las 20 graficas que representan el cribado de las 10 subseries en cada linea celular, se

muestran, emparejadas por subserie, en el Anexo Il (Figs. All-1 a All-10)

125



RESULTADOS
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Figura 39.Efecto de una molécula en ambas lineas A) Grafica del porcentaje de actividad relativa
de NGP 104-05 sobre HEKNavl.1wt. A la derecha aparece ampliada el aumento de la actividad debida al
compuesto NGP 104-05-D9 B) Efecto en CHONav1.6wt de la misma subserie que en (A) y la disminucién de la
actividad debida al D9. C) Identificacion del compuesto NGP 104-05-D9 como Omeprazol.

De los 681 activos probados, el método de analisis permitid seleccionar 183 compuestos

potenciales activadores de Navl.1 y 294 potenciales bloqueadores de Nav1.6 (graficas en el

Anexo I, ya indicado).

Cémo ya se ha explicado, esperabamos que muchos de los activadores fueran falsos
positivos por recuperacion del canal tras un bloqueador; aun asi, para la selecciéon de los
activadores se tomaron todas las moléculas que ofrecieran un incremento de la actividad por
encima de un 110% del Nav1.1wt sin importar el efecto producido en Nav1.6. Para la seleccion
de los bloqueadores, se seleccionaron los que disminuyeran la actividad del canal por debajo

de un 90% sin llegar a producir el efecto de la TTX, y por supuesto que solo bloquearan

Navl.6wt.
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En este momento, el proyecto tuvo que centrarse en los activadores de Navl.1, ya que
era el reto principal para el Sindrome de Dravet, por lo que se continud con los 183 posibles
activadores y uUnicamente en HEKNavl.1wt. Se testaron 170 compuestos ya que, por el
proceso de puesta a punto y utilizacion, algunos se agotaron (representa una pérdida asumible
del 9%). Los nuevos resultados se procesaron de manera analoga a la primera vuelta, que
llamaremos “nl1” y se presentaron en las graficas mostradas en el anexo. El nuevo andlisis
permitié detectar nuevos falsos positivos generados por la propia complejidad del ensayo y
ademas el estudio de los registros se hizo mas exhaustivamente, no Unicamente de los valores
obtenidos con el método de analisis. Por esto, se decididé probar algun candidato, como por
ejemplo el Amlexanox, seleccionado finalmente, que no ofrecia aumento de la actividad
relativa pero el registro era el tipico de un activador que retrasaba la inactivacion. (Fig. 40)
Esto nos dio idea de que los datos debian ser tratados con la apreciacion subjetiva del efecto

y no Unicamente de forma bioinformatica.
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Figura 40. Registro de Nav1.1 con Amlexanox en el “n2”. En negro se muestra el registro de
Nav1.1 en presencia de buffer y en naranja la corriente al adicionar Amlexanox 100 uM.
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Tras la segunda vuelta, “n2”, los nuevos candidatos, fueron en este caso 37 potenciales
activadores. En el Anexo Il se muestran las graficas obtenidas del “n2” con los candidatos

seleccionados (Figs. All-11 a All15).

A continuacion, se procedid al ensayo “n3”. De los 37, se analizaron 30 (8%, minimo
porcentaje de pérdidas similar al caso anterior). El andlisis mdas exhaustivo de los resultados
mostraba que algunos de los potenciales activadores eran psicofdrmacos y se considerd que
no era buena opcidn seguir con su estudio. En el Anexo Il se muestran las graficas de la

actividad relativa de HEKNav1.1wt, con la puesta en comun de las tres vueltas (Fig.All-16).

Tras el nuevo andlisis, y analizando los resultados obtenidos para el “n1” de Navl.6, se
decidié hacer un “n2” con aquellas moléculas con registros favorables en Navl.l y que
bloquearan, o tuvieran un efecto negativo o dudoso sobre Nav1.6. Un total de 4 compuestos

fueron probados en el “n2” para Nav1.6.

De nuevo, el estudio de los datos del % actividad relativa y de los registros para ambos
canales, nos llevd a seleccionar 3 que parecia que aumentaban especificamente la corriente
del Nav1.1. En el Anexo Il se muestran los registros de corrientes de sodio, estudiados para la

eleccion con los 4 candidatos, sobre ambas lineas celulares (Figs. All-17 a All-20).

El Olmesartan fue seleccionado desde el “n2” ya que los resultados previos eran
prometedores y debido a sus caracteristicas bioactivas en bibliografia, aunque no se pudo
hacer el “n3” en el Nav1.1, ni el “n2” en Nav1.6 por falta de stock. Se ha anadido el Olmesartan
a la grafica resumen de las tres vueltas, Unicamente con dos medidas, ya que fue uno de los

seleccionados (Fig. All-16).

En la figura 41 se muestra un resumen esquematico del proceso de cribado y seleccion de

los candidatos.
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NIHCC
681 moléculas bioactivas

l 170 posibles activadores de Navl.1 l 298 posibles bloqueadores de Nav1.6
‘ Falsos .

positivos

N

1 con registros
favorables para Nav1.1
Navl.6

4 se prueban en Nav1.6

3 con regi favorables para
Navl.ly Navlie

4 Candidatos para validacién

Figura 41. Esquema del proceso de cribado y seleccion de los 4 candidatos.
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6 VALIDACION DE LOS CANDIDATOS

Los candidatos seleccionados fueron validados mediante el registro de la actividad de
ambos canales Nav1.1y Nav1l.6, frente a diferentes concentraciones para obtener una posible
curva dosis respuesta y si se diera el caso calcular la ECso. La concentracién testada para el
cribado, 100 uM, es la concentracidn orientativa para el cribado de futuros farmacos ya que

nunca deben superar esta dosis.

Puesto que se contaba con 7 condiciones por patrén de las placas para testar, ademas del
buffer para lavado en la condicién 8, las concentraciones elegidas fueron 0.1 nM, 1 nM, 10

nM, 100 nM, 1 uM, 10 pM, 100 pM.

El método de analisis que se aplicd fue el mismo que para el cribado, utilizando de nuevo
la actividad en presencia del compuesto, relativizada a la actividad en el instante anterior
Unicamente en presencia de buffer. La normalizacidn entre 0% el valor de la actividad relativa
con TTX y 100% unicamente con buffer, se realizé con los mismos valores de la seleccién de

controles para mantener la homogeneidad.

La estadistica no mostré diferencias significativas en la actividad en presencia de ninguno
de los candidatos, aunque era un resultado esperado ya que el aumento de actividad o
variaciéon del pico de los candidatos durante el cribado era muy sutil a la mdaxima

concentracién (Figs.42 y 43)
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Figura 42. Actividad relativa de HEKNav1.1wt frente a los candidatos en dosis respuesta.
En la parte superior se representa la actividad relativa. En la parte inferior, se muestra el porcentaje de
actividad relativa donde 100% de actividad de los canales es el obtenido con el buffer y el 0% la sefial con
TTX 100nM control utilizado en la puesta a punto para la homogeneidad. No se observa inhibicidn
estadisticamente significativa por parte de ninguno de los candidatos Se representa la media + SEM,
ntotal>9; N=3; **** p< 0.0001. Andlisis simple de varianzas, ANOVA, seguido de un test de comparacion

multiple de Dunnet de cada columna con la actividad en presencia GUnicamente de buffer.
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Figura 43. Actividad relativa de CHONav1.6wt frente a los candidatos en dosis respuesta.
En la parte superior se representa la actividad relativa. En la parte inferior, se muestra el porcentaje de
actividad relativa donde 100% de actividad de los canales el obtenido con el buffer y el 0% la sefial con TTX
100nM control utilizado en la puesta a punto para tener resultados homogéneos. No se observa inhibicién
estadisticamente significativa por parte de ninguno de los candidatos Se representa la media + SEM, ntotal>9;
N=3; **** p< 0.0001. Andlisis simple de varianzas, ANOVA, seguido de un test de comparacion multiple de
Dunnet de cada columna con la actividad en presencia Unicamente de buffer.

La tabla 14 muestra un resumen de los 4 candidatos y algunas caracteristicas mencionadas

en la seccién de materiales y métodos.
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Tabla 14. Resumen de los 4 candidatos seleccionados

Amlexanox Olmesartan Miglitol HTMT
Antinflamatorio . b h -
robado para: ) Hipertension Diabetes Antihistaminico
Ap P (dérmico)
No, pero una
patente lo nombra )
Ensayos en epilepsia: ) Si, en ratas No No
b S como activador de
SCNxA
Cribado Activa Navl.1 Si Si Si Si
Activa Navl.6 No No No No
Validacion Activa Navl.1 No No No No
Andlisis Estadistico
Efecto en Navl.6 No No No No

Puesto que no se conocen activadores de canales de sodio que no provoquen un efecto
grave o letal, como las neurotoxinas, el hecho de no obtener aumento significativo de la
actividad del Navl.1 no creemos deba ser motivo para descartar definitivamente estas
moléculas.

Aunque las diferencias en la actividad no son significativas se observa en las gréficas como
la actividad de ambos canales se ve modificada, aunque no de forma dosis-dependiente. Por
este motivo, los candidatos deberian ser, como minimo, corroborados o descartados,
utilizando la técnica de patch-clamp manual, ya que para los pacientes con Sindrome de
Dravet, un minimo aumento de la actividad de las neuronas afectadas podria conllevar un gran

aumento de la calidad de vida.

Cabe destacar ademas, que entre un cribado de 681 moléculas en dos lineas, dos de los 4
candidatos han sido relacionados anteriormente con canales de sodio, para el caso del
Amlexanox %27 o con epilepsia en el caso del Olmesartan??. La técnica de patch-clamp
automatica ha demostrado ser un buen método para realizar cribados electrofisiolégicos de

alto rendimiento, poco factibles hasta ahora por la complejidad de la técnica manual.
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7 THC-CL1

Uno de los proyectos de cribado de nuevas moléculas para el Sindrome de Dravet se
realizdé en el 2015-2016, en colaboracién con Dravet Syndrome European Foundation y la
empresa Theracule Pharma (Luxemburgo). Se testaron librerias de extractos medicinales de
plantas en peces zebra Dravet. Estos peces mostraban los signos tipicos de este sindrome, es
decir, epilepsia y crisis desencadenadas por hipertermia, hiperactividad y problemas motores.
Otro estudio de caracterizacion farmacolégica con este modelo Dravet, demostré que
responden bien por ejemplo a agonistas de serotonina como la fenfluramina, o a Valproato,

pero no responden a carbamazepinas 2°°.

De este cribado de extractos naturales en pez cebra surgié un candidato, contenido en el

curry, que tenia efecto anticonvulsivo protector, ante diferentes estimulos, entre ellos la
hipertermia. Otros aspectos fisiopatoldgicos de este sindrome, relacionados con los
problemas motores e incluso la letalidad también se vieron disminuidos. Este extracto fue
probado también en el modelo ratén Dravet, con similares resultados (datos no mostrados
por confidencialidad).
Ya que este extracto provocaba in vivo algunos de los efectos paliativos buscados para SD, se
quiso conocer el mecanismo de accién de este extracto, y comprobar si modulaba canales de
sodio a través de alguno de los dos canales de sodio con los que se ha trabajado en esta tesis
doctoral, Nav1l.1y Navl.6.

Este extracto fue probado a las mismas concentraciones que los 4 candidatos del cribado,
0.1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM. Los datos fueron tratados con el mismo
método de andlisis y representados utilizando los mismos criterios. La no presencia de
diferencias significativas en la actividad de los canales Nav1.1 y Navl.6, corroborada con el
analisis visual de los registros, parece indicar que este extracto no estd modificando la
sintomatologia convulsiva de los modelos animales con Sindrome de Dravet a través de los

principales canales de sodio implicados (Fig 44)
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Figura 44. Actividad relativa de los canales Navl.1 y Nav1.6 frente a THC-CL1 en dosis

respuesta. En la parte izquierda se representa la actividad relativa del canal. Para obtener el % de actividad
del canal, mostrado a la derecha, se ajustan los valores tomando como referencia el 100% de actividad de los
canales el obtenido con el buffer y el 0% la sefial con TTX 100nM control utilizado en la puesta a punto para la
homogeneidad de los resultados. No hay diferencias significativas en la actividad de los canales en presencia
del THC-CL1. Se representa la media = SEM, ntotal>9; N=3; **** p< 0.0001. Andlisis simple de varianzas,

ANOVA, seguido de un test de comparacién multiple de Dunnet de cada columna con la actividad en presencia
Unicamente de buffer.
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DISCUSION

El Sindrome de Dravet es una enfermedad rara causada en mas del 80% de los casos por
mutaciones con pérdida de funcién en un alelo del gen SCN1A. Desde el afio 2000, mas de 800
mutaciones diferentes en este gen, han sido genotipadas como las responsables de esta
encefalopatia refractarial0® 108 131, 139, 250, 257 pe estas, mds de 200 han sido descubiertas
gracias al proyecto de diagndstico genético de la Fundacion Sindrome de Dravet en Espaia,

llevado a cabo por el INGEMM del Hospital de la Paz de Madrid.

El proyecto que dio lugar a esta tesis doctoral comenzd en el 2012 en colaboracion con el
proyecto de diagndstico genético. Los genotipados de los pacientes proporcionados por el
INGEMM vy la relacion fenotipo-genotipo a través de la historia clinica, sentaban las bases de
la principal meta de este proyecto, es decir, la busqueda de moléculas que fueran capaces de
generar un aumento de funcién selectivo en los canales dafiados, no funcionales. Ademas, se
intentarian localizar antagonistas especificos del canal de sodio Navl.6 del que se tenia
constancia de un aumento de funcion!>®. Con estos objetivos claros comenzd, a nuestro

conocimiento, el primer cribado farmacogendmico realizado para el Sindrome de Dravet.

Para realizar un cribado de moléculas bioactivas que modulen la actividad de una proteina
concreta, es necesario contar con un sistema in vitro o in vivo donde estudiarla, una técnica

de medida rapida y efectiva y las librerias de compuestos que se quieran testar.

Para el estudio funcional de los canales idnicos, se ha contado desde los afios 50, gracias
a Hodgkin y Huxley 295208 con la técnica de voltage-clamp y con la de patch-clamp desde los
70s desarrollada por Neher y Sakmann 292204 A principios del 2000 ya comenzaba a hacerse
patente la necesidad de equipos de medida que permitieran realizar cribados de alto
rendimiento sobre canales idnicos, y que simularan las técnicas manuales. Varios equipos de
distintas casas comerciales fueron lanzados al mercado con los consiguientes estudios
comparativos y dando lugar a los primeros programas de cribados masivos y drug discovery

sobre canales idnicos basados en medidas biofisicas?>8262,

Uno de estos equipos de medida de electrofisiologia automatizada, en concreto el lonflux-
16™ (Fluxion Biosciences, Molecular Devices), fue adquirido por nuestro laboratorio, como
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parte de la plataforma para investigacidn sobre dolor neuropatico y otras canalopatias. Casi
simultdéneamente a esta tesis doctoral, comenzo a desarrollarse un proyecto en la Universidad
de Santiago de Compostela sobre el efecto de un grupo de neurotoxinas marinas conocidas
como PSP (paralytic shellfish poisoning), sobre 6 isoformas de canales de sodio, utilizando el

mismo equipo de medida de Fluxion Biosciences 23,

A diferencia de otros métodos de cribado en los que es suficiente la transfeccion
transitoria de las proteinas de interés, para poder realizar el estudio funcional con la
plataforma de patch-clamp automatizada era necesario contar con lineas que expresaran de
forma estable los canales que se querian modular. La generacidon de una linea heteréloga es
un trabajo largo y no siempre sencillo, por lo que realizar el cribado sobre lineas estables de
todos los mutantes seleccionados de SCN1A, se presentaba como una ardua tarea. Asi surgid
la idea de utilizar un sistema de generacion de lineas estables isogénicas, que permite la
integracidn y expresiéon del gen de interés en células de mamifero en un sitio especifico del
genoma. Esto se consigue creando una linea estable huésped que contiene un sitio de
recombinacidn especifica similar al utilizado por Sacharomyces cerevisiae, y que sera el locus
en el que se inserte posteriormente nuestro gen de interés con las oportunas mutaciones

generadas por técnicas de clonacion.

Las librerias de compuestos seleccionadas para el cribado, fueron entre otras: NIHCC, con
747 compuestos, finalmente ensayada por estar compuesta por moléculas que evitarian el
largo proceso de ensayos clinicos (véase materiales y métodos) y Prestwick Chemical Library,
una coleccién Unica de 1280 pequefias moléculas, 100% aprobadas por la FDA. Esta ultima,
seria muy interesante para el caso de mutaciones de proteina truncada, en principio
descartadas. Por otros estudios de nuestro laboratorio, se tenia constancia de que algunos de
los compuestos que la forman son capaces de generar ganancia de funcién, moléculas
conocidas como “Translational read-through”. Los mecanismos por los que podrian actuar
estos compuestos son: 1) forzar al ribosoma, cambiando su conformacién, “a leer” un codon
de stop prematuro e introduciendo un aminoacido al azar 2) estabilizar el ARNm evitando que
se degrade y permitiendo su traduccién o 3) actuar como chaperonas estabilizando proteinas

truncadas.”
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El inicio del proyecto durante la parte de biologia molecular presenté mas dificultades de
las esperadas debido al clon del gen SCNIA que debia utilizarse para generar las lineas
estables. Parecia que este gen daba lugar a un inserto de ADNc de gran tamafio, que resultaba
téxico para las bacterias transformadas y estas efectuaban reordenamientos durante la
amplificacion del plasmido, obteniendo muestras no secuenciables. Finalmente, se descubrid
gue el plasmido llevaba el fragmento 1S3 de una transposasa de E.coli, que era la responsable
de cada intento fallido. En colaboracion con el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa de
Madrid, encargado del proyecto de trafico de proteinas, de la Fundacion Sindrome de Dravet,
se recibidé una copia de un clon de SCN1A, y varias pruebas iniciales de inmunocitoquimica

permitieron ver que daba lugar a un canal que se expresaba en membrana.

En este momento, el objetivo principal del proyecto cambidé por varios motivos. La
busqueda de moléculas que potenciaran la actividad de la copia no funcional del Navl.1
pasaba a un segundo plano ya que, la gran variedad de mutaciones distintas hacia dificil la
seleccién de un numero reducido de ellas para su estudio. En cambio, independientemente
de la mutacién, todos los casos poseian una copia sana, la cual, con un aumento de la
actividad, por pequefia que fuese, contribuiria a un gran cambio en el fenotipo del paciente

Dravet y su calidad de vida.

El segundo objetivo del proyecto era la busqueda de moléculas que bloquearan
parcialmente y de forma selectiva la actividad del Nav1.6, canal de neuronas excitatorias que
al parecer estaba sobreexcitado o sobreexpresado debido a la pérdida de funcion de Navl.1
en neuronas inhibitorias. Se comenzé la generacidn de una linea celular ND7/23 que expresara
de forma estable este canal, gracias al clon pcDNA3-hNa,1.6; cedido por Michael Tamkun,
PhD., de la Universidad de Colorado, pero no se continud con ello ya que la Fundacion de
Dravet recibid la donacién de las dos lineas celulares, HEKNav1.1wt y CHONavl.6wt, los dos
canales de interés para el estudio farmacoldgico. La generacidn de las lineas estables silvestres
ya no era necesaria, pudiéndonos centrar en la puesta a punto de la técnica de medida y el

cribado de las librerias de moléculas bioactivas.
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Es cierto que el trabajo hecho en esta tesis doctoral ha sido, mas que un cribado en si, la
puesta a punto una técnica de medida. La caracterizacion de dos lineas celulares con diferente
background, ha permitido definir ciertos pardmetros de cultivo y protocolos de medida que
proporcionan las bases para el disefio de otros proyectos de cribado. Algunos de los puntos
llevados a cabo, como el calculo del Factor Z, se hicieron al inicio del proyecto, durante la
puesta a punto, y con el conocimiento que se tenia en ese momento. A pesar de que el valor
de este factor era desfavorable, se continud con el cribado porque la accién del antagonista
elegido, la lidocaina, era estadisticamente valorable y cualitativamente visible. Muy
probablemente en el momento actual y con un mayor conocimiento de la técnica se hubiera
calculado tomando una muestra mayor, de distintas placas, utilizando varios antagonistas y
se revisaria el calculo. Hay estudios que sugieren que el Factor Z para segln qué cribados, es

poco realista, y se ofrecen parametros estadisticos alternativos 264,

Durante el curso del proyecto se han realizado estudios con otros canales, como, por
ejemplo, TRPMS8, TRPV1 o Kv1.1 expresados en células HEK. En concreto la puesta a punto del
lonflux™ para cribado en HEKKv1.1, permitié realizar un trabajo fin de grado de nuestro

laboratorio?®® .

El cribado de la libreria NIHCC ha llevado finalmente a la seleccién de 4 candidatos que
podrian activar de forma selectiva el canal Navl.1wt, aunque desde el inicio del proyecto se
tenia muy presente que no existian moléculas capaces de aumentar la actividad de canales de
sodio y que no muestren efectos adversos. El método de andlisis, utilizando el drea bajo la
curva de todo el registro y relativizado al momento anterior a la adicién del compuesto, solo
con solucién externa, ha resultado ser efectivo para los controles positivos de activaciéon e
inhibicion, y para los candidatos bloqueadores. Es probable, que el aumento sutil que
pudiéramos encontrar en un potencial activador selectivo de sodio, no sea facilmente
detectable de forma cuantitativa y/o estadistica y sea necesario el estudio detallado de los
registros. Pero el hecho de que, entre los 4 candidatos seleccionados, de entre 681, se
encuentren dos relacionados con epilepsia o canales de sodio no creemos sea casual. Por este
motivo, se considera que el estudio exhaustivo de al menos 3 de los candidatos seleccionados,

Amlexanox, Olmesartan y HTMT, podria ser una linea a seguir. El Amlexanox, en concreto,
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publicado como “translational read-through” 26, comparte caracteristicas con otros orphan-
drug actuales, aprobados por ejemplo para la distrofia muscular de Duchenne, vy

266.267 Ademas, toda la

recientemente incluidos en un ensayo clinico para Sindrome de Drave
informacion obtenida acerca de inhibidores de canales de sodio, selectivos o no del Nav1.6,
podria tomarse también como punto de partida para la seleccién de otros candidatos para

validacion.

Diferentes farmacéuticas y grupos de investigacién estdn detras de la busqueda de un
farmaco efectivo para el Sindrome de Dravet. Hace unos aiios, la compaiiia danesa Lundbeck,
comenzo la busqueda de compuestos que activaran Navl.1 de forma selectiva y sirviera por
ejemplo, como tratamiento en epilepsia, Alzheimer y/o esquizofrenia?®® 2°, Otras compafiias
se han centrado en el estudio de bloqueadores selectivos de Navl.6, por ejemplo, algunas
moléculas eficaces en modelos animales con epilepsias debidas a mutaciones con ganancia de

funcion del gen SCN8A (www.xenon-pharma.com/product-candidates/dravet-syndrome/)

Los programas tradicionales de drug discovery siguen los pasos desde el cribado in vitro,
de miles de moléculas, obteniendo un nimero reducido de candidatos, que se testaban
finalmente en modelos animales, ratdon o rata habitualmente, antes de pasar a ensayos
clinicos en pacientes. La generacion de modelos animales de enfermedades que puedan
sustituir a modelos murinos, con ciclos vitales mds cortos y alto indice reproductivo, permiten
la caracterizacion farmacolégica directamente en sistema nativo, por ejemplo, en pez cebra
Dravet, o en Drosophila melanogaster, el dltimo protagonista de la familia de modelos Dravet.
Asi surgio un extracto natural, el THC-CL1, de Theracule Pharma, que disminuia in vivo, en pez
cebra y ratéon Dravet, la aparicion de crisis convulsivas y otros problemas motores. La
posibilidad de contar con lineas celulares bien caracterizadas que expresan los canales de
sodio Nav1.1y Navl.6 implicados en el Sindrome de Dravet, y una técnica de medida ya puesta
a punto permitié comprobar que esta molécula no modula la actividad de estos canales y el
mecanismo de accién implicaria a otro u otros receptores. Esto, lejos de ser un resultado
negativo, permite asegurar que este candidato no provocard efectos patoldgicos en el

sindrome de Dravet u otras epilepsias refractarias a bloqueadores de canales de sodio.
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Recientemente se ha publicado un estudio con un bloqueador de canales de sodio, en
principio no recomendable para Dravet, que inesperadamente mejoraba el fenotipo de un
raton Scnla*/- eliminando las crisis espontaneas y que sugiere la reduccion en los niveles de
proteina de Nav1.6 del hipocampo %7°. Esto anima a continuar con el estudio de la informacidn

sobre bloqueadores obtenidos en nuestro cribado.

La idea inicial del proyecto reflejado en esta tesis doctoral, de agilizar la llegada al paciente
de un posible farmaco con el cribado de librerias como la NIHCC, sigue impulsando nuevos
retos y aparicion de potenciales candidatos. Por ejemplo, el caso de dos medicamentos
huérfanos (EPX-100 y EPX-200), un modulador de la via de la serotonina, y un antihistaminico
de primera generacién de los afios 50, que al parecer también actia modulando el receptor
de serotonina 5HT. Estos candidatos fueron rescatados por su efecto anticonvulsivo en una
plataforma de pez cebra Dravet en San Francisco, habiendo sido probado el segundo en un
grupo de pacientes Dravet del hospital de Colorado, con resultados satisfactorios

(www.newswire.com/news/epygenix-therapeutics-receives-orphan-drug-designation-from-

the-u-s-19369643). Como dato, el HTMT, uno de nuestros candidatos, es una molécula

implicada en procesos antihistaminicos via receptores H1 y H2. Otro caso similar es el del
Canabidiol, rescatado como orphan drug , ya que reduce las crisis convulsivas en epilepsias
infantiles, incluido el sindrome de Dravet, y estudiado por varios grupos en su version natural

y sintética®®®.

La directriz de atacar el problema de base de la haploinsuficiencia del Navl.1wt ha llevado
a varios grupos a la busqueda de una terapia que logre incrementar la expresidn de la copia
no mutada del gen. Parece que un ARN no codificante antisentido es el responsable de frenar
la transcripcidn una vez se han conseguido el 50% de las copias. Usando compuestos basados
en oligonucleétidos complementarios a esos ARN antisentido, han sido capaces de aumentar
la expresidn in vitro y en cerebro de ratén Dravet knock-in, con una significante mejora en el
fenotipo y la excitabilidad de las interneuronas del hipocampo?”?. Otro grupo de investigacion,
este mas cercano, en la Universidad de Navarra, estd intentando desarrollar terapia génica

introduciendo otra copia sana del gen mediante adenovirus (datos auiin no publicados).
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La busqueda de un farmaco efectivo para el Sindrome de Dravet es una empresa en la
gue se deben aunar todos los esfuerzos: estudios demograficos de pacientes diagnosticados
con SD, respuesta a la medicacién designada y ensayos clinicos de nuevos farmacos 8> 272,
registro internacional de pacientes y relacién fenotipo-genotipo, avances en la caracterizacion
molecular que provoca el espectro tan amplio de signos y sintomas en SD y otras
encefalopatias severas 273 y la aparicidon de nuevas moléculas a estudio , como las aportadas

en esta tesis doctoral.

Asi, la puesta a punto de la plataforma automatica de patch-clamp y del cultivo celular de
las dos lineas que expresan Navl.1wt y Navl.6wt ofrece la posibilidad de cribar otras muchas
librerias de compuestos en dichas lineas y la generacién de lineas isogénicas mutantes para

continuar con el cribado farmacogendmico para el Sindrome de Dravet.
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Las lineas celulares HEKNav1.1wt y CHONavl.6wt muestran una expresion estable de
las subunidades alfa de los canales Navl.1 y Navl.6 humanos, respectivamente. En

ningun caso se observa la presencia de subunidades Nav auxiliares f1 o B2.

Tanto HEKNavl.lwt como CHONavl.6bwt pueden ser analizadas por técnicas
analiticas complementarias como son la medida de intensidad de fluorescencia o el

registro de corrientes idnicas a través de membranas celulares.

La plataforma automatica de patch-clamp IONFLUX-16™ permite realizar cribados de

alto rendimiento basados en la funcionalidad de canales idnicos.

El cribado de la libreria de moléculas bioactivas NIHCC, ha identificado tanto
activadores como inhibidores de Navl.l y Navl.6 susceptibles de estudiarse

cualitativamente por la técnica manual de patch-clamp.

Nuestra tecnologia permite probar otras librerias de compuestos utilizando las lineas
celulares HEKNav1.1wt y CHONav1.6wt. Asi, de una forma eficaz se pueden realizar
cribados de alto rendimiento para proyectos de drug discovery aplicados tanto para

el Sindrome de Dravet como para otras patologias asociadas con canales de sodio.
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ANEXO1

Diseiio del protocolo de medida para Ionflux-16™
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Figura Al- 1. Interfaz de la ventana de disefo de placa. Permite marcar con que zona de la placa
se realiza el ensayo e indicar datos informativos del experimento.
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Figura Al- 2. Interfaz de los editores de presion y voltaje. La ventana de trabajo para editar los
protocolos de presién y voltaje es comun para los 4 subprotocolos. En la imagen nos encontramos dentro de
Data acquisition.
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Figura Al- 3. Interfaz del editor de presion. El editor de presién permite modificar las presiones
ejercidas en el canal principal y a través de las trampas para el correcto flujo de fluidos y succién sobre las
células.
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Figura Al- 4. Adicion de compuestos. Permite disefar el protocolo de tiempo y orden de adicién de
compuestos.
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Figura Al- 5. Interfaz del editor de voltaje. En esta ventana se disefia el protocolo de voltaje que se
aplica en las trampas, y la frecuencia en que se aplica. Aqui también se marcan los cursores para realizar los

incrementos de intensidad y resistencia.
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Figura Al- 6. Interfaz del control del amplificador. Para compensar de forma manual o automética
los parametros de la capacitancia, resistencia en serie y eliminacion de artefactos.
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Figura Al- 7. Interfaz de la grafica Al vs. Tiempo y el analizador de eventos. Ventana para el
trabajo y la obtencion offline de los datos crudos.
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Figura Al- 8. Graficas | vs. Tiempo. A)Gréafica de un tnico sweep. B) Grafica “ sweep overlay” con varios
registros superpuestos.
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Protocolos del procedimiento experimental
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Figura Al- 9. Subprotocolo de Prime. Protocolo fijo para todas las lineas celulares, canales a estudio

y ensayos.
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Figura Al- 10. Subprotocolo de Trap para HEK Y HEKNav1.1wt. Ventana de la izquierda, una
serie de pulsos de presidn positiva permiten el flujo correcto flujo de células para su succion en las trampas.
Derecha, un pulso de voltaje a valores donde el canal Nav estd inactivo.
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Figura Al- 11. Subprotocolo de Trap para CHO Y CHONav1.6wt. Subprotocolo similar a la figura
Al-1l. La presién negativa de las trampas es algo menor por el menor tamafio de estas lineas celulares.
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Figura Al- 12. Subprotocolo de Break para las lineas HEK y HEKNav1.1wt. Protocolo de
presién de succion, a la izquierda, de dos pulsos. Se marca un pulso de voltaje, a la derecha, hasta—120 mV,
para asegurar canal Nav cerrado.
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Figura Al- 13. Subprotocolo de Break para las lineas CHO y CHONav1.6wt. Protocolo de
presion de succidn, a la izquierda, de un Unico pulso por el menor tamario de las lineas celulares. El pulso de
voltaje no varia respecto a la gréfica anterior.
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IF. Voltage Command Editor - u] x

Drag and drop Voltage Command items from below into the Voltage Command sequence list.

Voltage Command items Load Sequence || Save Sequence

Voltage Command Sequence

=8

n=1 n=1

() Selected Item Details (Dwel item)

Parameter Description
[vate
|ourstion ! Duration in ms
Repeat: |1 | times

Timeline Chart

Tim me)

Al/R Calculation Cursors

Calculation Method

. ) Single Point
Cursor Rleft R Right Al Cursor 1 Al Cursor 2

t(ms) 54 136 1103 139 O Min O Max @ Average

101 | Points (1, 3,5..)

Sample Rt [10006 =] sampiesc

Figura Al- 16. Protocolo de voltaje. Ventana de trabajo para la construccién del protocolo de voltaje. En la
inferior se aprecia el ratio de registros por segundo. Se observa el pulso de voltaje aplicado para la puesta a puntc
cribado de la libreria NIHCC.
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Figura Al- 17. Protocolos de adicion de compuestos para el cribado. El C1 comienza a los 360

s del inicio del experimento. De C1 a C7 el tiempo de adicién de cada uno es de 60 s, y un lavado con buffer
entre ellos, de 120 s, que se encuentra en C8.
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Figura Al- 18. Protocolos de adicion de compuestos para la dosis-respuesta. El C1 comienza

a los 300 s del inicio del experimento.Tanto los compuestos, de C1 a C7, como el lavado buffer, en C8, tiene
un tiempo de aplicacién de 120s.
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ANEXO 11

Factor Z

Tabla All- 1. Factor Z para Navl.1l. Valores de los incrementos de corriente con la linea
HEKNav1.1wt en presencia de buffer (izquierda) y lidocaina 1mM (derecha) utilizados para el célculo
del factor Z.

HEKNavl.lwt
Time(s) P1T1 P1T2 (pA) P2T1 [pA) P2T2 P3T1 (pA) P3T2 PAT1 P4T2 PST1 P5T2 (pA) PET1 PET2 PIT1 P7T2 [pA) PET1 PaT2
310 2038 5126 7369 4769 5321 6638 -405 -308 1272 163 -516 487 337 1646 1868 826
320 1938 5019 7294 4720 5211 6525 -404 -250 1215 77 -578 180 354 1538 1763 779
c1 330 1883 4888 7155 4669 5158 6478 -371 -467 1147 -16 -598 86 244 1498 1714 753
340 1799 4837 7071 4633 5081 6315 -357 -470 1119 -144 -633 63 226 1485 1669 716
350 1714 4686 6915 4620 5034 6285 -365 -449 1130 -140 -655 -33 228 1485 1578 676
360 1632 4699 6725 4515 5001 6233 -405 422 1098 -78 679 -45 203 1368 1552 619
430 1694 4259 6482 4620 4942 5703 -287 -487 1101 13 -157 109 372 1412 1551 414
440 1575 4202 6517 4585 4980 5576 -200 -487 1002 -59 -869 84 264 1355 1458 309
c2 450 1575 4172 6487 4540 5046 5583 -210 -476 880 -183 -930 40 217 1348 1429 212
460 1538 4054 6544 4636 4949 5371 -235 -509 785 -138 -967 56 168 1331 1441 189
470 1456 4044 6637 4524 4838 5203 -300 -518 592 -154 -1045 42 143 1300 1440 119
480 1452 4026 6571 4546 4848 5072 -315 -441 550 -255 -1007 -34 148 1319 1334 112
550 1813 3823 6479 4879 4648 4619 -289 -304 655 -207 -1130 17 300 1364 1511 224
560 1953 3761 6358 4891 4579 4500 -283 -311 509 =274 -1267 13 194 1232 1456 a3
c3 570 2001 3691 6361 4703 4504 4494 -264 -243 536 -277 -1286 58 132 1201 1451 61
580 2087 3658 6343 4639 4503 4396 =279 -162 475 -306 -1326 10 -2 1186 1433 25
590 1993 3664 6287 4657 4348 4316 -250 -129 473 -339 -1358 56 14 1129 1479 -43
600 1933 3631 6354 4635 4327 4195 -247 -121 398 -375 -1419 70 15 1087 1439 -82
670 1978 3532 6246 4601 3588 2690 -438 -116 489 -125 -1493 459 112 937 1420 -35
680 1736 3429 6050 4508 3460 2629 -386 -149 342 -295 -1559 393 6 841 1286 -111
ca 690 1893 3356 6125 4584 3495 2788 -322 -115 393 -285 -1588 366 -33 815 1195 -192
700 1767 3289 5920 4448 3536 2803 -304 -145 401 -327 -1593 328 -69 818 1290 -210
710 1764 3131 5715 4544 3481 2583 -445 -243 326 -348 -1648 332 -117 801 1181 -256
720 1598 3087 5702 4689 3503 2679 -433 -229 307 -344 -1653 253 -161 755 1247 -231
790 1491 2971 5531 4946 4311 33va -138 -237 376 114 -1590 297 -80 823 1250 -173
800 1720 2887 5444 4977 3914 3326 -135 -245 381 104 -1667 266 -238 657 1244 -233
s 810 1671 2806 5299 4916 4037 3243 -164 -235 298 96 -1665 233 -246 646 1148 -241
820 1715 2720 5380 4903 3977 3236 -154 -197 272 122 -1738 198 -285 569 1076 -260
830 1517 2657 4723 4930 4048 3146 -167 -280 166 110 -1740 222 -360 583 1083 -317
B840 1447 2606 4820 4932 4069 3008 48 -293 278 15 -1797 217 -414 557 1063 -330
910 1401 2471 5017 5084 4148 2878 80 -304 179 96 -1660 an -397 600 1043 -184
920 1377 2420 4900 5060 4066 2914 32 -273 216 24 -1751 334 -491 553 1025 -224
6 930 1294 2364 4875 5031 3980 2865 10 -306 104 58 -1786 249 -544 488 963 -265
940 1241 2281 4937 4993 4012 2800 0 -315 -30 -51 -1818 237 -592 477 804 -333
950 1280 2279 4862 4916 3915 2644 144 -364 -52 47 -1830 204 -648 484 786 -303
960 1154 2233 4805 4933 3944 601 151 -353 -45 -3 -1844 198 -707 458 835 -299
1030 1363 2139 4735 4869 4162 2499 195 -269 107 156 -1938 254 -646 558 862 -333
1040 1371 2014 4633 4950 4123 2516 215 -283 39 49 -2008 216 -716 443 776 -364
7 1050 1313 2005 4584 4831 4277 2187 359 -279 64 33 -2025 173 -7192 403 711 -352
1060 1361 1962 4391 4779 4339 2319 337 -270 -293 11 -2029 139 -821 395 671 -385
1070 1610 1924 4495 4735 4408 2220 281 -241 -190 -22 -2049 86 -830 355 649 -437
1080 1564 1857 4319 4729 4385 2318 233 -258 -168 -67 -2085 67 -870 354 670 -432
1150 1810 1833 5025 4457 4635 2294 108 -195 -239 -8 -2124 79 -743 562 758 -346
1160 1739 1503 5147 4366 4776 2266 101 -222 -247 -166 -2189 30 -789 500 655 =374
8 1170 1751 1806 5082 4466 4820 2086 117 -215 -187 -223 -2271 22 -a09 459 587 -401
1180 1862 1718 5196 4408 4901 1855 127 -190 -331 <235 -2296 -4 -901 448 636 -483
1190 1779 1713 5194 4323 4895 1787 119 -221 -372 -241 -2341 -99 -872 447 603 -465
1200 1834 1655 5225 4286 4894 1858 138 -290 -298 -302 -2429 -151 -896 311 625 -485
Promedio 2856 76
Dvest 21 848
Zfactor -1.487
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Tabla All- 2. Factor Z para Nav1.6. Valores de los incrementos de corriente con la linea
CHONavl.6wt en presencia de buffer (izquierda) y lidocaina 1mM (derecha) utilizados para el
célculo del factor Z.

CHONavl. 6wt
e rrcrerrrarrrere— e brrrr———————— o M
Time (s) P1T1(pA) P1T2 (pA) P2T1 (pA) P2T2 (pA) P3T1 (pA) P3T2 (pA) PAT1 [pA) PAT2 (pA) PST1 P5T2 P6T1 PET2 (pA] PTT1 (pA) PTT2 PBT1 P8T2
310 3660 5515 2962 3352 4583 3378 3620 4055 1459 1406 751 791 3969 2119 182 1111
320 3773 5364 2903 3233 4668 3405 3684 4598 1394 1298 702 839 3942 2315 137 1126
c1 330 3831 5327 3002 3258 4719 3441 3613 4729 1310 1161 606 835 4001 2304 88 950
340 3711 5365 3074 337 4886 3402 3387 4659 1343 929 553 839 4339 2144 -25 991
350 3777 5248 3102 3324 4984 3231 3687 4093 1427 797 492 790 4450 2428 -111 937
360 3896 5164 2974 3391 5176 3176 3538 4262 1549 745 404 813 4480 2458 -138 858
430 3526 4973 2608 3413 4480 3053 3253 3881 669 618 421 767 1293 418 -223 906
440 3324 4958 2620 3380 4396 3090 3355 3734 544 504 323 692 1230 542 -328 832
c2 450 3318 4956 2638 3378 4621 2920 3515 3629 583 578 267 733 1138 530 -323 897
460 3313 4921 2670 3410 4613 2721 3541 37 492 697 241 638 1031 504 -437 817
470 3175 4769 2486 3362 4803 2704 3663 3298 431 685 209 621 963 669 -395 878
480 3107 4658 2439 3431 4848 2595 3829 3095 402 625 235 526 880 562 -420 920
550 3979 4045 2321 3063 4533 2189 3627 2924 -9 327 101 402 332 232 -356 917
560 3931 3967 2283 3014 4417 1945 3597 2967 -114 242 81 358 311 74 -495 664
a 570 3878 3967 2276 2997 4423 1920 3435 2848 -169 237 52 365 278 125 -488 638
580 3715 3972 2239 3000 4344 1839 3460 2714 -254 169 17 3n 226 63 =525 628
590 3913 3910 2315 2968 4250 1691 3485 3077 -285 113 0 284 168 48 -550 544
600 3792 3845 2243 2926 4373 1622 3443 2796 | -264 104 -35 323 148 65 -562 433
670 3873 3731 2371 3042 3906 1464 3692 2183 -248 300 -84 272 -8 347 -641 381
680 3797 3705 2407 3002 4180 1380 3610 2369 -330 192 -150 231 -63 301 -755 254
ca 690 3744 3694 2398 2998 4206 1396 3665 2054 -345 51 -140 286 -27 194 -813 222
700 3764 3685 2481 2990 4268 1223 3297 2090 -324 -36 -148 281 -143 186 -B34 193
710 3772 3671 2532 3012 4187 1203 3234 2028 -382 -12 -165 267 -105 250 -B46 184
720 3653 3516 2499 3021 4204 1093 3240 1974 -398 -33 -182 218 -142 70 -845 160
790 3685 3509 3288 3100 3873 1196 3019 1934 -416 41 -85 247 94 317 -541 292
800 3658 3295 3255 3067 3790 1200 2824 1624 -459 -75 -134 154 79 251 -594 189
5 810 3747 3181 3134 3065 3812 1097 2654 1502 ~463 -93 -147 53 94 170 -629 172
820 3728 3173 3058 3643 3743 1061 2599 2029 -422 -147 -153 40 106 173 -681 225
830 3 3138 3010 3656 3793 1043 2513 2054 -470 -144 -199 34 55 98 -708 206
840 3729 3062 2976 3580 3954 948 2453 2020 -446 -177 -249 2 -3 87 -689 192
910 3843 2984 2830 3131 3835 1138 2084 2365 -518 -135 -218 -152 -86 214 -684 173
920 37 2987 2620 3058 3627 969 1981 2236 -541 -209 -256 -191 -131 125 -702 115
% 930 3663 2979 2603 3066 3528 920 1868 2326 -515 -206 -228 -263 -145 25 =721 55
940 3694 2979 2561 2979 3466 835 1766 2319 -513 -215 -273 -227 -188 13 -767 -3
950 3730 2866 2513 2974 3365 807 1774 2092 -523 -257 -255 -229 -199 17 -745 -29
960 3725 2908 2439 2973 3287 1433 1694 2273 =529 -251 -257 -218 209 =1 -783 i
1020 3021 2731 2431 3059 2855 2216 1750 3193 179 311 -226 -184 -131 -78 -742 109
1040 3845 2464 2290 3031 2784 2253 1633 2966 199 -362 -215 -217 -150 -174 -764 12
7 1050 3792 2408 2316 3058 2796 2226 1585 2877 173 383 -226 -282 -139 -88 -792 3
1060 3734 2387 2233 3109 2679 2254 1665 2721 126 -377 -256 -289 -168 -24 -810 -19
1070 3670 2333 2136 3092 2603 2230 1625 2802 85 -409 -244 -326 -194 13 -806 -34
1080 3569 2276 2151 3079 2466 2179 1622 3060 48 415 -259 -355 -208 =54 -829 -83
1150 3404 2229 1974 2606 2334 2050 1349 3164 1087 623 -158 415 1119 1779 764 -30
1160 3349 2188 1858 2561 2338 1908 1278 2983 1079 596 -145 -445 1198 1643 -817 -31
8 1170 3304 2155 1787 2421 2246 1912 1125 3325 949 525 -175 -481 1223 1534 -796 -86
1180 3233 2106 1740 2415 2260 1880 1059 3385 900 522 -214 -450 1229 1737 -830 -81
1180 3309 2068 1648 2373 2196 1843 1038 3332 870 544 -182 -430 1358 1676 -825 -102
1200 3265 2072 1697 2342 2129 1820 982 3300 704 440 -190 -453 1430 1601 -831 -104

Promedio 3016 223
Dvest 949 789
Zfactor -0.8141
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Cribado de NIHCC, primera vuelta
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D4+

Buffer:
T 4
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Cc24
D24
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Veratridine:
Lidocaine:

NIHCC_NGP 104-01 N=1

31 Candidatos N=2 A2, C2, D2,F2,C3, D4, F4, H4, A5, G5, B6, C6,C7, E7, G7, B8, H8, A9, D9, E9, F9, G9, H9, A10,
B10, C10, F10, H10, C11, D11

Figura All- 1. Cribado de NGP 104-01: Primera vuelta de la subserie NGP 104-01 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1.6wt (abajo). Para ambas graficas , la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de bufrfer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Navl.1 supera
el 110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6
que disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En

azul oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles.
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17 Candidatos N=2 F2, G2, H3, D4, F4, A5, G5, F6, C7, E7, F7, D9, A10, B10, H10, A11, F11, G11
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nﬂﬂ _1n HH

% Actividad relativa

o
Buffor fo e e
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Lidocaine

NIHCC_NGP 104-02  N=1

17 Candidatos N=2 C2, H2, H3, E4, C5, D5, E5, A6, D6, B7, B8, D8, E8, G8,F9, C10,F10, H10, A11, H11

Figura All- 2. Cribado de NGP 104-02. Primera vuelta de la subserie NGP 104-02 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1.6wt (abajo). Para ambas graficas , la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Nav1.1 supera el
110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6 que
disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En azul
oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles
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NIHCC_NGP 104-03 N=1
25 Candidatos N=2 H2. B3, C4, D4, E4, H4, C5, F5, G5, H6, A7, C7, E7, G7, H7, F8, G8, C9, D9, A10, B10, E10, H10,
B11, D11
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NIHCC_NGP 104-03 N=1

40 Candidatos N=2 B2, E2,F2, G2, H2, C3, D3, C4, E4, F4, G4, H4, A5, B5, H5, G6 C7,D7, H7,D8, F8, G8, H8, B9,
C9, D9, E9, F9, G9, A10, D10, E10, G10, A11, C11, D11, E11, F11,G11 H11

Figura All- 3. Cribado de NGP 104-03. Primera vuelta de la subserie NGP 104-03 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1l.6wt (abajo). Para ambas graficas , la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Nav1.1 supera el
110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6 que
disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En azul
oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles.
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30 Candidatos N=2 D2 E2, G2, A3, B3, C3, E3, C4, G4,H4, E5, F5, H5, B6, E6, F6, G6, H6, A7, C7, E7, H7, A9, B9,
A10, B10, G10, D11, E11, F11,
CHO Nav1.6wt
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41 Candidatos N=2 A2,B2,D2, E2, F2, G2, H2, B3, C3, F3, H3, B4, H4, C5, F5,G5, H5,B6, E6, F6, H6, A7,D7,
F7,G7, H7, B8, C8, E8, H8, E9, G9, H9, A10, C10, D10, E10, G10, C11, D11, E11 G11

Figura All- 4. Cribado de NGP 104-04. Primera vuelta de la subserie NGP 104-04 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1l.6wt (abajo). Para ambas graficas , la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Navl.1 supera el
110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6 que
disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En azul
oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles.
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CHO Nav1.6wt

% Actividad relativa

<DOOULOTIIMOOLLOT
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43 Candidatos N=2 D2, F2, G2, A3, C3, E3, F3, G3, H3, A4, B4,F4, G4, A5, D5, B6, C6,D6, E6, G6, H6, A7, B7, D7
E7, G7, B8, F8, H8, A9, C9, D9, E9, F9, H9, A10, B10, D10, E10, H10, A11, C11, F11

Figura All- 5. Cribado de NGP 104-05. Primera vuelta de la subserie NGP 104-05 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1.6wt (abajo). Para ambas gréficas , la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Nav1.1 supera el
110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6 que
disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En azul
oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles.
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> NIHCC_NGP 104-06 N=1
25 Candidatos N=2 B2, D2,G2, H2, B3, C3, D3, E3, F4, G4, H4, A5, C5, E5, G5, A6, B6, D6, F6, H6, A7, B7, E7, F7

Figura All- 6. Cribado de NGP 104-06. Primera vuelta de la subserie NGP 104-06 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1.6wt (abajo). Para ambas graficas , la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Navl.1 supera el
110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6 que
disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En azul
oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles.
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39 Candidatos N=2 0" 22’ D7 E7. A8, D8, E8, A9, C9, GO, C10, A11, C11, D11, F11, G11

Figura All- 7. Cribado de NGP 201-01. Primera vuelta de la subserie NGP 201-01 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1.6wt (abajo). Para ambas graficas, la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Nav1.1 supera el
110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6 que
disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En azul
oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles
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NIHCC_NGP 201-02 N=1

39 Candidatos N=2 A2, F2, C3, D3, E3, F3, A4, D4,F4, G4, A5, E5,G5, H5, E6, H6, A7, D7, E7, G7, H7, A8, BS, E8,
F8, H8, BY, C9, E9, G9, C10, F10,H10, C11, D11, E11, F11, G11, H11

Figura All- 8. Cribado de NGP 201-02. Primera vuelta de la subserie NGP 201-02 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1.6wt (abajo). Para ambas graficas, la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Nav1.1 supera
el 110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6
que disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En
azul oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles
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B9, D9, G9, C10, D10, H10, A11, B11, D11, E11, G11, H11

Figura All- 9. Cribado de NGP 201-03. Primera vuelta de la subserie NGP 201-03 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1l.6wt (abajo). Para ambas graficas , la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Nav1.1 supera el
110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6 que
disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En azul
oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles.
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Figura All- 10. Cribado de NGP 201-04. Primera vuelta de la subserie NGP 201-04 en HEKNav1.1wt
(arriba) y CHONav1.6wt (abajo). Para ambas graficas , la linea y columna en verde fija el 100% de actividad
de los canales, en presencia de buffer. En rosa se muestran todos las moléculas con las que Nav1.1 supera el
110% de actividad relativa, seleccionadas para la segunda vuelta. En azul claro, los inhibidores de Nav1.6 que
disminiyen la actividad relativa por debajo de 90 %, y que serian candidatos para la segunda vuelta. En azul
oscuro, se marcan los bloqueadores irreversibles.
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Cribado de NIHCC, segunda vuelta
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Figura All- 11. Segunda vuelta para NGP 104-01 y NGP 104-02. “n2” para los potenciales
activadores de las subseries 1y 2 de la serie NGP-104, sobre HEKNav1.1wt.
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Figura All- 12. Segunda vuelta para NGP 104-03 y NGP 104-04. “n2” para los potenciales
activadores de las subseries 3 y 4 de la serie NGP-104, sobre HEKNav1.1wt.
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Figura All- 13. Segunda vuelta para NGP 104-05 y NGP 104-06. “n2” para los potenciales

activadores de las subseries 5y 6 de la serie NGP-104, sobre HEKNav1.1wt.
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Figura All- 14. Segunda vuelta para NGP 201-01 y NGP 201-02. “n2” para los potenciales
activadores de las subseries 1y 2 de la serie NGP-201, sobre HEKNav1.1wt.
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Figura All- 15. Segunda vuelta para NGP 201-03 y NGP 201-04. “n2” para los potenciales
activadores de las subseries 3 y 4 de la serie NGP-201, sobre HEKNav1.1wt
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ANEXO 11

Cribado de NIHCC, tercera vuelta

HEK Nav1.1wt

1.54

1.0- Mn ﬂﬂ --I m nn lIn ol 0nenn .ll
0.5+ H “
o-o T T T

2.0+

Actividad relativa

1.5+

104MMn

Actividad relativa

0.5

NIHCC_NGP 201 N1N2N3

Figura All- 16. Tercera vuelta para los potenciales activadores de Navl.1. En la gréfica
superior se muestran, en rosa, los 4 candidatos seleccionados con los resultados de las 3 vueltas excepto el
Olmesartan con 2. De la serie NGP 201, abajo, no hubo ninguna molécula candidata.
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ANEXO 11

Registros de corrientes de sodio con ambas lineas en
presencia de los 4 candidatos de NIHCC.
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Figura All- 17. Registros con Olmesartan. Unicamente se pudieron testar dos veces sobre HEKNav1.1wt
y una sobre CHONav1.6wt, por falta del stock de la libreria. Se muestra como aumenta el pico de corriente de

Nav 1.1, en rosa, y como disminuye el pico en Navl.6, en azul.
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Figura All- 18. Registros con Miglitol. Se muestra como aumenta el pico de corriente de Nav 1.1, en rosa,
y como disminuye el pico en Nav1.6, en azul.
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Figura All- 19. Registros con Amlexanox. Se muestra como aumenta el pico de corriente de Nav 1.1,
en rosa, y como disminuye el pico en Nav1.6, en azul. El segundo registro sobre Navl.1, con la apertura del

cierre recuerda al efecto de la ATX-II.
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Figura All- 20. Registros con HTMT. Se muestra como aumenta el pico de corriente de Nav 1.1, en
rosa, y como disminuye el pico en Nav1.6, en azul.
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