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Resumen

La atrofia muscular espinal (AME), la causa genética méas frecuente de mortalidad
infantil, es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la pérdida de neuronas
motoras espinales. La AME causa debilidad muscular progresiva y parélisis y se debe a
la pérdida o mutacién de SMN1, que codifica la supervivencia de la proteina de la neurona
motora (SMN). SMN se expresa de forma ubicua y participa en multiples procesos del
metabolismo del ARN. Aunqgue aun no se ha demostrado su funcion fisiologica en axones
y terminales presinapticos, diferentes estudios in vitro sugieren que participa en la sintesis
local de proteinas. La caracterizacion de las alteraciones estructurales, funcionales y
moleculares en modelos de raton SMA ha contribuido en gran medida a la comprension

de la fisiopatologia de la enfermedad.

El objetivo del presente trabajo ha sido doble. Primero, estudiar la organizacion
espacial y temporal de SMN en axones motores y terminales y, segundo, investigar los
mecanismos implicados en la disfuncion sinaptica de la uniéon neuromuscular (NMJ).
Nuestros resultados revelan la existencia de granulos de proteina SMN enddgena y
heter6loga a lo largo de los axones y dispuestos de manera ordenada dentro de el terminal
nervioso motor. Demostramos que los granulos de SMN coexisten con dos elementos de
la maquinaria de sintesis de proteinas en el preterminal: los ribosomas y el ARNm. En
ratones WT, los granulos axonales y preterminales disminuyen durante las dos primeras
semanas de vida, volviéndose imperceptibles en la edad adulta. Sin embargo, la expresién
heter6loga de SMN permanece constante durante este periodo. Asi mismo, nuestros
resultados revelan una posible asociacion entre los granulos y el citoesqueleto,
especialmente con los NF. A medida que avanza la enfermedad, SMN y NF forman
agregados en axones y terminales, posiblemente contribuyendo al colapso del terminal
nervioso. Proponemos que SMN participa en la maduracion de la sinapsis regulando el
transporte y el metabolismo del ARNm en este compartimento.

En la segunda parte de nuestro trabajo, investigamos las alteraciones funcionales
del terminal motor en la AME mediante el andlisis electrofisiologico de la
neurotransmision y registros de imagen dinamica de la exo-endocitosis y la funcion
mitocondrial. Nuestros resultados muestran que la mitocondria es fundamental para
mantener la neurotransmision y reciclar las vesiculas sindpticas, tanto en controles como
en mutantes, y que la produccion de ATP por la via glucolitica no juega un papel
importante en esta sinapsis. Finalmente, hemos investigado la capacidad de GV-58, un

agonista de los canales de calcio dependiente del voltaje, para aumentar la liberacion de
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neurotransmisores. Encontramos que GV-58 prolonga la duracion de los potenciales
postsinépticos en ratones SMA de una manera dependiente de la dosis.
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Summary

Spinal muscular atrophy (SMA), the most frequent genetic cause of infant mortality, is a
neurodegenerative disease characterized by spinal motoneuron loss. SMA causes
progressive muscle weakness and paralysis, and it is due to the loss or mutation of the
SMNL1, which encodes the survival of motor neuron (SMN) protein. SMN is ubiquitously
expressed and participates in multiple processes of RNA metabolism. Although its
physiological function in axons and presynaptic terminals has not been demonstrated yet,
different in vitro studies suggest that it participates in local protein synthesis. The
characterization of the structural, functional, and molecular alterations in SMA mouse

models contributes highly to understanding the disease's pathophysiology.

The objective of the present work has been double. First, to study the spatial and
temporal organization of SMN in motor axons and nerve terminals and, second, to
investigate the mechanisms involved in the synaptic dysfunction of the neuromuscular
junction (NMJ). Our results reveal both endogenous and heterologous SMN protein
granules distributed along the axons and arranged in an orderly manner inside the nerve
motor terminal. We demonstrate that SMN granules coexist with two elements of the
protein synthesis machinery at the preterminal: ribosomes and mRNA. In WT mice, the
number of Smn granules decreases during the first two weeks of life, becoming
imperceptible in adulthood. However, the heterologous expression of the SMN protein in
the transgenic mice remains constant during this period. Likewise, our results reveal a
potential association between Smn-SMN granules and the cytoskeleton, especially with
NFs. As the disease progresses in the mouse SMA model, SMN and NFs form aggregates
in axons and terminals, possibly contributing to the nerve terminal collapse. We propose
that SMN participates in synapse maturation by regulating the transport to and

metabolism of the mRNA at this compartment

In the second part of our work, we investigated the functional alterations of the
motor nerve terminal in SMA. We characterized neurotransmission defects with
electrophysiological techniques and exo- endocytosis and mitochondrial homeostasis
alterations by dynamic imaging. Our results show that mitochondrial activity is critical
for maintaining neurotransmission and recycling synaptic vesicles, both in controls and
in mutants. ATP production by the glycolytic pathway does not play an important role in
this synapse. Finally, we have investigated the capability of GV-58, a voltage-dependent

calcium channel agonist, to increase neurotransmitter release. We found that GV-58
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prolongs the duration of the post-synaptic potentials in SMA mice in a dose-dependent

manner.
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1. La Atrofia Muscular Espinal (AME)

La Atrofia Muscular Espinal (AME) es una enfermedad genética de herencia autosomica
recesiva caracterizada por la degeneracion de a-motoneuronas del tronco encefalico y de
la medula espinal. Desde el punto de vista clinico se caracteriza por debilidad y atrofia
muscular, generalmente severa, de predominio axial y proximal. El gen responsable de la
enfermedad se denomina SMN1 y fue identificado en 1995 (Lefebvre et al., 1995).
Distintas alteraciones en SMN1 dan lugar a la deficiencia en una proteina ubicua

denominada SMN o proteina de supervivencia de motoneuronas.

Desde que hace 25 afios SMN se identificé en el nucleo celular en asociacion con
los Cuerpos de Cajal (CB) (Liu & Dreyfuss, 1996) se ha desarrollado una vasta literatura
que indica que SMN ejerce un papel central en el metabolismo del ARN a distintos niveles
(Singh et al., 2017). Por ejemplo, a nivel de la transcripcion interacciona con la ARN
polimerasa Il, evitando la formacion de hibridos ADN-ARN. Asi mismo, regula
indirectamente la maduracion de los pre-ARN puesto que dirige la formacion de distintos
tipos de ribonucleoproteinas (RNP) esenciales en este proceso, como las nucleares
pequefias (SNRNP) o nucleolares pequefias (SnoRNP). Por otro lado, regula la estabilidad
y trafico de los ARNm participando en la formacién de los granulos de estrés y de las
RNP mensajeras (MRNP). Recientemente, ademas, se ha demostrado que participa en la
traduccion a través de su interaccion con los ribosomas. Aunque estas funciones son
esenciales para la supervivencia de todas las células y aunque las neuronas pueden
requerir una mayor actividad e integridad del metabolismo de los ARN, aln no estéa claro

por qué las motoneuronas son tan sensibles a niveles bajos de SMN.

En el altimo lustro, con el desarrollo de las técnicas Gmicas, distintos grupos, entre
los que destacan los dirigidos por el Prof. Sendtner, el Prof. Rossoll y la Prof. Viero, han
postulado que SMN es necesaria para la sintesis de un subgrupo de ARNm y proteinas de
especial importancia en las motoneuronas, como los relacionados con el desarrollo del

sistema nervioso, el metabolismo energético y la funcion sinaptica.

Estos y otros puntos esenciales para comprender la etiologia, fisiopatologia,

clinicay terapia de la AME se detallaran y discutiran en los siguientes apartados.
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1.1. Tipos clinicos de AME

Clinicamente, la AME se engloba dentro de las enfermedades de la motoneurona y
mayoritariamente se manifiesta en edad infantil. Se caracteriza por una pérdida de las
motoneuronas o. del asta anterior de la médula espinal y del tronco encefalico. Cursa con
debilidad muscular de predominio axial y proximal (Crawford & Pardo, 1996). Se han
descrito 5 tipos clinicos de AME basados en la edad de aparicion de los sintomas y el
grado de disfuncion motora (Crawford & Pardo, 1996; Zerres et al., 1997; Dubowitz,
1999; D’Amico et al., 2011; Markowitz et al., 2012; Arnold et al., 2015; Ojala et al.,
2021)

e AME tipo 0: Es la forma de clinica més grave y de aparicién mas precoz. La
sintomatologia se inicia prenatalmente y se manifiesta por una disminucion
importante de la actividad motora al nacimiento (sindrome del bebé flacido), y
suelen requerir soporte respiratorio al nacimiento. Su esperanza de vida no supera
los 6 meses.

e AME tipo I: También denominada enfermedad de Werdning-Hoffmann. Es la
forma méas comun. Tipicamente aparecen los signos propios de la enfermedad
entre el nacimiento y los 6 meses de edad y se manifiesta clinicamente con una
sintomatologia motora grave, siendo incapaces de sentarse sin apoyos. Suelen
tener una esperanza de vida de 2 afios.

e AME tipo II: También llamada enfermedad de Kugelberg-Welander, aparece
entre los 7 y los 18 meses de edad, siendo Ilamativo el retraso en el desarrollo
motor. Aunque son incapaces de andar sin ayuda, pueden sentarse sin apoyos e
incluso ponerse en pie. Su esperanza de vida supera los 2 afios, aunque raramente
alcanzan la edad adulta.

e AME tipo IlI: El inicio de la clinica se produce después de los 18 meses de edad.
El espectro clinico es muy amplio, aunque caracteristicamente adquieren la
capacidad de andar sin ayuda. Sin embargo, conforme la enfermedad progresa los
pacientes suelen perder esta capacidad. Presentan una reduccion de la esperanza
de vida.

e AME tipo IV: pacientes con inicio de los sintomas en la edad adulta y con un

curso leve pero progresivo. No presentan una reduccion de la esperanza de vida.
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La AME tiene una incidencia de un caso por cada 6000-10000 nacidos Vvivos,
siendo la causa genética de mortalidad mas frecuente en la primera infancia (Crawford &
Pardo, 1996; Markowitz et al., 2012). Ademas, se estima una prevalencia de portadores
del 2% (Crawford & Pardo, 1996).

1.2. Genética de la AME

El gen cuyas mutaciones son causantes de la AME fue identificado en 1995 por Lefebvre
y colaboradores (Lefebvre et al., 1995) y fue denominado SMN (gen de supervivencia de
la motoneurona, del inglés Survival of Motor Neuron). SMN presenta dos 0 mas copias
en el genoma humano, producto de una duplicacion e inversion del locus en que se
encuentra (Rochette et al., 2001). Todas las copias se localizan en el cromosoma 5g11.2-
13.3 (Brzustowicz et al., 1990), presentando esta region un gen con localizacion
telomérica o SMN1 y uno o varios genes centroméricos 0 SMN2 (Fig. 1A). Aunque se han
identificado genes homdélogos a SMN1 en una amplia variedad de organismos eucariotas,
como en mamiferos, C. elegans o D. melanogaster, el gen SMN2 es exclusivo de humanos
(Rochette et al., 2001).

SMN1 y SMN2 son practicamente idénticos, contienen 9 exones (1, 2a, 2b, 3-8) y
tienen un tamafo aproximado de 27 kb (Birglen et al.,, 1996) y solo difieren en 5
nucleotidos (Fig 1B). De estos, Gnicamente la transicion citosina-timina presente en el
exon 7 (840C > T) tiene un impacto funcional relevante (Lorson et al., 1999; Monani et
al., 1999; Lorson & Androphy, 2000). Esta transicion, aunque no altera la secuencia de
aminoacidos, afecta severamente al proceso de corte y empalme necesario para la
maduracion del transcrito primario (Fig. 1B). 840C se inscribe en una secuencia
potenciadora del corte y empalme que favorece la inclusion del exon 7, por lo que el
transcrito de SMN1 incluye este exon (SMNfl). En cambio, la sustitucion por timina
presente en SMN2 genera una secuencia silenciadora de dicho proceso que incrementa la
probabilidad de un corte y empalme alternativo del exon 7. Como resultado, el principal
producto de SMN2 es un ARNm que carece de este exon (SMNA7) (Lorson et al., 1999;
Monani et al., 1999), aunque también produce una pequefia cantidad, cercana al 10%, de
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transcrito con la secuencia completa (Lorson & Androphy, 2000; Burnett et al., 2009;
Cho & Dreyfuss, 2010).

A

Regidon centromeérica
(n copias)
< I >
p44c WYNAIP SMN2 H4F5c H4F5t SMN1 NAIP  p44t

Regidén telomérica
(1 copia)

B ARN,, SMN; @ @ @
| I ! > @
Niveles normales de
ESE proteina SMN
SMN1 C: c A ? f
Exones 1-6 | Intron 6 | Exon 7 | Intrédn 7 | Exon 8
. T 11
SMN?2 AT GG A
ESS
) @
[ | |
1
ARNm SMNA7 ARNm SMNﬂ Niveles bajos de
(90%) (10%) proteina SMN

Figura 1. Localizacion cromosdmica y corte y empalme de los genes SMNI1y SMN2.
A. Representacion esquematica de la region 5911.2-13.3. Los 4 genes presentes en la
region telomérica del locus (H4F5t, SMN1, NAIP y p44t) se encuentran duplicados un
numero variable de veces en la region centromérica. Modificada de Wirth, 2000. B. La
transicion citosina-timina al inicio del exon 7 sustituye una secuencia potenciadora de la
inclusion del exdn en el transcrito final (ESE, Exonic Splicing Enhancer) por una
silenciadora (ESS, Exonic Splicing Silencer). En consecuencia, la mayor parte de los
transcritos de SMN2 sufren un corte y empalme alternativo en su proceso de maduracion
que conlleva la pérdida del exdn 7, aunque un pequefio porcentaje si mantiene la
secuencia completa. Se cree que las proteinas sintetizadas a partir de las secuencias
carentes del exdn 7 pueden ser rapidamente degradas o bien oligomerizar con la proteina
SMN y formar complejos funcionales. Modificada de Burghes & Beattie, 2009.
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Cerca del 95% de los pacientes con AME presentan una alteracién homocigética del gen
SMN1, bien debido a deleciones de los dos alelos o bien a una delecion de un alelo junto
con una conversion génica del otro alelo de SMN1 en SMN2 ((Lefebvre et al., 1995,
1998). En algunos casos (3% de los afectados), la enfermedad resulta de una delecion
heterocigdtica de un alelo de SMN1 y mutaciones intragénicas sutiles en el otro alelo
(Wirth, 2000; Burghes & Beattie, 2009; Butchbach, 2016).

En cualquier caso, puesto que la ausencia total de proteina SMN implica letalidad
embrionaria (Schrank et al., 1997; Monani, Coovert, et al., 2000; Monani, Sendtner, et
al., 2000), al menos una copia de SMNZ2 esta siempre presente en los pacientes. Ademas,
SMN2 esta considerado un gen modificador del fenotipo, puesto que el nimero de copias
del gen correlaciona inversamente con la severidad de la enfermedad (Lefebvre et al.,
1997; Butchbach, 2016). Asi, la mayoria de pacientes con AME tipo 0 presentan 1 copia
de SMN2, en el tipo | son comunes las 2 copias, en el tipo Il 3 copias, entre 3 y 4 copias
en la tipo 11y 4 o méas copias en el tipo 1V. Aunque el efecto modificador puede deberse
principalmente a una mayor expresion de proteina completa, el hecho de que la
sobreexpresion heterdloga exclusiva de proteina truncada SMNA7 disminuya la severidad
del fenotipo in vivo en ratones sugiere que puede tener cierta funcionalidad (Le et al.,
2005).
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2. La proteina SMN

2.1. Estructura

El principal producto del gen SMN1 es una proteina de 38 kDa compuesta por 294
aminoéacidos (aa) denominada SMN o SMN;. La Figura 2 muestra de forma esquematica
su estructura secundaria y terciaria, asi como los dominios funcionales y las regiones de
interaccion con otras proteinas (Singh et al., 2017). Es importante resaltar que se han
asociado a la AME mutaciones en todos los dominios, por lo que la estructura completa
de la proteina parece ser fundamental para su funcion en humanos (Howell et al., 2014).

A continuacion, se describen cada uno de los dominios y sus funciones mas relevantes.

Partiendo del extremo N-terminal de la proteina, el primer dominio funcional de
SMN es el dominio K, llamado asi por ser rico en lisina (K). Este dominio se enmarca
en los exones 2A 'y 2B (Lorson & Androphy, 1998) y esta implicado en la interaccién de
SMN con p53 y COPI (Young et al., 2002; Peter et al., 2011). Ademas, es capaz de
interaccionar con ARN directamente (Lorson & Androphy, 1998; Bertrandy et al., 1999).
Gemina 2 también interacciona con este dominio, por lo que se considera clave para la
estabilizacion del complejo que forma SMN con otras proteinas (Fischer et al., 1997; Liu
et al., 1997). Asi mismo, se ha propuesto que el dominio K puede estar implicado en la
localizacion de la proteina en el citosol, puesto que la sobrexpresion en fibroblastos en
cultivo de la proteina heterologa SMNA1-2 restringe su expresion al nucleo (Le et al.,
2000).

A continuacién, circunscrito principalmente al exon 3, se situa el dominio Tudor,
denominado asi por presentar un alto grado de homologia con la proteina TUD de D.
melanogaster (Mushegian et al., 1997; Ponting, 1997; Talbot et al., 1998). Este dominio
pertenece a la superfamilia real o “royal superfamily” (denominada asi por los
“dinasticos” dominios Tudor y plant-Agenet) caracterizados por su capacidad de union a
residuos metilados de lisina y arginina (Maurer-stroh et al., 2003). Los dominios de esta
familia estan implicados en el metabolismo de ARN y en el reconocimiento de distintas
proteinas reguladoras de la expresion génica (Ponting, 1997; Nielsen et al., 2002; Maurer-

stroh et al., 2003; Bonasio et al., 2010). Sin embargo, el dominio Tudor de SMN presenta
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A Dominio Tud Dominio
Dominio K Z2minio_1uaor Dominio P YG
Gemina2 COPI Proteinas Sm, Profilinas Gemina 3,

Acid o Importina 3, Coilina, ZPR1, Sin3A,
CI00S NUCIEICOS * mipilarina EWS, TGS1,
p53 FUS, ARNpol Il Oligomerizacion
hnRNPQ/R/U, HuD,
IMP1, FMRP
1 27 91 158 209 241 278 294
L 1T 26 NS ] 4 [ 5 1]
SMN
Region de union ’\\/\
a Gemina 2

he28c

Tyr276
Tyr272
Tyr268  Dominio

YG

Domlnlo Tudor

Figura 2. Estructura de la proteina SMN. A. Representacion esquematica de la proteina
SMN. Los nameros en el cuadro de color indican el exdn. Los dominios y las regiones de
interaccion con proteinas especificas se indican sobre y bajo los cuadros,
respectivamente. B. El esquema superior representa la estructura primaria de la proteina.
Los exones codificantes vienen indicados mediante cajetines, asi como el rango de
aminoéacidos de cada uno (indicado sobre el esquema). La region de uniéon a Gemina 2
(azul), el dominio Tudor (verde) y el dominio YG (naranja) estan representadas mediante
un mapa de color. EIl esquema inferior muestra un modelo tridimensional de la proteina
SMN vy la localizaciéon y estructura de los dominios funcionales de la proteina. La
secuencia de aminoacidos viene representada mediante un esquema de colores tipo
arcoiris, desde el azul (extremo N-terminal) al rojo (extremo C-terminal). Las cadenas
laterales de ciertos aminoacidos se muestran como barras, azules para la lisina y rojas
para la tirosina, o esferas, para la glicina. Modificada de Singh et al., 2017.
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ciertas diferencias funcionales con el resto de dominios reales. Mientras la mayoria, como
Chromo, MBT o0 Agenet, reconocen residuos de lisina metilados, el dominio Tudor de
SMN esta subespecializado en el reconocimiento de residuos metilados de arginina.
Concretamente, reconoce dimetilargininas simétricas (SDMA, del inglés simmetric
DiMethylArginine) de los motivos RG/RGG, ricos en arginina (R) y glicina (G), presentes
en multitud de proteinas (Friesen & Dreyfuss, 2000; Friesen, Massenet, et al., 2001;
Boisvert et al., 2002). A través de esta interaccion, SMN reconoce ciertas proteinas
implicadas en la regulacion génica como la coilina, la fibrilarina, la ARN polimerasa 1l
(Hebert et al., 2001; Pellizzoni, Baccon, et al., 2001; Pellizzoni, Charroux, et al., 2001;
Zhao et al., 2016). Ademas, el dominio Tudor es especialmente relevante por tres
motivos: (i) multiples mutaciones productoras de AME se localizan en esta region
(Burghes & Beattie, 2009), (ii) interacciona con las proteinas Sm, siendo necesario para
la formacién de las ribonucleoproteinas nucleares pequefias (SnRNP, small nuclear
RiboNucleoProtein) (Buhler et al., 1999; Friesen & Dreyfuss, 2000; Selenko et al., 2001),
y (iii) interacciona con multiples proteinas de union a ARNm (RBP, RNA-Binding
protein) como, por ejemplo, HuD, IMP1, la proteina del retraso mental asociado X fragil
(FMRP) o hnRNP R (Rossoll et al., 2002; Piazzon et al., 2008; Akten et al., 2011,
Dombert et al., 2014; Donlin-Asp et al., 2016, 2017). Més adelante se explicara con
mayor detalle el papel funcional de SMN y del dominio Tudor en el metabolismo del

ARN y la formacién de ribonucleoproteinas (RNP).

El siguiente dominio funcional se denomina dominio P por ser rico en prolina
(P). Este dominio abarca desde la parte final del exon 4 hasta la regién proximal del ex6n
6 (Giesemann et al., 1999). Esta involucrado en la interaccion entre SMN y profilina 2.
En este dominio también se ubica la region diana de la enzima proteolitica calpaina
(Walker et al., 2008; de la Fuente et al., 2019)

Finalmente, en la regidn distal del exén 6 y la regidn proximal del exén 7 se ubica
el Dominio YG, rico en tirosina (Y) y glicina (G) (Talbot et al., 1997). Un gran nimero
de mutacion productoras de AME se localizan en este dominio (Wirth, 2000; Sun et al.,
2005; Burghes & Beattie, 2009), lo que sugiere que es critico para la funcionalidad de
SMN. Entre otras funciones, el dominio YG esta implicado en la interaccion de SMN con
Gemina 3y ZPR1 (Charroux et al., 1999; Gangwani et al., 2001, 2005). Sin embargo, la

importancia de este dominio radica en dos aspectos interrelacionados: (i) es fundamental
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para la oligomerizacion de SMN 'y la estabilizacion de la proteina (Pellizzoni et al., 1999;
Zhang et al., 2003; Martin et al., 2012), y (ii) la exclusion del ex6n 7 en la transcripcion
de SMN2 provoca que esté afectado parcialmente en la isoforma truncada SMNA7. La
oligomerizacion de SMN se produce mediante la formacion de una cremallera de glicina
entre los dominios YG (Martin et al., 2012) y es esencial para la funcionalidad de SMN
puesto que permite la formacion de grandes complejos heteromultiméricos (ver méas
adelante). Ademaés, la oligomerizacion de SMN enmascara un degrén, secuencia
reguladora de la degradacion de la proteina y substrato para su ubiquitinizacion (Cho &

Dreyfuss, 2010; Gray et al., 2018), lo que aumenta la estabilidad de la proteina.

2.2. Isoformas de SMN

Ademas del transcrito que da lugar a la proteina completa, SMN1y SMN2 producen otros
transcritos mediante cortes y empalmes alternativos. Se conocen al menos 7, siendo los
principales exones afectados el 5y el 7 (Jong et al., 2000), desconociéndose aln sus
potenciales funciones. Actualmente, solo las proteinas de tres de estos transcritos han
sido identificadas: SMNA7, a-SMN y SMNG6B. A continuacion, se describen sus

caracteristicas (Fig. 3).

1 2A 2B 3 4 5 6 7y 8
SMN, [SUTR] [ T ] | [ [ THeJ 3utr]
1 2A 2B 3 4 5 6y 8
SMNA7 |5UTR | ] | | [|3UTR |
1 2A 2B 3 3xy «——3'UTR ——
a-SMN [BUTR L [ ] [15 | [ ] |
1 2A 2B 3 4 5 6 6By«3UTR—
SmvNes [BUTR] [T ] | [ T T |

Figura 3. Representacion esquematica de transcritos de SMN1 y SMN2. El nombre
de cada transcrito se indica a la izquierda y el numero del exdn se indica sobre el recuadro
de color correspondiente. La localizacion de los codones de parada esta sefializada con
puntas de flecha. Los intrones exonizados vienen representados por cajetines blancos. El
numero de aminoacidos codificados por el exdn del extremo C-terminal estan
representados en el interior del cajetin correspondiente. Nétese que en SMNA7 un
segmento del exon 8 se situa previo al codon de parada, correspondiendo con la secuencia
codificante para los aminoacidos EMLA. UTR: region no traducida. Modificada de Singh
etal., 2017.
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La isoforma mejor conocida de SMN es SMNA?7. Esta isoforma es el producto
principal del gen SMN2 y presenta una secuencia idéntica a SMNy en los primeros 278
aa. Sin embargo, la exclusion del exén 7 lleva a una pérdida de los ultimos 16 aa. En su
lugar, SMNA7 incorpora 4 aa, EMLA, codificados por el exon 8, lo que resulta en una
secuencia final de 282 aa. Esta modificacion del extremo C-terminal afecta de forma
importante a las propiedades de la proteina. La pérdida parcial del dominio YG resulta en
una menor capacidad de oligomerizacién tanto con SMNy como consigo misma (Lorson
etal., 1998). Ello impacta en la estabilidad de la proteina, puesto que el degrén localizado
en exon 6 es enmascarado con la oligomerizacion y, ademas, la secuencia EMLA

incrementa la actividad del mismo (Cho & Dreyfuss, 2010; Gray et al., 2018)

Otra de las isoformas de SMN, a-SMN, resulta de la inclusion del intron 3 en el
transcrito. En la porcion proximal del intron 3 se localiza un coddn de parada que induce
la formacion de una proteina de menor tamafio codificada por los exones 1-3, y parte del
intrén 3 (Fig. 3). Esta isoforma Unicamente se ha identificado en los axones, motivo por
el cual se la nombré SMN axonal 0 a-SMN (Setola et al., 2007; Locatelli et al., 2012). In
vitro, a-SMN parece estimular el crecimiento axonal y la motilidad celular, lo que sugiere
que esta isoforma podria participar en el desarrollo del sistema nervioso. Sin embargo,
aun no se ha confirmado esta funcion in vivo y se cree que tiene una repercusion limitada
en la patogénesis de la AME puesto que mutaciones en el exon 6 producen la enfermedad
a pesar de estar conservada la secuencia de a-SMN (Wirth, 2000; Sun et al., 2005;
Burghes & Beattie, 2009).

Por ultimo, SMNG6B es generada por la lectura e inclusién del intron 6 (Fig. 3).
De forma similar al intron 3, la secuencia de este intron presenta un codén de parada que
provoca que la proteina resultante presente los exones 1-6 y parte del intron 6 (Seo et al.,
2016; Yoshimoto et al., 2016). Aunque se ha descrito una mayor estabilidad de esta
isoforma que de SMNA?7, atin se desconoce con precision su funcion fisioldgica, asi como

su impacto en un contexto de deficiencia de SMN (Seo et al., 2016).
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2.3. Funciones y localizaciones de la proteina SMN

Como hemos explicado en el punto anterior, una caracteristica fundamental de SMN es
que es una proteina multidominio, lo que revela una propiedad esencial para comprender
tanto el rol fisiologico como fisiopatologico de SMN: su multifuncionalidad (Espinosa-
Cantu et al., 2020), como se desprende de su complejo interactoma y su participacion en

multiples procesos relacionados con el metabolismo del ARN.

Desde que se identifico la proteina en el nicleo en asociacion con los Cuerpos de
Cajal (CB) (Liu & Dreyfuss, 1996), se ha obtenido una gran cantidad de informacién en
relacion con la participacién de SMN en mdaltiples procesos del metabolismo de ARN,
donde parece ejercer un papel central (Singh et al., 2017). Estos van desde la regulacién
de la transcripcion hasta la regulacion de la traduccién, pasando por el ensamblaje de
distintas ribonucleoproteinas, como las nucleares pequefias (SNRNP), las nucleolares
pequefias (SNnoORNP) y mensajeras (MRNP), la formacion de granulos de estrés o el trafico
de mRNP (Fig. 4). No obstante, SMN también parece estar participando en otros procesos
ajenos al ARN, como en la reparacion y recombinacion del ADN, en la via de las quinasas
activadas por mitogenos (MAPK), en la homeostasis de la ubiquitina o la autofagia
(Takaku et al., 2011; Garcera et al., 2013; Wishart et al., 2014; Genabai et al., 2015), asi
como en ciertas funciones esenciales para las motoneuronas como el transporte de cargos,
la regulacion de la dinamica de la actina y la endocitosis (N6lle et al., 2011; Peter et al.,
2011; Hensel & Claus, 2017). Algunas de estas funciones se explican con mayor detalle

en los siguientes apartados en relacién con su localizacion celular.

Ademas, en consonancia con su expresion ubicua en todas las células, SMN es
una proteina pleiotrdpica, es decir, su expresion influye en maltiples rasgos fenotipicos.
Asi, su deficiencia produce alteraciones en neuronas, la glia, el musculo esquelético y
cardiaco, higado, pancreas y bazo, entre otros (Braun et al., 1995; Rudnik-Schéneborn et
al., 2008; Martinez-Hernandez et al., 2009; Bevan et al., 2010; Mentis et al., 2011;
Bowerman et al., 2012; McGivern et al., 2013; Khairallah et al., 2017; Maxwell et al.,
2018; Deguise et al., 2019; Berciano et al., 2020). Por ello, actualmente se concibe la
AME como una enfermedad multisistémica, aunque con afectacion predominante de la

motoneurona inferior (Yeo & Darras, 2020).

24



Introduccién

Nucleo i Citoplasma
3 i 3 .
R
%ems o Ribosomas

Nucleolo

1 60¥

O
Sm-LSm Sm
Ensamblaje de Ensamblaje de  Ensamblaje de
1. UsnRNP 2 snoRNP telomerasa

TIAT elF4G

Formacion de
los granulos

Terminacion de la

3. transcripcion eMpp  de estrés
4
BP2
s m7G
Regulacion 6.
Tﬁ MRNA de la RBPs Ensamblaje y
TGS traduccion § trafico de las
mRNA AR mRNP
m7G AAAAA

Figura 4. Funciones nucleares y citosolicas relacionadas con el metabolismo del ARN
atribuidas a SMN. SMN (circulo azul) es una proteina multifuncional nuclear y
citoplasmatica que actla en asociacion con otras proteinas. Su funcion mejor conocida,
realizada en conjuncion con otras 8 proteinas en el denominado complejo SMN, es en el
ensamblaje citosolico de las sSnRNP de clase Sm (panel derecho) y de la snRNP U7 (panel
izquerdo) y su posterior importacion nuclear (1). En el nucleo se postula que SMN
participa junto con diskerina y WRAP53 en el ensamblaje de las snoRNP vy las
telomerasas, concretamente en el nucleolo y en los CB (2), y en la transcripcion génica
(3). En el citosol, SMN parece participar en el metabolismo del ARNm, concretamente
en la regulacién de la sintesis de proteinas y selenoproteinas (4), en la formacion de
granulos de estrés (5), y en el ensamblaje y trafico de las MRNP, de especial relevancia
en las neuronas (6). Adaptada de Singh et al., 2017.
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Se han propuesto varias hipétesis, potencialmente complementarias, para explicar
el pleiotropismo de SMN: (i) debido a su multifuncionalidad, algunos de sus roles son
especificos de tejido (Walker et al., 2008; Khairallah et al., 2017; Deguise et al., 2019;
Berciano et al., 2020), (ii) por su rol en la biogénesis de las SnRNP, afecta la maduracion
de ciertos subgrupos de ARNm especificos de cada tipo celular (Gabanella et al., 2007;
Pellizzoni, 2007) y (iii) por su participacion en la regulacion de ribosomal, modifica la

traduccion de ARNm especificos de tejido (Bernabo et al., 2017; Lauria et al., 2020).

Por ultimo, para entender las distintas funciones de SMN en el contexto
espaciotemporal es necesario tener en cuenta tanto su localizacion subcelular y tisular

como su expresion temporal. En los siguientes apartados se trataran estos aspectos.

2.3.1. Requerimiento espaciotemporal de SMN

Para entender las funciones de SMN y las consecuencias de su deficiencia en la AME es
critico conocer los requerimientos especificos que distintos tejidos tienen de la proteina
desde las primeras etapas del desarrollo hasta la edad adulta. Como se ha mencionado
anteriormente, SMN es una proteina ubicua y necesaria en la mayoria de células del
organismo, sin embargo, investigaciones en un modelo murino de AME del grupo
liderado por Arthur Burghes mostraron que el requerimiento de SMN del tejido nervioso
es mayor que el de otros tejidos (Gavrilina et al., 2008). Por ejemplo, mientras los niveles
de SMN alcanzados con dos copias de SMN2 son insuficientes para la supervivencia de
las motoneuronas inferiores, la mayoria de tejidos sobreviven en ese contexto. Asi mismo,
Groen y colaboradores mostraron en dos modelos murinos que la expresion en el sistema
nervioso central es mayor que en el resto de sistemas del organismo (Groen et al., 2018).
Sin embargo, aun se desconoce los mecanismos moleculares que median esta expresion
diferencial en los distintos tejidos y por qué el sistema nervioso, en especial las

motoneuronas, requieren una mayor expresion de SMN.

La expresion de SMN esta, asi mismo, regulada temporalmente (Jablonka &
Sendtner, 2017; Ojala et al., 2021). La Figura 5 muestra de forma esquematica la
expresion y requerimientos murinos de SMN desde la fase embrionaria hasta la edad
adulta en las motoneuronas inferiores. Los niveles de expresion de SMN son maés altos

durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano, pero disminuye bruscamente tras
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Figura 5. Requerimiento temporal de SMN en las motoneuronas inferiores murinas.
Durante el desarrollo embrionario y coincidiendo con el desarrollo de la NMJ, la
expresion y requerimientos de SMN en las motoneuronas alcanza su cenit para descender
posteriormente (representado por el gradiente de naranja a blanco). Tras el periodo critico
de maduracién postnatal de la NMJ (P0-P10), su expresion desciende bruscamente,
siendo viables estas sinapsis a partir de entonces con niveles bajos de proteina, como los
producidos por SMN2 (linea discontinua). En la edad adulta, la remodelacién vy
estabilizacion de la NMJ después de una lesion requiere niveles elevados de proteina. Por
tanto, la ventana de tratamiento con farmacos que incrementen los niveles de SMN se
restringe al periodo postnatal temprano. Adaptada de Kariya et al., 2014 y Ojala et al.,
2021.

la primera semana de vida hasta alcanzar un nivel basal que se mantiene a lo largo de la
vida (Gabanella et al., 2005; Liu et al., 2010; Lutz et al., 2011). Los niveles maximos de
SMN en la médula espinal se producen durante la embriogénesis temprana y coinciden
temporalmente con el crecimiento, bdsqueda de dianas y mielinizacion de los axones de
las motoneuronas (Burlet et al., 1998; Jablonka et al., 2000; Gabanella et al., 2005). Tras
la formacion de la NMJ, prenatalmente, se produce un primer descenso de la expresién
de SMN (Ling et al., 2012). Posteriormente, entre los dias postnatales (P) 5y 15, se

produce un segundo descenso, mas acusado, que coincide con el periodo de maduracion
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y mantenimiento de la NMJ (Jablonka et al., 2000). Finalmente, tras la maduracion de la
NMJ se mantienen niveles basales bajos de proteina que persisten durante la edad adulta.

Distintos estudios de expresion condicional de SMN han demostrado que el patron
temporal de expresion se adecua a los requerimientos de las motoneuronas. Por ejemplo,
la induccion de la expresion de SMN durante el periodo embrionario o la fase sintomética
temprana previene la patologia neuromuscular y el desarrollo del fenotipo motor
(Gavrilina et al., 2008; Le et al., 2011; Lutz et al., 2011; Hao et al., 2013). Tras la
maduracion de la NMJ (P17-20), las motoneuronas se vuelven insensibles a los niveles
bajos de la proteina, como demuestra los escasos efectos que produce la deplecion de
SMN a partir de ese momento (Kariya et al., 2014). En la edad adulta, unicamente vuelven
a requerirse niveles altos de SMN en caso de dafio nervioso y el subsiguiente remodelado
de la NMJ (Fig. 5). Estos datos demuestran una mayor efectividad de la induccion
temprana en la expresion de SMN en la recuperacién del fenotipo, lo que tiene una

importancia capital desde un punto de vista terapéutico (ver mas adelante).

2.3.2. SMN en la biogénesis de las ShRNP

SMN se asocia con si misma y con otras proteinas formando distintos tipos de complejos
heteromultiméricos cuya composicion varia en los distintos compartimentos subcelulares.
El complejo mejor caracterizado, tanto bioquimica como funcionalmente, es el
denominado complejo SMN localizado tanto en el nicleo, concretamente en las
estructuras denominadas Gems, como en el citoplasma de todas las células (Fischer et al.,
1997; Liuetal., 1997; Zhang et al., 2006; Burghes & Beattie, 2009; Lafarga et al., 2017).
Los Gems, 0 Gemelos de los Cuerpos de Cajal (del inglés Gemini of Cajal’s Bodies), son
unas estructuras nucleares intimamente asociadas a los Cuerpos de Cajal (CB). Ambas
estructuras estan asociadas al nucleolo y contienen SMN (Lafarga et al., 2017). Sin
embargo, presentan importantes diferencias en su composicién molecular que indican
funciones distintas. Los CB contienen coilina y snRNP, motivo por el cual se le ha
atribuido un rol en el metabolismo y maduracion de los ARN y RNP nucleares. Los Gems,
sin embargo, carecen de estos componentes. La funcidén concreta de los Gems y su

relacion con los CB aln no se conoce con precision.
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En el citosol, el complejo SMN est& formados por nueve proteinas distintas: SMN,
Geminas 2-8 y UNRIP (Liu et al., 1997; Charroux et al., 1999, 2000; Baccon et al., 2002;
Gubitz et al., 2002; Pellizzoni, Baccon, et al., 2002; Carissimi et al., 2005, 2006). Aunque
la estequiometria y arquitectura exacta del complejo SMN es aln desconocida, existen
modelos estructurales del complejo con base en las interacciones entre sus componentes
(Fig. 6) (Otter et al., 2007; Cauchi, 2010). SMN, Gemina 7 y Gemina 8 forman una
plataforma sobre la que se incorporan el resto de las proteinas. SMN interactia
directamente con Gemina 2, Gemina 3 y Gemina 8, mientras que Gemina 4 y Gemina 5
interaccionan con Gemina 3 y Gemina 2, respectivamente. Gemina 8 permite la
incorporacion del heterodimero Gemina 6-Gemina 7, el cual, a su vez, media la
incorporacion de otro componente del complejo conocido como UNRIP. Esta
composicion prototipica del complejo SMN se conserva en el citoplasma y en los Gems
del ndcleo, excepto que en el ndcleo carece de Gemina 5y UNRIP (Carissimi et al., 2005;
Hao et al., 2007).

Figura 6. Mapa propuesto de interacciones proteicas en el complejo SMN humano.
Las interacciones proteina-proteina identificadas mediante dos o mads sistemas
experimentales independientes estan indicadas mediante flechas negras, mientras que las
identificadas mediante un solo sistema experimental estan identificadas mediante flechas
de distintos colores, azules (experimento de captura mediante GST), rojas (co-
inmunoprecipitacion) o amarillas (técnica de doble hibrido en levadura). Modificada de
Cauchi, 2010.
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Al ser SMN una proteina de pequefio tamafio, es poco probable que todas las
interacciones con las geminas se produzcan en una misma molécula. Posiblemente la
capacidad de SMN de oligomerizar permite la formacién de complejos de orden superior
(Pellizzoni et al., 1999). Esta capacidad esta alterada en pacientes con AME (Lorson et
al., 1998; Pellizzoni et al., 1999), lo que implica que la oligomerizacion probablemente
tenga un papel fundamental en la arquitectura del complejo SMN mediante la reunion de

los diferentes componentes dentro de la misma entidad macromolecular.

La funcion mejor conocida del complejo SMN es en el ensamblaje de las
ribonucleoproteinas nucleares pequefias (SNRNP) de tipo Sm en el citosol de todas las
células (Kolb et al., 2007; Burghes & Beattie, 2009; Cauchi, 2010; Raimer et al., 2017;
Singh et al., 2017). Las snRNP se componen de un ARN pequefio nuclear rico en uridina
(ARNpn U) y un anillo heteroheptamérico de proteinas de la familia LSM (del inglés Sm-
like), a la que pertenecen las proteinas Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F y G) y una plétora de
proteinas Lsm (homénimo de la familia proteica) (Fischer et al., 2011). Actualmente, se
conocen 10 tipos de snRNP tipo U: U1, U2, U4, Udatac, U5, U6, Ubatac, U7, Ully U12
(Matera et al., 2007; Wahl et al., 2009; Gruss et al., 2017). Todos los ARNpn, menos U6,
U6atac y U7, son sintetizados por la ARN polimerasa 11 y exportados al citosol, donde se
asocian al anillo de proteinas Sm gracias a la accion del complejo SMN (Pellizzoni, 2007;
Burghes & Beattie, 2009; Fischer et al., 2011; Matera & Wang, 2014). Los ARNpn U6 y
U6atac, en cambio, son sintetizadas por la ARN polimerasa 111 y se asocian en el nlcleo
a un anillo de proteinas Lsm (Matera et al., 2007; Fischer et al., 2011). Finalmente, las
ARNpn U7 se asocian a un anillo compuesto por proteinas Sm, salvo D1y D2 que son

sustituidas por las proteinas Lsm10 y 11(Schimperli & Pillai, 2004).

Excepto U7, que participa en el procesamiento del extremo 3’ del ARNm de
histonas (Schimperli & Pillai, 2004), las snRNP son constituyentes esenciales del
espliceosoma, macrocomplejos riboproteicos encargados de la maduracién del ARNm
mediante el proceso de corte y empalme (Wahl et al., 2009; Fischer et al., 2011; Matera
& Wang, 2014). Son fundamentales para el reconocimiento de los sitios de corte y
empalme y actGan como soporte estructural para el resto de proteinas implicadas. Las
snRNP Ul, U2, U4, U5 y U6 forman parte del complejo mayor del espliceosoma,

participando en el procesamiento de la mayoria de los intrones (intrones tipo U2). El resto
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de intrones (intrones tipo U12) son procesados por el complejo menor del espliceosoma,
constituido por U11, U12, U4atac, U5 y U6atac.

Aunque las proteinas Sm pueden asociarse a ARNpn in vitro (Raker et al., 1999),
in vivo se requiere del complejo SMN para su correcto ensamblaje (Pellizzoni, Yong, et
al., 2002). El complejo SMN acttia como chaperona en el proceso de incorporacion de las
proteinas Sm al ARNpn tipo U (Meister et al., 2002; Burghes & Beattie, 2009; Raimer et
al., 2017) (Fig. 7). Inicialmente, el complejo PMRT5 o metilsoma, formado por la
proteina regulatoria de la conductancia del cloruro (pICIn) y la proteina arginina-
metiltransferasa 5 (PRMTH5), recluta las proteinas Sm y metila junto con PRMT7 los
dominios RG y RGG de SmB, D1y D3 (Fig. 7, pasos 1-2) (Friesen, Paushkin, et al.,
2001; Meister et al., 2001; Gonsalvez et al., 2007; Chari et al., 2008). A continuacion, y
en conjuncion con el metilsoma, el complejo SMN completa la formacion del anillo
heptamérico de proteinas Sm y facilita su incorporacion especifica al ARNpn tipo U de
forma ATP-dependiente (Fig. 7, pasos 3-6) (Pellizzoni, Yong, et al., 2002). Dos
elementos claves de este proceso son Gemina 5, fundamental para el reconocimiento de
estas cadenas nucleotidicas (Yong et al., 2010; Pifieiro et al., 2015; Jin et al., 2016; Wahl
& Fischer, 2016), y el dominio Tudor de SMN, encargado de reconocer e interaccionar
con los dominios RG y RGG metilados (Friesen & Dreyfuss, 2000; Brahms et al., 2001;
Friesen, Massenet, et al., 2001; Boisvert et al., 2002).

A continuacidn, la recién formada snRNP sufre un primer proceso madurativo con
la hipermetilacion de su caperuza 5’ por parte de la trimetilguanosin sintasa 1 (TGS1), la
cual, junto con el propio anillo de Sm, sirve sefial de importacion nuclear (Fig. 7, paso 7)
(Plessel et al., 1994; Fischer et al., 2011). Finalmente, el complejo junto con la SnRNP es
importado al nucleo gracias a la accion de SNP1 y B-Importina (Fig. 7, paso 8)
(Narayanan et al., 2002, 2004). En el nucleo, el complejo SMN se disocia de las SnRNP
en los CB, en lo que probablemente por mediacién de la coilina, y se redirige por
mediacion de ZPR1 a las gems (Fig. 7, paso 9). En los CB, las snRNP prosiguen su

proceso de maduracion y, finalmente, se incorporan al espliceosoma.

A pesar de la importante diferencia en la composicion proteica del anillo
heptamérico, el complejo SMN también participa de forma analoga en el ensamblaje de
las snRNP U7 (Pillai et al., 2003; Tisdale et al., 2013). Sin embargo, ain se desconoce el

mecanismo mediante el cual el complejo incorpora el anillo heptamérico hibrido
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Sm/LSm. También se ha postulado una participacion del complejo en la biogénesis de
U6/U6batac snRNP, cuyo anillo proteico estd compuesto por las proteinas LSm2-8
(Tharun, 2009), debido a las similitudes bioquimicas y estructurales entre los complejos
de Smy de LSm asi como por la capacidad del complejo SMN de ensamblar anillos con
ambas clases de proteinas, aunque aun se carece de evidencias experimentales directas al
respecto (Li et al., 2014).
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Figura 7. Papel del complejo SMN en la sintesis de las snRNP de tipo Sm.
Inicialmente, pIClIn forma complejos con las proteinas Sm (1). Estos forman, a su vez, un
complejo de orden superior con la incorporacion de PRMT5, formando el metilsoma o
complejo PRMTS5 e iniciando la estructuracion del anillo heptamérico. Junto con PRMT?7,
el metilsoma metila los residuos de arginina de los dominios RG/RGG de las proteinas
Sm vy las hace reconocibles por el dominio Tudor de SMN (2). A través de esta
interaccion, el complejo SMN incorpora las proteinas Sm y libera el complejo PRMT5
(3). A continuacion, el ARNpnU sintetizado en el nlcleo es exportado al citoplasma (4)
y se incorpora al complejo SMN a través de su interaccion con Gemina5 (5). Entonces,
el complejo SMN ensambla al ARN las proteinas Sm, formando el caracteristico anillo
heptamérico y dando lugar una snRNP inmadura (6). Posteriormente, TGS1 hipermetila
la caperuza 5’ de la recién formada snRNP (7), lo que permite el reconocimiento del
complejo por parte de la snurportina y la importina f y su importacion al nucleo (8).
Finalmente, el complejo se disgrega en los CB (9), donde la SnARNP terminan de madurar,
y los constituyentes del complejo SMN se desplazan a la Gems. Adaptada de Burghes &
Beattie, 2009.
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2.3.3. Otras funciones de SMN en el ndcleo, nucleolo y

citoplasma

Multiples estudios han sugerido que la funcion de SMN en el nucleo no se limita a la
importacion de las snRNP, sino que tiene otras funciones especificas en este organulo.
Por ejemplo, Zhao y colaboradores han mostrado que SMN participa en la transcripcion
a través de la interaccion de su dominio Tudor con secuencias metiladas de la ARN
polimerasa I, siendo necesaria esta interaccién para la resolucion de hibridos ADN-ARN
(Pellizzoni, Charroux, et al., 2001; Zhao et al., 2016). Sin embargo, se desconoce con
exactitud si estas funciones las realiza cuando se asocia con algunas de las geminas

(complejo SMN) o individualmente.

Asi mismo, SMN esté presente en el nucleolo e interacciona con proteinas como
la diskerina, WRAP53, GARL1 y fibrilarina (Pellizzoni, Baccon, et al., 2001; Mahmoudi
et al., 2010; Poole & Hebert, 2016), por lo que se ha asociado con la biogénesis de las
ribonucleoproteinas nucleolares pequefias (snoRNP), complejos encargados de la
maduracion de ciertos ARN no codificantes como ARNr o ARNpn, En particular, se le
atribuye un rol en la biogénesis de un contingente de snoRNP especificas de los CB
(scaRNP), fundamentales en el procesamiento de los ARNpn y de las telomerasas,
complejos ribonucleoproteicos encargados de la replicacion de los telomeros. Sin
embargo, aln se desconoce si SMN actla de forma directa en el metabolismo de estas
RNP o de forma indirecta como soporte estructural o regulador espacial de las proteinas

efectoras.

En el citosol, se postula también que SMN ejerce otras funciones independientes
de las asignadas al complejo SMN. Por ejemplo, se le atribuye un papel en la formacion
de los granulos de estrés (SG), centros de almacenamiento de ARNmM y proteinas
asociadas (Protter & Parker, 2016). Estudios en células HelLa y fibroblastos de pacientes
AME han mostrado que SMN facilita la formacidon de los SG a través del dominio Tudor
y el exon 7 (Hua & Zhou, 2004). Aunque se desconoce el mecanismo subyacente, el
hecho de que SMN interaccione con FMRP en estas estructuras y que la integridad de su
dominio K permita la formacién de pequefios SG sugiere que la proteina puede estar
reclutando tanto mMRNP como directamente ARNm (Hua & Zhou, 2004; Piazzon et al.,

2008). No obstante, se ignora el impacto que la alteracion en la homeostasis de los SG
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puede tener en la AME. Asi mismo, se le ha atribuido a SMN un rol en el ensamblaje de
las MRNP, en la regulacion de la traduccion y en la homeostasis de la actina. Dado que
estas funciones se llevan a cabo tanto en el soma como en las proyecciones celulares,
tiene un enorme interés conocer el rol de SMN en los distintos compartimentos
subcelulares y las alteraciones fisiopatologicas que su déficit produce en el cono de

crecimiento, el axon y el terminal nervioso. A continuacion, se tratan dichos aspectos.

2.3.4. SMN en la biogenesis y trafico axonal de las mMRNP

Como se ha mencionado anteriormente la distribucion de SMN no se restringe al ntcleo
y citoplasma somatico, sino que también se encuentra en las prolongaciones celulares. En
cultivos de neuronas se ha descrito formando granulos en neuritas, axones y conos de
crecimiento (Fig. 8). En estas localizaciones, los granulos con SMN presentan dos
caracteristicas Ilamativas que sugieren una funcionalidad distinta a la observada en el
nacleo o el soma. Los granulos axonales, por ejemplo, carecen de proteinas Sm, elemento
indispensable para la biogénesis de las SnRNP (Zhang et al., 2006; Todd, et al., 2010a;
Fallini et al., 2011). Ademas, estudios in vivo en embriones de pez cebra deficientes en
Smn enddgena han mostrado que algunas formas mutadas de la proteina SMN expresadas
de forma heter6loga, mantienen la funcionalidad en la biogénesis de las SnRNP pero no

recuperan los defectos en el crecimiento axonal (Carrel et al., 2006).

Por otro lado, estudios in vitro en células humanas de neuroblastoma SH-SY5Y
han mostrado en neuritas dos poblaciones de granulos de SMN en funcion de su tamafio
y movilidad. Una formada por granulos gruesos, > 0,5 um de diametro, que presenta una
mecanica estatica-oscilatoria y otra formada por granulos finos, < 0,5 um de didmetro,
que presentan signos de transporte activo bidireccional, con una velocidad de
desplazamiento medio de 0,34-0,46 um/s y con una velocidad méaxima de hasta 1 um/s
(Todd, et al., 2010b). En motoneuronas en cultivo se han descrito también dos
poblaciones de granulos axonales de SMN (Zhang et al., 2006; Fallini et al., 2010), los
pequefios presentan una velocidad de desplazamiento medio de 1 um/s y una velocidad
maxima de hasta 2,5 um/s. Los granulos grandes, sin embargo, presentan una velocidad

maxima de menos de 0,5 um/s.
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& Gemina2

Figura 8. SMN presenta aspecto granular en distintos compartimentos de la
motoneurona. Doble marcaje inmunofluorescente contra SMN (anticuerpo monoclonal
de ratén) y Gemina 2 (anticuerpo policlonal de conejo) en cultivos de motoneuronas. A.
Célula madre embrionaria diferenciada en motoneurona (DIV 3) que muestra la presencia
de SMN (rojo) y Gemina 2 (verde) formando granulos en las neuritas. Noétese la
colocalizacion (flechas) de ambas proteinas cuando se aumenta la magnificacion de la
region delimitada (panel inferior). Esta célula expresaba EGFP (blanco) inducible por un
promotor especifico de motoneuronas. Barras de escalas: 5 pum y 1 um (recuadro) B.
Cultivo primario de motoneuronas embrionaria (DIV 7) en el que se muestra la expresion
granular de SMN (verde) y Gemina 2 (rojo) en los axones, identificados mediante marcaje
de tau (blanco, paneles izquierdos), y en las dendritas, identificadas mediante marcaje de
MAP2 (blanco, paneles derechos). La colocalizacion entre ambas sefiales se indica
mediante flechas. Barras de escala: 5 pm (panel izquierdo) y 10 um (panel derecho).
Modificada de Zhang et al., 2006

Pese a que la composicion exacta de los granulos de SMN aun se desconoce, se
sospecha que son heterogéneos. En neuritas de células SH-SY5Y, por ejemplo, las
geminas estan presentes en el 60-86% de los granulos (Todd, et al., 2010a) y otras
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proteinas, como UNRIP o ZPR1, en el 20-32% de los mismos. En axones de
motoneuronas en cultivo existen granulos de SMN que contienen Gemina 2 y 3y UNRIP
(Zhang et al., 2006; Fallini et al., 2011), otros que contienen Gemina 2 y Gemina 3, otros
sin geminas y, finalmente, otros que contienen Gemina 2 pero que carecen de SMN
(Zhang et al., 2006; Todd, Morse, Shaw, McGinley, et al., 2010). Aln se desconocen las
implicaciones funcionales de estas subpoblaciones de granulos, asi como su potencial

afectacién en AME.

Aunque el rol bioldgico de estos granulos ain no esté claro, se postula que SMN
esta participando en el trafico dendritico y axonal de ARNm. Esta hipdtesis se basa en
varios hallazgos. Por un lado, la deficiencia en SMN altera la localizacion del ARNm
poliadenilado en axones de motoneuronas en cultivo (Fallini et al., 2016). Por otro, en los
granulos se han identificado proteinas de union a ARNm (RBP, Fig. 9). Por ejemplo, se
ha descrito que hnRNP R colocaliza con SMN tanto en los axones (Rossoll et al., 2002)
como en los terminales presinapticos motores (Dombert et al., 2014) en preparaciones ex
vivo. La proteina HuD, una RBP especifica del tejido nervioso, colocaliza y es
cotransportada con SMN en los axones de motoneuronas en cultivo (Fig. 9) (Akten etal.,
2011; Fallini et al., 2011; Hubers et al., 2011). Finalmente, IMP1, una RBP implicada en
el transporte y estabilizacion del ARNm de S-actina, se asocia con SMN en axones y
conos de crecimiento de motoneuronas en cultivo, siendo necesaria SMN para su correcta
localizacion en estos compartimentos asi como para su asociacion con ARNm (Fallini et
al., 2014, 2016; Donlin-Asp et al., 2017). Aungue se ain no esta definido el mecanismo
subyacente a la formacion de los granulos, se sugiere que SMN podria estar participando

como chaperona en el ensamblaje de las RBP al ARNm para la formacion de mRNP.

Es significativo que tanto las RBP como los ARNm cuyo trafico esta alterado en
el contexto de niveles bajos de SMN parecen ser de especial importancia para el
desarrollo y mantenimiento del axén y del terminal nervioso. Por ejemplo, las RBP
previamente mencionadas presentan un alto nivel de expresion durante el neurodesarrollo
y se les atribuye un rol en el crecimiento, arborizacion, busqueda de dianas y regeneracion
axonal, de gran relevancia en las motoneuronas (Mobarak et al., 2000; Glinka et al., 2010;
Akten et al., 2011; Dombert et al., 2014; Lepelletier et al., 2017). Se postula que estas
funciones las realizan a traveés de la estabilizacion del ARNm que codifican proteinas
esenciales para estos procesos. HuUD, por ejemplo, se asocia y estabiliza los ARNm de

GAP43 y Cpgl5 en neuronas in vivo y en motoneuronas en cultivo, respectivamente
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(Mobarak et al., 2000; Akten et al., 2011; Yoo et al., 2013). Estos transcritos estan
relacionados con fendmenos de crecimiento, arborizacion y regeneracion axonal
(Anderson et al., 2003; Karamoysoyli et al., 2008; Akten et al., 2011). Cpgl5, ademas,
parece participaren tanto en la sinaptogénesis como en la estabilidad, plasticidad y
maduracion sinptica (Fujino et al., 2003, 2011; Javaherian & Cline, 2005; Picard et al.,
2014). En larvas de Xenopus, por ejemplo, cpgl5 promueve la formacién y maduracion
in vivo de la NMJ, aunque se desconoce si también estd implicada en este proceso en
mamiferos (Javaherian & Cline, 2005). hnRNP R e IMP1, por otro lado, se asocian al
ARN de g-actina (Glinka et al., 2010) en los axones, principal isoforma de la actina en
los axones y esencial para procesos tales como el crecimiento y arborizacién axonal, la
busqueda de dianas, la sinaptogénesis (Rathod et al., 2012; Donnelly et al., 2013; Moradi
et al., 2017), asi como para la endocitosis y el ciclo vesicular en el terminal sinaptico
(Cingolani & Goda, 2008; Spence & Soderling, 2015; Yan et al., 2016), procesos que
estan alterados en distintos modelos de AME (Torres-Benito et al., 2012;
Hosseinibarkooie et al., 2016; Hensel & Claus, 2017; Lopez-Manzaneda et al., 2021).

Ademéas de los transcritos mencionados, la deficiencia en SMN altera
especificamente la localizacion axonal de mensajeros implicados en procesos esenciales
para supervivencia y funcionalidad de la motoneurona y la sinapsis. En células NSC-34,
SMN coinmunoprecipita con mensajeros enriquecidos en los axones (Rage et al., 2013)
y estudios transcriptdmicos en motoneuronas deficientes en SMN en cultivos han
mostrado una reduccién mensajeros axonicos asociados a la regulacion del citoesqueleto
y a la actividad sinaptica (Saal et al., 2014). Asi mismo también se han observado en
motoneuronas procedentes de ratones AME alteraciones en la expresion de genes
relacionados con el metabolismo energético mitocondrial, esencial para la actividad
sinaptica (Miller et al., 2016).
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Figura 9. Los granulos axonales de SMN contienen RBP. A. Cultivo primario de
motoneuronas embrionarias transfectadas con constructos de SMN y HuD para
complementacién bifluorescente (BiFC, verde), que muestra la coexistencia de ambas
proteinas en un mismo complejo, y marcados para SMN (rojo). Los granulos asi
identificados estan presentes en el somay en el axon de la motoneurona. Barra de escala:
10 um. B. Registro de imagen dinamica que muestra el movimiento bidireccional de lo
granulos positivos para HuUD y SMN en el axon. Se observaron trayectorias anterogradas
(flechas) y retrégradas (puntas de flechas). Ambos granulos se movieron a una velocidad
media de 1 um/s. Las flechas y puntas de flecha rojas indican la posicion inicial de los
granulos analizados. Barra de escala: 5 um. Modificada de Fallini et al., 2011.
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2.3.5. SMN y traduccion del ARNm

Recientemente se ha postulado la participacién de SMN en el proceso de traduccion ya
que SMN no solo se asocia mRNP, sino también a polisomas en cultivos de motoneuronas
(Sanchez et al., 2013). Bernabo y colaboradores confirmaron in vivo la asociacion entre
SMN y los polisomas en muestras de cerebro y medula espinal (Bernabo et al., 2017).
También determinaron una disminucion de la fraccion ribosomal que conforma los
polisomas en ambos tejidos durante el periodo presintomatico en un modelo murino de
AME, lo que sugiere una alteracion de la traduccion desde etapas iniciales de la
enfermedad. Estos defectos son celularmente autdnomos, dependiente de los niveles de
SMN y correlacionan con la historia natural de la enfermedad. Al igual que en el trafico
axonal, la deficiencia de SMN parece alterar la traduccion de ciertos contingentes de
ARNmM, incluido algunos relacionados con la biologia de los ribosomas. Aunque
previamente se habia descrito regulacidn negativa in vitro por parte SMN en la traduccion
de una proteina relacionada con la regulacion del ARN, un reciente estudio in vivo sugiere
que mayoritariamente SMN regula positivamente la traduccion (Lauria et al., 2020).
Segun el modelo propuesto por los Prof. Viero y Gillingwater, SMN se asocia y modula
un pequefio contingente especifico de ribosomas que se caracteriza por participar en la
traduccion de un subconjunto especifico de ARNm y por asociarse con estos en los
primeros 5 codones de la secuencia codificante. Esta asociacion ribosoma-mensajero
requiere de SMN vy esté afectada en la AME. Estos transcritos codificarian para proteinas
implicadas en la fisiologia axonal, sinaptica, ribosomal, de los acidos grasos y de la
cromatina, procesos afectados caracteristicamente en la AME y otras patologia

neuromusculares como la ELA.

También se ha postulado una posible participacion de SMN en la traduccion de
un contingente de proteinas relacionadas con la regulacion del estado de estrés oxidativo
celular, las selenoproteinas, a tenor de la asociacion de SMN con el ARNm de una de
ellas y de su interaccion con las proteinas TGS1 y SBP2, esenciales en este proceso
(Wurth et al., 2014). En este sentido, se ha demostrado que SMN es necesaria para la
traduccion in vivo de GPx1 y que la homeostasis de las selenoproteinas estéd alterada
especificamente en la medula espinal de ratones modelo de AME (Gribling-Burrer et al.,
2017).
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Finalmente, algunos estudios in vitro sugieren la participacion de SMN en la
regulacion de la sintesis local, proceso esencial durante el desarrollo del sistema nervioso
para el crecimiento axonal y la busqueda de dianas (Giuditta et al., 2008; Lin & Holt,
2008; Di Liegro et al., 2014; Shigeoka et al., 2016). En cultivos de motoneuronas, por
ejemplo, la deficiencia de SMN induce una menor sintesis local de proteinas en el axén
y en el cono de crecimiento (Fallini et al., 2016). Aunque se desconoce el mecanismo
subyacente, se ha postulado que pueda estar mediado por la via del ARN interferente, ya
que distintos micro ARN (miARN) que participan en la sintesis local, como miR-183 o
miR-431, se han encontrado desregulados en estos estudios in vitro (Kye et al., 2014;
Wertz et al.,, 2016). Complementariamente, como hemos mencionado previamente,
también pudiera estar mediado este efecto por una disminucién de la regulacion de
actividad ribosomal por la deficiencia en SMN (Lauria et al., 2020). En este sentido, se
ha observado que SMN media el anclaje de los ribosomas a la membrana plasmatica de
fibroblastos en cultivo, siendo esta asociacion necesaria para el remodelado de la actina

submembranal (Gabanella et al., 2016).

Sin embargo, poco se sabe acerca de la sintesis local in vivo en las motoneuronas
durante la maduraciéon postnatal y la edad adulta méas alla de su implicacién en la
regeneracion axonal (Jung et al., 2012; Tasdemir-Yilmaz & Segal, 2016), por lo que es
de interés conocer el rol de SMN en la traduccion local in vivo en axones y terminales
motores. Postnatalmente, los axones motores presentan unas estructuras intimamente
asociadas a la membrana plasmaética que contienen elementos de la maquinaria de sintesis
proteica tales como ribosomas, ARNm y RBP (Koenig & Martin, 1996; Koenig et al.,
2000; Kun et al., 2007; Sotelo-Silveira et al., 2008). En un modelo de raton de AME, se
ha descrito una disminucion de ribosomas axonales (Lauria et al., 2020), sin embargo,
aun se desconoce si esta maquinaria esta activa durante la maduracion del circuito motor
o simplemente cumple una funcion reactiva en casos de dafio axonal. Del papel de la
sintesis local en la NMJ se conoce menos adn, de hecho, hasta la fecha no se ha descrito
la presencia de RBP, ARNm o ribosomas en el terminal presinaptico motor durante la

maduracion postnatal.
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3. Impacto de la deficiencia de SMN en el sistema motor

Como se ha mencionado previamente, los hallazgos patolégicos fundamentales en la
AME pueden resumirse en: i) alteracion del gen SMN1 y la subsiguiente reduccion de los
niveles de proteina SMN, ii) alteracion histoldgica de la medula espinal con pérdida de
motoneuronas, Y iii) alteracion funcional del sistema motor, con debilidad y atrofia

muscular simétrica predominante en la musculatura proximal y axial.

En los puntos anteriores hemos tratado los tipos clinicos de AME, la genética de
la enfermedad y las complejas funciones de SMN. A continuacion, se resumen los

hallazgos fisiopatoldgicos que la deficiencia de SMN genera en el circuito motor.

3.1. Patologia de la motoneurona en la AME

Actualmente la AME esta considerada una enfermedad multisistémica ya que no solo
afecta a las motoneuronas sino también al metabolismo y a ciertos 6rganos y sistemas
como el vascular, higado, musculo esquelético, corazén y pancreas (Yeo & Darras, 2020).
Las motoneuronas intrafusales son susceptibles al déficit de SMN pero no las y-
motoneuronas y otras neuronas colinérgicas espinales (Powis & Gillingwater, 2016). Asi
mismo, las a-motoneuronas presentan una gran heterogeneidad en su susceptibilidad a
los niveles bajos de SMN, pudiéndose encontrar incluso contingentes totalmente
respetados durante el transcurso de la enfermedad como las que inervan los muasculos
extraoculares. Dentro de las motoneuronas vulnerables, las que inervan a los musculos
axiales y proximales, en general, se afectan antes que las que inervan a los musculos
distales y el diafragma. Esto tiene un reflejo topografico en la médula, mostrando una
vulnerabilidad diferencial en funcion del segmento medular. Por ejemplo, los
contingentes de motoneuronas localizados en L1 y en la columna motora medial,
encargados de inervar a los masculos proximales y axiales, estan méas afectados que los
localizados en L5 y en la columna motora lateral, encargados de los musculos distales
(Mentis et al., 2011).

Aunque, el mecanismo subyacente a esta heterogeneidad ain no se conoce con

exactitud, se han postulado varias hipétesis al respecto. Por un lado, puesto que las células
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del asta dorsal espinal, respetadas, presentan mayores niveles de inclusion del exon 7 en
los transcritos de SMN2 que la motoneuronas del asta ventral, es posible que entre los
distintos contingentes de motoneuronas también varie la eficiencia de este proceso y
presente niveles variables de proteina completa (Ruggiu et al., 2012). No obstante, ain
no se ha confirmado una inclusién diferencial entre distintos contingentes de
motoneuronas ni su correlacién con la patologia. Por otro lado, es posible que exista una
heterogeneidad en los niveles de ciertos ARNm y/o proteinas entre los distintos
contingentes de motoneuronas y que, teniendo en cuenta la funcion de SMN en el
metabolismo del ARN, puedan determinar la distinta vulnerabilidad. Experimentos
realizados en nuestro laboratorio (Tejero, 2016; Tejero et al., 2016) han demostrado que
durante el desarrollo postnatal de la NMJ existe una transicion entre dos de las isoformas
de sinaptotagmina (Syt) que acttan como sensor de calcio para la exocitosis en el terminal
presinaptico motor. Durante el periodo postnatal de maduracion de la NMJ Syt-1 se regula
a la baja y Syt-2 al alza, siendo esta ultima la isoforma relevante tras este periodo.
Fisiologicamente la velocidad de este cambio varia temporalmente entre distintos
musculos. Dado que los terminales motores en AME los niveles de Syt-2 estan
significativamente disminuidos en relacion con los terminales controles (Tejero, 2016;
Tejero et al., 2016), en los musculos donde Syt-1 desaparece mas rapidamente se produce
un gran déficit de ambos sensores de calcio que correlaciona con el déficit en la

neurotransmisién en los musculos vulnerables.

Por otro lado, no se conocen con exactitud los mecanismos subyacentes a la
degeneracion y muerte de las a-motoneuronas, aunque distintas lineas de investigacion
sugieren que es secundaria a fendmenos apoptoéticos. Por un lado, un estudio de
silenciamiento selectivo del gen Smn en las motoneuronas de C. elegans ha demostrado
que la reduccion en proteina Smn provoca la muerte de las mismas in vivo por fenémenos
apoptoticos (Gallotta et al., 2016). En este sentido, SMN parece tener un efecto
modulador en la apoptosis. Por ejemplo, la sobreexpresion de SMN in vivo en un modelo
proapoptético murino reduce los fendmenos de apoptosis en las neuronas del cortex (Kerr
et al., 2000). En una serie de estudios recientes, Mentis y colaboradores demostraron que
la muerte y degeneracion motoneuronal en el modelo SMNA7 es secundaria a una mayor
activacion del factor proapoptotico p53 debida a su fosforilacion. De hecho, se observa
una correlacion directa entre el grado de fosforilacion de p53 y el grado de vulnerabilidad

de la motoneurona (Simon et al., 2017). Aunque el mecanismo molecular de la
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sobreactivacion de p53 aln no se conoce con precision, un estudio posterior mostré que
era secundaria a una desregulacion de la maduracion de los ARNm de Mdm2 y Mdm4,
sus principales proteinas reguladoras, debido a la menor formacion de snRNP provocada
por los niveles reducidos de SMN (Van Alstyne et al., 2018). De estos datos se deriva
que la heterogeneidad en la supervivencia de las motoneuronas puede ser debida a
defectos en el corte y empalme de ARNm fundamentales para ciertos contingentes.

Por otro lado, distintos grupos han postulado que la muerte de las motoneuronas
se produce por autofagia. En motoneuronas en cultivo, por ejemplo, existe un incremento
de los factores autofagicos Beclina 2, LC3-1l y p63, asi como de la ubiquitinacion de
proteinas, y un menor aclaramiento de los autofagosomas (Garcera et al., 2013;
Periyakaruppiah et al., 2016; Rodriguez-Muela et al., 2018). La inhibicion farmacoldgica
de la autofagia incrementa la supervivencia de las motoneuronas y la esperanza de vida
en modelos de raton (Periyakaruppiah et al., 2016; Piras et al., 2017; Rodriguez-Muela
etal., 2018).

3.2. ¢Es la AME una enfermedad de la motoneurona inferior o

una enfermedad del sistema motor?

Aunque no se conoce con exactitud el impacto funcional que la muerte de las
motoneuronas en la AME produce en el sistema motor, diversas evidencias sefialan que
la muerte de las motoneuronas no explica totalmente el fenotipo motor en la AME. Por
ejemplo, aunque la restauracién selectiva de SMN en las motoneuronas revierte tanto la
muerte de éstas como los defectos sinapticos tipicos de la enfermedad (ver mas adelante),
la funcion motora se recupera s6lo moderadamente (Gogliotti et al., 2012; Martinez et
al., 2012; McGovern et al., 2015; Fletcher et al., 2017). Ademas, estudios en modelos de
raton han mostrado que la restauracion selectiva y simultanea de la expresion de SMN en
las células gliales, motoneuronas y otras neuronas induce una mayor recuperacion del
fenotipo motor y supervivencia que cuando se restaura exclusivamente en las
motoneuronas (Gavrilina et al., 2008; McGovern et al., 2015). Asi mismo, la expresion
selectiva de SMN en los mocitos solo mejora ligeramente la funcion motora y la

supervivencia in vivo (Gogliotti et al., 2012).
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En conjunto, estos y otros estudios demuestran que el déficit de SMN en células
del sistema motor distintas a las neuronas motoras, como astrocitos (Rindt et al., 2015),
células de Schwann (Hunter et al., 2014), neuronas sensoriales (Jablonka et al., 2006;
Mentis et al., 2011) y miocitos (Gogliotti et al., 2012), influye en la severidad de la
enfermedad, lo que hace necesario una mayor compresion del estado de estos circuitos en
la AME

3.3. Patologia de la NMJ

La pérdida de motoneuronas en la AME viene precedida por alteraciones en la
neurotransmision (Kong et al., 2009; Ruiz et al., 2010). Los mecanismos que median la
patologia sindptica ain no se conocen en su totalidad. En los modelos de AME en ratones,
la capacidad de las motoneuronas para inervar sus musculos diana no esta alterada
(Murray et al., 2008) y los terminales nerviosos son funcionales durante el desarrollo
postnatal temprano (Ruiz et al., 2010), lo que sugiere que el fenotipo motor no es
secundario a defectos en la sinaptogénesis, sino en la maduracion y mantenimiento de la
sinapsis. Conforme la maduracion postnatal progresa, las NMJ deficientes en SMN
desarrollan diversos defectos tanto estructurales y como funcionales. Sin embargo, de
forma similar a lo que se produce en la médula, el grado de afectacion de la sinapsis es
heterogéneo, observandose en ciertos musculos una mayor vulnerabilidad, como en el
transverso abdominal (TVA), que en otros, como el diafragma (Kariya et al., 2008; Ling
et al., 2012; Tejero, 2016; Tejero et al., 2016). A continuacion se describiran las

alteraciones mas importantes de las NMJ descritas en la AME.

En los ratones deficientes en SMN del modelo SMNA7, el citoesqueleto
presinaptico presenta signos de retraso madurativo, como la ausencia de reorganizacion
y ramificacion de los microtibulos (MT) y una menor arborizacién y persistencia de
estructuras en lazo de los neurofilamentos (NF) en sus segmentos finales (Torres-Benito
etal., 2011; Torres-Benito, 2012). Los microfilamentos también estan afectados, con una
disminucion de la F-actina (Ackermann et al., 2013). Asi mismo, se observa defectos
madurativos en la placa terminal, como son una disminucién del &rea, numero de
perforaciones y desarrollo de los pliegues postsinapticos, asi como retraso en la transicion
de la subunidad embrionaria y-AChR a la madura e-AChR (Kariya et al., 2008). Aun se
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desconocen los mecanismos que median este retraso madurativo y asi como la posible
funcion de SMN en este proceso. En estadios tardios, se observan también acimulos
anomalos de NF, que alteran la morfologia del terminal (Cifuentes-Diaz et al., 2002), y
denervacion de numerosas fibras musculares (Ling et al., 2012). No obstante, aun es
objeto de debate si estas alteraciones degenerativos son producto primario de la
deficiencia de SMN o una consecuencia del estado patologico del terminal. Tampoco esta
claro si estas alteraciones contribuyen a los defectos en la neurotransmision observados

en los modelos animales.

De los estudios electrofisioldgicos realizados en preparaciones neuromusculares
de modelos de raton se extrae una conclusion clara, la deficiencia de SMN altera de forma
importante la neurotransmisién en la NMJ. En estos modelos se ha demostrado que la
amplitud y cinética de las respuestas postsinaptica esta alterada (Kong et al., 2009; Ruiz
et al., 2010). En el modelo SMNA7, por ejemplo, existe una disminucidn del contenido
cuantico (QC; numero de cuantos liberados por el terminal presinaptico tras la llegada de
un potencial de accion) (Kong et al., 2009; Ruiz et al., 2010; Tejero et al., 2016). Sin
embargo, el origen de la disfuncion sinaptica ain no se conoce con precision. La
reduccion del QC puede ser secundaria a una menor liberacion de neurotransmisor por
vesicula (tamafio cuantico), una menor probabilidad de liberacion (pr) o un menor nimero
de sitios activos de liberacién (n). El estudio de las corrientes de placa en miniatura ha
mostrado valores similares en los terminales motores controles y deficientes en SMN, lo
que demuestra que el tamafio cuéntico no esta alterado en la AME (Kong et al., 2009).
Por otro lado, aunque se han descrito disminuciones en la probabilidad de liberacién en
diferentes modelos AME (Kong et al., 2009; Ruiz et al., 2010; Ling et al., 2012), en
nuestro laboratorio hemos constatado que, a concentraciones fisiologicas de calcio
extracelular, la reduccion de QC es secundaria a un menor namero de sitios de liberacion
activos (Tejero, 2016). En este sentido, se ha descrito mediante microscopia electronica
un menor nimero de vesiculas ancladas a la membrana en la membrana plasmatica
(Cifuentes-Diaz et al., 2002; Kong et al., 2009). También se ha descrito un menor nUmero
de vesiculas sinapticas y zonas activas, asi como una desorganizacion de estas, en los
terminales motores AME (Torres-Benito et al., 2011, 2012; Torres-Benito, 2012).

El mecanismo que media la disminucion del nimero de sitios activos y el déficit
funcional del terminal motor es todavia desconocido, aunque distintas evidencias

sugieren que alteraciones tanto el estado de la maquinaria exocitica como el de la

45



Introduccién

homeostasis del calcio en el terminal pueden estar participando en este proceso. Para
fundirse de forma sincrénica, las vesiculas sindpticas deben sufrir un proceso de cebado
y anclaje a las zonas activas del terminal. En modelos murinos y de pez cebra se ha
descrito una disminucién de proteinas SV2 en los terminales motores mutantes,
especialmente de la isoforma SV2B, a las que se les ha atribuido una participacion en la
regulacion del cebado de las vesiculas (Tejero, 2016; Tejero et al., 2016, 2018). Ademas,
existe una correlacion entre el contenido en SV2B de la NMJ y la vulnerabilidad de los
terminales de distintos musculos en la enfermedad. Otras de las funciones atribuidas a
SV2 es la regulacion de la endocitosis de Sytl y Syt2 y en la regulacion de la
concentracion de Ca?* citosélico en el terminal. En esta linea, distintas evidencias han
sugerido la coexistencia de una alteracion de la homeostasis del calcio en este

compartimento.
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4. Perspectiva terapéutica

Hasta hace muy poco, la AME ha sido una enfermedad crénica, incurable, de pronéstico
fatal y cuyo Unico tratamiento ha sido el de proporcionar soporte vital y cuidados
paliativos. Sin embargo, la generacion de modelos animales de la enfermedad ha
permitido profundizar en el conocimiento etiolégico y fisiopatolégico de la enfermedad
que, unido a los avances en las técnicas de biologia molecular y terapia génica, ha dado
lugar a nuevas estrategias terapéuticas que en algunos casos ya han conseguido resultados

excelentes. Las estrategias actuales se sustentan en cuatro objetivos basicos:

1. Prevencion de la enfermedad mediante la identificacion de portadores y el
diagnostico genético preimplantacional (Fu et al., 2019).

2. Aumento los niveles de SMN bien a través del reemplazo de SMN1 mediante
terapia génica o a través de la correccion farmacoldgica del procesamiento de
SMNZ2.

3. Reemplazo de las neuronas motoras degeneradas y apoyo a las restantes mediante
la implantacion de células madre neurales.(Corti et al., 2008, 2012)

4. Empleo de terapias complementarias farmacoldgicas que favorezcan la proteccion

muscular y neurolégica o potencien la funcionalidad del sistema motor.

4.1. Incremento de los niveles de SMN

Una de las estrategias mas prometedoras y eficaces a la hora de tratar la AME es el
incremento de los niveles de SMN. Actualmente, tres terapias inductoras de una mayor
produccion de SMN han sido aprobadas para su uso clinico por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) estadounidense (Tabla I): Spiranza®, Evrysdi™ y
Zolgensma®. De estas, Ginicamente Spiranza ha sido aprobada por la Agencia Europea de

Medicamentos (EMA) para su uso clinico.

Estas terapias siguen dos estrategias distintas para conseguir elevar los niveles de
SMN: la correccion del procesamiento de SMN2 mediante moléculas pequefias o el

reemplazo de SMN1 mediante terapia génica.
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Tabla I. Resumen del estadio de los ensayos clinicos que se estan llevando a cabo en AME. Adaptada de www.cureSMA.org

ORGANIZACION / Desarrollo Preclinico
Droga o estrategia Identificacion Optimizacion  Manufactura

Introduccién

BIOGEN-IONIS / Spiranza

NOVARTIS / Zolgensma (iv)

ROCHE / Evrisdy

CITOKINETICS / CK-2127107
NOVARTIS / LMIO70

SCHOLAR ROCK / SRK-015
NOVARTIS / AVXS-101 (it)

BIOGEN / BIIB110

COLUMBIA-NU / Inhibidor p38aMAPK
MU-SHIFT PHARMACEUTICAL / E1 ASO
BIOGEN / ASO 22 generacion
AURIMMED PHARMA / SM
CALIBR/SM

IU-BRIGHAM & WOMEN'S / SM

sintesis protéica
MONANI / Programa modificador
HARVARD / SM
PROYECTO IncARN
PATTEN / Cribado en pez cebra
JABLONKA / Modificador del VGCC
MERINEY / Modificador del VGCC

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

PRAXIS BIOTECH / Potenciador de 1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

FDA: Agencia de Administracion de Alimentos y Medicamentos; iv: intravenoso; it: intratecal; ASO: oligonucleético antisentido;
SM: molécula pequefia; ARNInc: ARN largo no codificante; VGCC: canal de calcio voltaje dependiente.
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Zolgensma® (Onasemnogen abeparvovec-xioi 0 AVXS-101) es un vector viral
adenoasociado complementario de serotipo 9 (sCAAV-9) que porta ADN circular
codificante de la proteina SMN# humana. Tras una Unica aplicacion intravenosa, el virus
atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) y alcanza el SNC, donde es endocitado por
las células. En el nacleo celular, la capside es disgregada y se induce la expresion del
ADN exdgeno (McCarty et al., 2001). Su aplicacion a edades tempranas (P1) en el
modelo murino SMNA7 aumenta los niveles de SMN en el SNC y musculo, mejora la
funcién motora y las alteraciones de la NMJ e incrementa espectacularmente la
supervivencia (~250 dias), siendo mucho menos efectiva al aplicarse tras la aparicion de
los sintomas (P10) (Foust et al., 2010). Este fendbmeno también ha sido descrito en un
modelo porcino de AME (Duque et al., 2015). En los ensayos clinicos, los pacientes
tratados presintoméaticamente adquieren las capacidades motoras a edades similares que
la poblacidn general. Aungue su aplicacion postsintomatica no es tan efectiva, bloquea la
progresion de la enfermedad y mejora drasticamente la funcion respiratoria de los
pacientes (Lowes et al., 2019). No obstante, el uso de Zolgensma® presenta ciertos
inconvenientes como el riesgo de aparicion de trombocitopenia o fallo hepético grave,
ineficacia por presencia de anticuerpos maternos anti-AAV y un elevado coste (2,1
millones de dolares, a enero de 2021) (Boutin et al., 2010; Dyer, 2020).

Tanto Spiranza® como Evrisdi™ incrementan los niveles de SMN al favorecer la
inclusion del exon 7 en el ARNm maduro de SMN2. Sin embargo, el mecanismo de accion
de ambas drogas es distinto. Spiranza® (Nusinersen) es un oligonucleétido antisentido
(ASO) que es capaz de reconocer e inhibir el silenciador del corte y empalme intronico
N1 (1ISS-N1), principal elemento inhibidor del corte y empalme del exon 7, favoreciendo
la inclusion del mismo (Singh et al., 2015, 2017). En los ensayos clinicos ha demostrado
tener una elevada seguridad y eficacia, incrementando las capacidades motoras de la
mayoria de pacientes. En los pacientes AME tipo | tratados con Nusinersen se observa un
incremento excepcional de la esperanza de vida y de la funcion motora, alcanzando los
principales hitos motores a unas edades similares a la poblacion general (Finkel et al.,
2017; Mercuri et al., 2018). Sin embargo, la evolucién temporal y prondéstico de estos
pacientes son aun desconocidos. En este sentido, al ser su aplicacion intratecal y, por
tanto, limitada al SNC, se desconoce el impacto a largo plazo que la deficiencia en SMN
puede tener en otros sistemas también afectados. Su aplicacidn en pacientes con formas

clinicas de aparicién mas tardias (tipo Il en adelante) es menos efectiva, aunque también
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induce una mejora en la calidad de vida con estabilizacion de la funcion motora y una
reduccion de la severidad de los sintomas (Zuluaga Sanchez et al., 2019; Hagenacker et
al., 2020). Sin embargo, el farmaco no estd exento de inconvenientes. Debido su escasa
permeabilidad a través de la BHE, la administracion debe ser intratecal, es decir,
relativamente invasiva y no exenta de riesgo, especialmente si el paciente presenta
escoliosis (Porensky & Burghes, 2013). Por el mismo motivo, la distribucion del farmaco
a los tejidos periféricos es escasa. Asi mismo, el tratamiento puede provocar trastornos
de la coagulacion y toxicidad renal.

Evrysdi™ (Risdiplam) es una molécula pequefia que actGa sobre el corte y
empalme del transcrito de SMN2 promoviendo la inclusion del exon 7. Es capaz de unirse,
por un lado, al sitio de corte y empalme localizado en la porcion proximal del intrén 7
(5’ss) y, por otro, a la secuencia ESE2 presente en el exon 7. Estas uniones favorecen el
correcto reclutamiento del espliceosoma y la inclusion del exon en el transcrito final
(Sivaramakrishnan et al., 2017; Ratni et al., 2018). En los ensayos cinicos, Risdiplam ha
demostrado una alta efectividad a la hora de mejorar la funcion motora, reducir la
necesidad de ventilacién asistida e incrementar la supervivencia en los pacientes tipo |-
I11, especialmente cuando se aplica precozmente (Dhillon, 2020; Baranello et al., 2021).
Presenta varias ventajas respecto a Zolgensma® y Spiranza®: su coste es sensiblemente
menor y es capaz de permear la BHE, por lo que su aplicacion puede ser por via oral en
el domicilio, sin técnicas invasivas y con una distribucion del farmaco tanto a nivel

periférico como en el SNC (Ratni et al., 2018).

4.2. Terapias complementarias

El hecho de que los abordajes terapéuticos previamente descritos presenten una mayor
efectividad cuando se aplican en fase presintomatica pone de manifiesto la necesidad de
incrementar los niveles de SMN durante la ventana temporal de altos requerimientos. Sin
embargo, la posibilidad de un inicio tardio en la administracion, la presencia de efectos
adversos que impidan su administracion, asi como su precio prohibitivo, hace necesario
el desarrollo de nuevas terapias complementarias al incremento de SMN que puedan
modular la severidad de los sintomas e incrementar la calidad de vida de los pacientes.
En este sentido, han cobrado especial relevancia las estrategias terapéuticas dirigidas a la

neuroproteccion y a potenciar la funcion motora.
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Distintas drogas neuroprotectoras estan siendo objeto de estudio para su
aplicacion en la AME. Algunas de ellas, como la gabapentina y el riluzole, estan ya en
fase de ensayos clinicos al estar aprobadas para otras patologias. Sin embargo, aunque
aun siguen en fase de estudio, los ensayos no han mostrado una alta efectividad (Merlini
et al., 2003; Ojala et al., 2021). También estan siendo estudiadas drogas que potencian o
mimetizan el efecto de factores tréficos neurales, especialmente BDNF, IGF-1 y agrina.
Entre estas drogas, destacan por su efecto sobre la funcion motora en modelos murinos
de AME la loganina (un glucosido iridoide), IPLEX (IGF-1 recombinante humana) y NT-
1654 (una variante resistente a la degradacion de la forma neural de agrina) (Murdocca et
al., 2012; Tseng et al., 2016; Boido et al., 2018). Sin embargo, debido al limitado efecto
sobre la supervivencia que presentan, la vision actual de la estrategia de neuroproteccion
va encaminada a la coadministracién con otras drogas para maximizar los beneficios

terapéuticos (Ojala et al., 2021).

Otra estrategia de tratamiento consiste en mejorar el estado y la funciéon motora.
A nivel muscular, dos dianas terapéuticas parecen prometedoras: la miostatina y la
troponina. La miostatina es una proteina de expresién predominantemente muscular que
regula negativamente el crecimiento y tamafio muscular (Lee & Mcpherron, 2001).
Estudios en un modelo murino de AME han mostrado que la administracién temprana 'y
tardia de una variante del anticuerpo monoclonal SRK-015 (que bloquea la sintesis de
miostatina) incrementa la masa muscular y la funcién motora (Long et al., 2019). La
activacion de la troponina también parece tener potencial terapéutico en estudios
preclinicos. Por ejemplo, la administraciéon de un activador de la troponina, el
Reldesemtiv, en conjuncion con Nusinersen parece incrementar la fuerza muscular en el

modelo murino de AME Taiwanés, aunque los resultados ain no han sido publicados.

Por ultimo, el efecto de distintas moléculas que afectan a los canales de potasio y
calcio dependientes de potencial han mostrado efectos de interés a nivel de la NMJ en
modelos murinos de AME (Tejero, 2016; Tejero et al., 2020; Simon et al., 2021).

51



Hipotesis y Objetivos



Hipdtesis y Objetivos

En neuronas en cultivo SMN se transporta por el axon en forma de granulos que contienen
ARNmM y proteinas de union a ARNm (Fallini et al., 2011, 2014; Donlin-Asp et al., 2017,
Price et al., 2018). Asi mismo, se ha demostrado la presencia de SMN en las
terminaciones presinapticas de la NMJ durante el periodo perinatal (Dombert et al.,
2014). Nuestra hipotesis de partida es que durante el periodo de maduracion sinaptica
se produce traduccion local en el terminal presinaptico y que SMN participa en este
proceso. Asi mismo, postulamos que la sobreexpresion de SMN2 puede dar lugar a la
acumulacion de proteina SMN en los terminales, cuya persistencia en el tiempo puede
verse aumentada por las alteraciones citoesqueléticas que se producen tanto en los axones

cémo en los terminales motores en AME.

Por otro lado, postulamos que las alteraciones funcionales en los terminales
motores en los modelos de AME, como son el déficit en la neurotransmision y la
alteracion en el reciclado de las vesiculas sindpticas (Kariya et al., 2008; Murray et al.,
2008; Kong et al., 2009; Ruiz et al., 2010; Ling et al., 2012), se producen en el contexto
de la pérdida en la homeostasis del calcio y que la mitocondria participa en este
proceso. También proponemos que el déficit en la neurotransmision puede ser
aminorado mediante potenciadores farmacolégicos de los canales de calcio

dependientes de potencial.

Partiendo de las hipdtesis expuestas previamente, en el presente trabajo

establecimos los siguientes objetivos generales:

1. Determinar la organizacién de SMN y su posible asociacion con el citoesqueleto
y con elementos de la maquinaria de traduccion local en los terminales
presindpticos motores durante la maduracién postnatal sindptica en ratones
silvestres y en modelos de AME.

2. Investigar los posibles mecanismos implicados en el déficit funcional de los
terminales presinapticos motores

3. Investigar el posible efecto de un potenciador de la neurotransmision en AME.
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Para abordar estos objetivos, establecimos los siguientes objetivos especificos:

1.1. Definir las caracteristicas de los granos de SMN en axones y terminales

presindpticos motores en ratones silvestres y modelos de AME.

1.2. Determinar el curso temporal de la expresion de SMN en axones y terminales

presinapticos motores durante la maduracion postnatal.

1.3. Determinar la relacién entre el citoesqueleto y los granos de SMN en axones y

terminales presinapticos motores.

1.4. Determinar el impacto de la sobreexpresion de SMN en los modelos murinos
AME.

1.5. Estudio de la posible relacion de SMN con elementos de la maquinaria de

traduccion local en el terminal nervioso motor durante la maduracion postnatal.

2.1. Determinar la afectacion de la exo- y endocitosis en el modelo de AME Taiwanés

y la posible implicacion de la mitocondria en el déficit funcional del terminal.

2.2. Investigar los mecanismos que median el déficit en el incremento de calcio en la
matriz mitocondrial y su posible implicacion funcional en los terminales presinapticos

motores en AME.

3. Determinar el efecto sobre la neurotransmision de un modificador de los canales

de calcio dependiente de potencial en ratones controles y deficientes en SMN.
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1. Modelos animales

Para este trabajo se han utilizado 4 modelos murinos con base genética en la cepa FVB/N,
Por un lado, ratones silvestres para el estudio de las caracteristicas fisioldgicas del
citoesqueleto y de la proteina SMN (Fig. 10A) vy, por otro, tres modelos de AME; el
modelo “SMAA7” (Fig. 10B, panel izquierdo), el modelo “Taiwanés” (Fig. 10B, panel
derecho) y el modelo “Taiwanés/SypHy”. Los ratones se mantuvieron en condiciones
estandares (12:12 horas luz:oscuridad y alimentacion ad libitum) en el animalario de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla. Todos los experimentos se llevaron a
cabo de acuerdo con la legislacion vigente segln las directrices del Consejo Europeo

sobre Cuidado de Animales de Laboratorio.

Modelo SMAA7

Control

Control / Severo
AR : : ‘/!

Figura 10. Modelos murinos. A. Ejemplos representativos de ratones silvestres a
distintas edades postnatales (P3, P6, P8 y P10). B. Diferencias morfoldgicas a P9 entre
ratones controles y mutantes en el modelo murino SMAA7 (izquierda) y Taiwanés
(derecha). Notese que en modelo Taiwaneés los ratones mutantes pueden presentar un
fenotipo severo o leve.
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1.1. Caracteristicas de los modelos murinos de AME

1.1.1. Modelo SMAA7

El modelo SMAATY fue desarrollado por Le y colaboradores (Le et al., 2005) y fue cedido
a nuestro laboratorio por el Prof. Arthur Burghes (Department of Molecular Genetics,
College of Biological Sciences, The Ohio State University, Columbus, OH, USA) y por
el Prof. Jordi Calderé (Departamento de Medicina Experimental, Facultad de Medicina,
Universidad de Lleida e Instituto de Investigacion Biomédica de Lleida). EI modelo se
caracteriza por tener interrumpido el gen Smn murino a nivel del exon dos y expresar dos
transgenes humanos en homocigosis: SMN2 (dos copias) y SMNA7 (seis copias). El

transgén SMNA7 produce exclusivamente proteina SMN truncada

La colonia se mantuvo mediante cruces de parejas portadoras de Smn en
heterocigosis (Smn*", SMN2*"*, SMNA7**; Fig. 11). Las camadas obtenidas presentaron
tres genotipos (Tabla I1): animales controles, mutantes y heterocigotos. Estos Gltimos se

emplearon para el mantenimiento de la linea.

Para los experimentos se emplearon ratones controles y mutantes con una edad
comprendida entre los 9 y los 11 dias postnatales (P9-11). La identificacion de los mismos

se realiz6 mediante PCR (ver mas adelante).

A GAN RGN
@ \ / @ \
// \@’\ﬁiﬁ/ X // T \\37
- Ve
T~ N
Heterocigoto Heterocigoto Mantenimiento
- ! de la linea
= \j\ N \j\ "'77‘\""\‘\
/ G N / G \_\\ “ 7 A
) N J i J o
T~ X T~
\\\.‘-w.,,_ \\\.,‘_-».,,_ \\\Q:-».,,_
T N N
Mutante; 25% Control; 25% Heterocigoto; 50%

Experimento

Figura 11. Esquema de cruces y destino de los ratones en el modelo SMAA?7.
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Tabla I1. Genotipos y destino de los ratones del modelo SMAAT.

Nombre Gen Transgén Transgén Destino
Smn SMN2 SMNA7

Heterocigoto  +/- Mantenimiento de la
linea

Mutante -/- +/+ +/+ Experimento

Control +/+ +/+ +/+ Experimento

1.1.2. Modelo Taiwanés

El modelo de AME Taiwanés fue desarrollado por Hsieh-Li y colaboradores (Hsieh-L.i et
al., 2000) y fue adquirido directamente a los laboratorios Jackson (The Jackson
Laboratory, Ref.: #005058). Se caracteriza por presentar una mutacion en el exon siete
del gen Smn murino que hace inviable la traduccion de la proteina murina y contener el
transgén humano SMN2. Una caracteristica especialmente interesante del modelo es que
los animales nulos para el gen Smn muestran diferente severidad fenotipica. Los animales
hemicigotos para SMN2 presentan dos fenotipos (Fig. 10B). Severo, no superan los 2 g
de peso corporal, presentan una importante afectacion motora y sobreviven menos de 10
dias. Leve, con menor afectacion en peso, mejor funcion motora y con una supervivencia
méaxima menor a 15 dias (véase Resultados). Por otro lado, los homocigotos positivos
para SMN2, con cuatro copias del transgén, son viables y fértiles, aunque desarrollan

necrosis de la cola y las orejas.
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En la Figura 12 se muestra la sistematica de cruce y seleccion de animales
experimentales y de mantenimiento. Los animales de experimentacion se obtuvieron
mediante cruces de progenitores heterocigotos para Smn (Smn*, SMN2°°) con
homocigotos negativos para Smn y positivos para SMN2 (Smn”-, SMN2*/*), llamados sin
cola. Asi, se obtuvieron animales controles (Smn*", SMN2*°) y mutantes (Smn™,
SMN2*) (Tabla ).

Sacrificio
y y Het iqgot Sin Cola Otros
eterocigotos Co
CRUCE EXPERIMENTAL 5 66%’/ 6.66 % Genotipos;
— N —N DD 0 R 86,66 %
VA <N TGN e A Pty
oS J oY DN / 2
{”("‘w*"\ﬁg g ! ”“*v\i-s*"\%'" {T'/’_“‘f@""\gi- i g \{1 if:f/--\m—-— \é\: B
":531'::—_7,_:_;7_7_,\ ‘ S - ) e .
Heterocigoto Sin cola 4 ) )
|
- * ey - - ,\\'-\ - /i\\‘\‘.
<N NN X 1SN
e <& —> / I iﬁ) / - <l
g — .\§'t"?1:—:i —_— ‘\\:\_ﬁ \% I\< W \§
~ ~ T~ T~
Mutante; 50% Control; 50% Control Control

CRUCE MANTENIMIENTO

Experimento

Figura 12. Esquema de cruces y destino de los ratones en el modelo Taiwanés.

Para el mantenimiento de la linea, se realizaron cruces de animales controles
(Smn*", SMN2*"; Fig. 12). Asi se obtuvieron, entre otros (Tabla I11), hetrocigotos para
Smn (Smn*, SMN2°°), identificados mediante PCR de ambos genes, y homocigotos
negativos para Smn y positivos para SMN2 (Smn”, SMN2**), identificados

fenotipicamente por la necrosis de la cola y las orejas.
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Tabla III. Genotipos y destino de los ratones del modelo Taiwanés.

Crias del Cruce Experimental

Mutante Experimento

Control +/- +/0 Experimento y cruce de
mantenimiento

Crias del Cruce Mantenimiento

Sin cola Cruce experimental
Heterocigoto  +/- 0/0 Cruce experimental
++ ++ Sacrifico
+/- +/+ Sacrificio
Otros +/+ +/0 Sacrificio
genotipos  +/- +/0 Sacrificio
-/- +/0 Sacrificio
+/+ 0/0 Sacrificio
-/- 0/0 No nace

1.1.3. Modelo Taiwanés/SypHy

En una serie de experimentos se empled una variante del modelo Taiwanés, la linea
Taiwanes/SypHy. Este modelo se obtuvo mediante el cruce de la linea Taiwanés y la linea
SypHy, generada en nuestro laboratorio (Cano, 2014), que se caracteriza por expresar el
transgén SypHy. Este transgén codifica a la proteina sinaptofisina fusionada en su
dominio intravesicular a la fluorina, una GFP superecliptica dependiente de pH. Las
fluorinas fluorecen en ambientes con un pH > 6 (Fig. 13) y se apaga en ambientes de
mayor acidez (Sankaranarayanan et al., 2000). Esta propiedad permite realizar registros
dindmicos de la actividad exo-endocitica en la sinapsis (Tabares et al., 2007; Lopez-
Manzaneda et al., 2021).
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3. Reacidificacion y
recarga vesicular

i SypHy encendida (pH > 6) @ ACh ]} Intercambiador ACh-H"

l SypHy apagada (pH < 6) oH m Bomba de H'

I Sinaptofisina endégena

Figura 13. SypHy como indicador de la exo- endocitosis en tiempo real. El ambiente
acido propio del interior de las vesiculas sinapticas (=~ 4) impide que la pHIuorina
fluorezca, pero al producirse la exocitosis (1) el interior de la vesicula se expone al pH
del medio extracelular (= 7.4) y el flourdforo se enciende. Al endocitarse SypHy (2), la
nueva vesicula vuelve a acidificarse (3) y la fluorescencia se apaga. El encendido y
apagado de SypHy indican, por tanto, la exocitosis y la endocitosis, respectivamente, y
permite estudiar en tiempo real ambos procesos. No6tese que existe una pequefia cantidad
de SypHy en la membrana plasmatica, lo que permite, ademas, una mejor identificacion
al microscopio de los terminales en reposo. Syphy: Sinaptofisina-fluorina, ACh:
Acetilcolina, H*: Protones. Adaptada de Sankaranarayanan et al., 2000.

1.2. Genotipado de las lineas experimentales

El genotipado de los animales de experimentacion, asi como el de los animales de
mantenimiento de las lineas, se realizd mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de biopsias digitales o caudales. Las resecciones se emplearon
para la identificacion posterior de los animales, siguiendo el codigo indicado en la Figura
14,
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Figura 14. Cddigo de identificacion de los ratones. La biopsia de los dedos de los
miembros anteriores y el quinto dedo del pie derecho indican las unidades. El resto de
dedos indican las decenas. El extremo distal de la cola sirve de unidad nula. Como
ejemplo, un cddigo 66 vendria indicado por la exéresis del segundo dedo de la mano
izquierda (valor 6) y el mismo dedo del pie izquierdo (valor 60).

1.2.1. Protocolo de extraccion de ADN

Tras la reseccion del tejido, la muestra se centrifugd con una centrifuga de mesa
(Eppendorf, modelo 5424) a 14000 rpm durante un minuto a temperatura ambiente. A
continuacion, se le afiadié 50 pl de solucién de lisis alcalina (25 mM NaOH; 0,2 mM
EDTA) y se sometié a un choque térmico en un termobloque (Thermomixer Compact,
Ref. 05-400-200, Eppendorf™) a una frecuencia de mezcla de 1000 rpm y 65 °C durante
30 minutos seguidos de otros 18 minutos a 98 °C, lo que permitio la rotura y disgregacion
del tejido. EIl tubo conteniendo la muestra lisada se coloc6 en hielo durante un minuto
para evitar la evaporacion y se afiadio 50 pl de solucion tampdn (40 mM Tris-HCI, pH 4)
para neutralizar la alcalinidad. Finalmente, las muestras se centrifugaron de nuevo a
14000 rpm durante un minuto y se recolecté 50 pl de sobrenadante de cada tubo, rico en

material genético, conservandose a 4 °C.
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1.2.2. Técnica de PCR y electroforesis en gel

Los ADN de interés se detectaron mediante PCR mediante un termociclador (Heal Force
B960 Thermal Cycler) siguiendo los siguientes protocolos:

Linea SMAA7
En este modelo no es necesario el genotipado de los transgenes SMN2 y SMNA7 puesto
que ambos se encuentran en homocigosis, por lo que solo se realizaron estos como control

interno en ocasiones. EI gen murino Smn se genotip6 como se detalla a continuacion.

» Cebadores
Para la amplificacion del gen Smn se emplearon los cebadores NeoB (alelo mutante),

A2F (alelo silvestre) y A2R (ambos alelos) (véase Anexo I: datos técnicos de los

cebadores empleados).

» Composicién de la mezcla de reaccion:

15,1 ul de H20 desionizada y autoclavada

4 ul de MgCl; (25 mM)

2 ul de Tampdn 10X (Biotools; Ref.: 10043)

1 pl de cada cebador: A2R y NeoB (30 puM)

0,2 ul del cebador A2F (30 uM)

0,5 pl de mezcla de dNTPs (25 mM; Invitrogen)

0,2 pl de ADN polimerasa recombinante de Thermus sp, clonada en E.coli (Biotools;
Ref.; 10043)

2,5 Ul de sobrenadante rico en ADN

» Protocolo de termociclado:
1. 95°C — 4 minutos
95°C — 90 segundos
63°C — 90 segundos | 35 ciclos
72°C — 90 segundos
72°C — 4 minutos
4°C

ISR S A
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Una vez finalizada la PCR, se revel6 el resultado de la amplificacion del ADN
mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2% (m/v). Para detectar el ADN
amplificado, se afiadio al gel RedSafe™, un intercalante fluorescente de ADN (Ref.
21141, Labotag), a una concentracion del 0,005%. Finalmente, se realiz6 la electroforesis
de las muestras durante 25 minutos a un voltaje constante de 90 V. En la Figura 15A se

muestra un ejemplo del patron de bandas para cada genotipo.

A Smn C SMN2

500 pb 1100 pb

Figura 15. Revelado de los genotipos mediante electroforesis. A y B. Ejemplos de
muestras Smn (+/-), (+/+) y (-/-) en los modelos SMAA7 (A) y Taiwanés (B). El tamafio
de las bandas se muestra en los margenes. C y D. Ejemplos de lecturas de los transgenes
SMN2 (C) y SypHy (D).
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Linea Taiwanesa

En este modelo no es necesario el genotipado del transgen SMN2 en las camadas
experimentales ya que, debido al disefio del cruce, todas las crias son hemicigotas. En
cambio, si se realizo en las camadas de los cruces de mantenimiento. EI gen murino Smn

se genotipé como se detalla a continuacion.

> Cebadores:

Para la amplificacion del gen Smn se emplearon los cebadores TGC (alelo mutante), GCG
(alelo silvestre) y AGC (ambos alelos) (véase Anexo I: datos técnicos de los cebadores

empleados).

» Composicion de la mezcla de reaccion:

10,8 pl de H20 desionizada y autoclavada

4 ul de MgCl; (25 mM)

2,5 pl de Tampoén 10X (Biotools; 10043)

2 ul de cada cebador (10 uM)

0,5 pl de mezcla de dNTPs (25 mM; Invitrogen)

0,2 pl de ADN polimerasa recombinante de Thermus sp., clonada en E.coli (Biotools;
10043)

1 pl de sobrenadante rico en ADN

» Protocolo de termociclado:
1. 95°C — 4 minutos
94°C — 30 segundos
59°C — 30 segundos | 35 ciclos
72°C — 60 segundos
72°C — 2 minutos
4°C

ook wh

El revelado de la PCR se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa del 3%
(m/v). La electroforesis de las muestras se llevé a cabo durante 20 minutos a un voltaje
constante de 90 V. En la Figura 15 se muestra un ejemplo del patrén de bandas resultantes

para una muestra de animales de cada genotipo (Fig.15B)
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Adicionalmente, para la identificacion de heterocigotos en el mantenimiento de la
linea se genotipo el transgén SMN2. Para la realizacion de este genotipado se siguid el

siguiente protocolo.

> Cebadores:

Para la amplificacion del transgén SMN2 se emplearon los cebadores directo R3499 y
reverso R3500. Con estos cebadores es posible detectar la presencia de transgén, pero no
discriminar entre hemicigosis y homocigosis (Fig. 15C).

» Composicion de la mezcla de reaccion:

14,8 pl de H20 desionizada y autoclavada

2 pl de MgClz (25 mM)

2,5 pl de Tampoén 10X (Biotools; 10043)

2 ul de cada cebador (100 puM)

0,5 pl de mezcla de dNTPs (25 mM; Invitrogen)

0,2 pl de ADN polimerasa recombinante de Thermus sp., clonada en E.coli (Biotools;
10043)

1 pl de sobrenadante rico en ADN

» Protocolo de termociclado:
1. 94°C — 3 minutos
94°C — 30 segundos
65°C — 60 segundos | 35 ciclos
72°C — 60 segundos
72°C — 2 minutos
4°C

ook wn

El revelado de la PCR se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa del 1
% (m/v). La electroforesis de las muestras se llevo a cabo durante 20 minutos a un voltaje
constante de 90 V. En la Figura 15C se muestra un ejemplo del patron de bandas

resultantes para una muestra de animales con y sin transgen.
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Linea Taiwanés-SypHy
En este modelo se siguid el mismo protocolo de genotipado del gen Smn que en la linea

Taiwanesa. El transgén SypHy se genotipd como se detalla a continuacion.

> Cebadores:

Para la amplificacion del transgen SypHy se emplearon los cebadores directo, TSyphy F,
y reverso, TSyphy R, (véase Anexo I: datos técnicos de los cebadores empleados). Con
estos cebadores es posible detectar la presencia de transgén, pero no discrimina entre
hemicigosis y homocigosis (Fig. 15D).

» Composicién de la mezcla de reaccion:

17,8 ul de H20 desionizada y autoclavada

2 pl de MgCl; (25 mM)

2,5 ul de Tampdn 10X (Biotools; 10043)

0,5 ul de cada uno de los cebadores (10 uM)
0,5 pul de mezcla de dNTPs (25 mM; Invitrogen)

0,2 pl de ADN polimerasa recombinante de Thermus sp., clonada en E.coli (Biotools;
10043)

1 pl de sobrenadante rico en ADN

» Protocolo de termociclado:
1. 95°C — 5 minutos
95°C — 30 segundos
62°C — 30 segundos | 29 ciclos
72°C — 30 segundos
72°C — 5 minutos
4°C

o gk wh

El revelado de la PCR se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa del 3%
(m/v). La electroforesis de las muestras se llevd a cabo durante 20 minutos a un voltaje
constante de 90 V. En la Figura 15D se muestra un ejemplo del patron de bandas
resultantes para una muestra de cada genotipo.
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1.3. Fenotipado

Se estudiaron distintos pardmetros fenotipicos de los ratones controles y mutantes,
siguiendo las recomendaciones y protocolos de TreatNMD (https://treat-nmd.org/treat-

nmd-diseases/spinal-muscular-atrophy/) con ligeras modificaciones. Desde el primer o
segundo dia postnatal (P1-2), se realizdé una medicion diaria entre las 10:00-13:00 h del
peso corporal, la supervivencia y el reflejo de enderezamiento o “righting reflex”, tanto

de ratones controles como de mutantes.

El test de enderezamiento es una prueba simple y rapida para evaluar las
capacidades motoras en ratones. Se afecta por la debilidad en los musculos de las
extremidades, los musculos del tronco y / o el mal estado general. En nuestro laboratorio
medimos el tiempo que tardan los ratones en volverse sobre sus cuatro patas después de
haber sido colocados en decubito supino. La prueba se realiz6 por triplicado, con
intervalos de 5 minutos de descanso para evitar la aparicién de fatiga muscular. La
duracion méxima de cada medicion fue de 30 segundos para evitar el sufrimiento
innecesario del animal. Los tiempos obtenidos se promediaron. En general, los test no se

prolongaron mas alla del dia postnatal 15 (P15).
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2. Preparaciones neuromusculares y espinales

2.1. Materiales y soluciones de extraccion y registro

Para las disecciones se emple6 un microscopio estereoscdpico (Nikon SMZ1500) (Fig.
16B) y el siguiente material quirurgico (Fine Science Tools; Fig. 16A):

o Dos pinzas Dumont N° 3 (Ref. 11231-30)
o Dos pinzas Dumont N° 55 (Ref. 11255-20)
o Una pinza Dumont N° 5SF (Ref. 11252-00)
o Tijeras (Ref. 14060-11)

o Microtijeras (Ref. 15019-10)

Durante la diseccion y extraccion, las preparaciones se mantuvieron en todo
momento bafiadas por solucion fisioldgica extracelular (SFE) estandar (Tabla IV) con una
osmolaridad comprendida entre 290-310 mOs/Kg. La solucion estuvo constantemente
gaseada con carbdgeno (5% CO», 95% O) para mantener el pH en torno a valores
fisioldgicos (~7,35). En ciertos tipos de experimentos, la composicion de la SFE se vario

como se muestra en la Tabla V.

Figura 16. Material empleado en las disecciones neuromusculares. A. Instrumental de
diseccion (de izquierda a derecha): pinzas N° 3, pinzas N° 55, pinzas N° 5SF, tijera 'y
microtijera. B. Microscopio estereoscapico.
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m Tabla IV. Composicidn y uso de las soluciones fisiologicas empleadas. Las concentraciones de lo compuestos se encuentran en mM.
o
5
= E [NaCl] | [NaHCOs] | [kcll | [Mgcl] | [cacl] | [Na:HPOL] Técnica
g
8 Inmunohistoquimica
(5]
s FISH
SFE estandar 135 12 5 1 2 0,330 Inmunotransferencia

Electrofisiologia

Imagen dinamica

Inmunohistoquimica

SFE sin calcio afiadido 135 12 5 1 0 0,330 FISH
Imagen dinamica
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2.2. Musculo elevador largo de la oreja

El musculo elevador largo de la oreja (Levator auris longus, LAL) es un musculo plano
formado por fibras esqueléticas de tipo rapido. Es un muasculo bilateral situado en la parte
posterior del cuello, siendo el mas externo de los masculos del cuello, insertdndose
medialmente a nivel de la linea media cervical y, lateralmente, a nivel de la base de cada
pabellon auricular en su borde medial y medio-caudal. Esta inervado por la rama auricular
posterior del nervio facial (\VII), la cual inicia su recorrido en el mdsculo por su borde
caudal. Interviene fundamentalmente en la movilidad auricular, permitiendo la elevacién
de la oreja. Se divide morfolégicamente en dos regiones, una rostral y otra caudal. La
afectacion del masculo en el modelo murino de la AME varia, siendo mas resistente la

region rostral y mas vulnerable la region caudal (Ling et al., 2012).

Para la diseccion del masculo, el ratdn se sacrifico mediante exposicion a COz en
una cdmara cerrada tras lo cual se desangré mediante seccidn carotidea y masaje cardiaco.
Posteriormente, se inmovilizo en decubito ventral y se afeitd el cuello, desde el craneo
hasta el torax. La diseccion comenz6 con una seccion transversal a nivel del cuello, lo
mas cercano al térax posible para evitar dafiar la insercién de los misculos craneales. Una
vez contactada la columna vertebral se ampli6 el corte a ambos lados, para aislar la
musculatura craneal del térax, y se separ6 del hueso la musculatura del cuello y craneo
avanzando en sentido rostral. Finalmente, se secciond lateralmente a cada pabellén
auricular y transversalmente a la altura de la linea interocular, extrayéndose el bloque de

musculos, junto con la piel.

El tejido extraido se coloco en una placa de Petri con la base cubierta de
elastomero de silicona (Sylgar), de forma que la piel quedase en la base de la placa, se
fij6 mediante alfileres de 0,2 mm de didmetro, se afiadi6 solucion fisioldgica extracelular
y se procedi6 a la diseccion por planos del musculo con ayuda del microscopio

estereoscopico.

Tras la retirada cuidadosa de la piel, respetando las regiones préximas a los
pabellones auriculares, qued6 un bloque central opaco donde se encuentra la linea media
y las inserciones mediales de los muasculos de ambos lados (Fig. 17; 1), dos masas
laterales opacas que contienen la piel de los pabellones auriculares y las inserciones
laterales de los musculos (Fig. 17; 2), y los musculos, translicidos, entre los que se
encuentra el LAL derecho e izquierdo (Fig. 17; 3).
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Figura 17. Diseccidon bilateral del musculo LAL. A. Esquema del protocolo de
diseccion del LAL vy los distintos pasos a seguir en la diseccion por planos. B. Vision de
ambos LAL mediante microscopia estereoscopica. Se ha retirado la piel y la musculatura
profunda para su correcta identificacion y visualizacion. La preparacién cuenta con una
masa central (1) que corresponde a las inserciones mediales de la musculatura posterior
del cuello, dos masas laterales (2), que corresponde con piel y parte del cartilago auricular,
y ambos musculos LAL (3). Notense las regiones rostral (a) y caudal (b), asi como la
Ilegada del nervio facial al musculo (c).

Los distintos musculos en la region 3 se pudieron identificar por la direccién de
sus fibras, la situacion de sus inserciones y el plano en el que se situaban. Posteriormente,
se pasO a diseccionar Yy retirar sucesivamente los mdsculos interescutular
(Interscutularis), abductor largo de la oreja (Abductor auris longus) y auricular superior
(Auricularis superior). Una vez aislado el LAL, se limpié bien de tejido conectivo y de

tejido adiposo, teniendo especial precaucion con no dafar el nervio.

2.3. Musculo transverso del abdomen

El musculo transverso del abdomen (Transversus abdominis; TVA) es un masculo
bilateral plano compuesto mayoritariamente por fibras esqueléticas de tipo lento y que
estd especialmente afectado en la AME. Esté situado en el plano mas profundo de la
region ventral de la pared abdominal, insertandose lateralmente en el borde inferior de la

parrilla costal y medialmente en la linea alba. Esta inervado por los nervios intercostales
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procedentes de T7-T11, asi como por los nervios iliohipogéastrico e ilioinguinal
(procedentes de L1), situandose los terminales nerviosos en el tercio muscular méas

cercano al reborde costal.

Para la diseccion del muasculo, el raton se sacrificO mediante decapitacion y se
desangré mediante masaje cardiaco. Posteriormente, se inmovilizé en decubito dorsal y
se retird la piel abdominal. Se disecciono toda la musculatura abdominal, retirando las
visceras abdominales y el diafragma, asi como la caja toracica, mediante corte de las
costillas en direccion paravertebral. EI bloque de caja toracica y musculatura abdominal
se colocd en una placa de Petri con Sylgar (Fig. 18), se afiadié solucion fisioldgica

extracelular y se fijo mediante alfileres de 0,2 mm.

La diseccion por planos se realizé con ayuda de un microscopio estereoscopico.
Esta se inicid con un corte en la musculatura superficial de la parrilla costal a la altura del
tercio medio del esterndn, tras lo cual se prolongé el corte oblicuamente hasta el reborde
caudal de la parrilla costal. Una vez hecho esto, se continu6 el corte en direccién paralela
a los nervios intercostales hasta alcanzar la arteria hipogastrica. Finalmente, se termino
de retirar el plano muscular superficial con un corte paralelo a la linea alba hasta el punto

donde se realizé la incisién inicial.

Asi, se dejo al descubierto una superficie triangular en la que se encuentra el TVA
(Fig. 18). Caudalmente encontramos el musculo oblicuo interno del abdomen (OIA), que
se puede diferenciar del TVA por las trayectorias de las fibras musculares (transversales
y craneocaudales que se entrecruzan y transversales paralelas, respectivamente).

Finalmente se limpio el musculo de tejido conectivo y adiposo.

Para la realizacién de registros electrofisiolégicos y de imagen dindmica en el
TVA, tras la diseccion y limpieza del tejido, se identifico, aislo y limpié la rama
intercostal que lo inerva. Finalmente, el masculo se inmovilizo en una cdmara de registro
de metacrilato con un volumen de 3 ml, con base de Sylgar y un sistema intercambiador

de solucion.
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Figura 18. Diseccion del musculo TVA. Vision del TVA izquierdo (area sefialada) a
través del microscopio estereoscopico. Se ha retirado la piel y la musculatura superficial
su correcta identificacion visualizacion. Notese el nervio intercostal que inerva la mayoria
de las fibras del musculo (*).

2.4. Médula espinal

Para la diseccion de médula espinal, los ratones se sacrificaron mediante decapitacion y
se desangraron mediante masaje cardiaco. Posteriormente, se inmovilizaron en decubito
dorsal y se retird la piel abdominal. Se retir6 toda la musculatura abdominal, visceras y
diafragma, asi como la caja tordcica, mediante corte de las costillas en direccion
paravertebral. En la columna vertebral se realizaron dos cortes paralelos a ambos lados
del cuerpo vertebral y se prolongaron caudalmente hasta la region lumbar, concretamente
hasta la zona de insercion del psoas. Asi, se pudo retirar la cara ventral de la columna
vertebral dejando a la vista el canal medular y la medula espinal. En funcion del
experimento a realizar, se siguieron dos procedimientos de extraccion de médula.

Por un lado, para la obtencion de muestras para inmunotransferencia, se secciond
la medula a nivel de los segmentos intervertebrales C7-T1 y L2-L3 y se extrajo
cuidadosamente la medula toracico-lumbar. La muestra se transfiri6 a una placa de Petri
con Sylgar, se afiadié solucién fisiologica extracelular y se fijo mediante alfileres de 0,2

mm a nivel del extremo rostral. Posteriormente, se eliminaron cuidadosamente las
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meninges, las raices dorsales y la porcion rostral que habia sido fijada con pines.
Finalmente, las muestras fueron sometidas a un proceso de extraccion de proteinas (ver

mas adelante, Inmunotransferencia)

Por otro lado, para la obtencion de tejido para inmunohistoquimica, se realizaron
cortes transversales a nivel de los segmentos intervertebrales T13-L1 y L2-L3 y se
extrajeron los segmentos L1-L2 de medula espinal. Una vez extraida, se inicié la fijacion

del tejido (ver mas adelante, Inmunohistoquimica).
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3. Inmunohistoquimica

3.1. Preparaciones neuromusculares

Mediante inmunofluorescencia se estudié la expresion y distribucion de las proteinas
citoesqueléticas, SMN y proteinas relacionadas con el proceso de traduccion local en los
axones y terminales sindpticos motores presentes en los musculos TVA y LAL. El

protocolo de marcaje inmunohistoquimico (IHQ) fue el siguiente:

1. Tras la diseccion del musculo, la preparacion se mantuvo durante 30 minutos en
solucidn fisiolégica extracelular con carbdgeno (95% O2: 5% CO2). A continuacion, se
cambio la solucidon por solucién fisioldgica sin calcio afiadido, para evitar la exocitosis

por parte del tejido nervioso, y se mantuvo en ésta 10 minutos.

2. Fijacién por inmersion durante 90 minutos con paraformaldehido (PFA) al 4%
preparado en PBS, manteniéndose a 4 °C. Después, se lavo el tejido 3 veces con PBS y

se conservo en esta solucién a 4 °C hasta el dia siguiente.

3. Los musculos fueron colocados en una placa multipocillos y se incubaron en PBS con
glicina 0,1 M durante 30 minutos. La glicina se une a los grupos aldehidos generados por
la fijacién con PFA, evitando asi la aparicion de autofluorescencia por las interacciones

alhdehido-proteina.

4. Permeabilizacion de las preparaciones mediante lavados seriados con Triton X-100 en
PBS (PBS-T) al 1% (v/v), primero dos lavados de 5 minutos, luego otros dos de 10

minutos y, finalmente, otros dos de 30 minutos.

4. Bloqueo de los sitios de union inespecificos para los anticuerpos mediante incubacién
con BSA al 5% (m/v) en PBS-T al 1%.

5. Incubacion con los anticuerpos primarios (Tabla V) diluidos en una disolucion de BSA
al 2,5% en PBS-T al 1%. Se mantuvo incubando durante 30 minutos a temperatura

ambiente y, posteriormente, durante toda la noche a 4°C.

6. Tras 30 minutos a temperatura ambiente, la preparacion se lavé con PBS-T al 0,05%,

realizando primero tres lavados rapidos y después cinco lavados de 10 minutos.

76



Materiales y Métodos

7. Incubacion con el el anticuerpo secundario (Tabla VI) diluido en una disolucién de
BSA al 5% en PBS-T al 0,05% durante una hora a temperatura ambiente. Ademas, se
afiadieron 0,5 pl/ml de bungarotoxina-rodamina (BTX-rho; Sigma-Aldrich, Ref. T0195)
que se une a los receptores nicotinicos de acetilcolina y, por tanto, marca la placa
postsindptica. A partir de este momento, las preparaciones se cubrieron con papel de
aluminio para protegerlas de la exposicion directa a la luz.

8. Lavados con PBS-T al 0,05%, primero durante 30 minutos y después se realizaron 6

de 10 minutos cada uno.

9. Finalmente, en una habitacién oscura o con poca luz, el masculo se montd en un
portaobjetos con ayuda de un microscopio estereoscépico. Se afiadieron unos 10-15 pl de
medio de montaje Slowfade (Invitrogen; Ref. S36936), se cubrié el misculo con un
portaobjeto y se sellaron los bordes con laca de ufias. Todas las preparaciones se

conservaron en cajas opacas a 4 °C.

3.2. Médula espinal

El proceso de fijacion, procesamiento y tincion inmunohistoquimica de los segmentos
lumbares (L1-L2) de las médulas espinales se llevo a cabo siguiendo el protocolo que se

detalla a continuacion.

3.2.1. Criopreservacion, criogenizacion y procesamiento de las

muestras
Inmediatamente después de extraccidén de la regién lumbar de la médula espinal, se
procedio a su fijacion por inmersion en PFA al 4% preparado en PBS, manteniéndose a
4 °C durante 4-6 h. Después, se lavo el tejido 3 veces con PBS y se dej6 en esta solucion
a 4 °C. Entre las 24-48 h posteriores, las médulas se incubaron en PBS con sacarosa al
30% (m/v) a4 °C durante 48-72 h para criopreservar el tejido. Posteriormente, las médulas
fueron criogenizadas en Tissue-Tek® OCT™ (Ref. 4583, Sakura Finetek) mediante
inmersion en isopentano ultrafrio por contacto con N2 liquido. Los bloques resultantes se
conservaron a —80 °C hasta su procesado posterior en el criostato (Modelo HM 525,
Microm International). Se realizaron cortes transversales secuenciales de 20 um de
espesor en los segmentos L1-L2 y se transfirieron series de 10 cortes a 10 portas. Los

portaobjetos se conservaron a —80 °C hasta su tratamiento IHQ.
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3.2.2. Tratamiento inmunohistoquimico

Para el marcaje IHQ de las proteinas de interés, todos los pasos se realizaron en una
camara humeda. Tras el marcaje, las preparaciones se conservaron a 4 °C. El protocolo

empleado fue el siguiente:

1. Permeabilizacion de los cortes mediante incubacién con PBST al 0,5%. Se realizaron
3 incubaciones de 10 minutos cada una. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10

minutos con PBS.

2. Bloqueo de los sitios de union inespecificos mediante incubacion con PBST 0.5% BSA
5% durante 1h a temperatura ambiente.

3. Incubacién durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario (Tabla V) diluido

en solucion de bloqueo
4. Realizacion de 3 lavados de 10 minutos con PBS.

5. Incubacion durante 2 h en oscuridad y a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario diluido (1:500) en PBST 0,05% y BSA 2,5%. Posteriormente, se realizaron 3

lavados de 10 minutos con PBS.

6. Finalmente, se realiz6 un lavado rapido de los cortes con agua destilada, se dejo secar,

se afiadio medio de montaje y se cubrieron y sellaron las preparaciones.
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Tabla V. Anticuerpos primarios empleados.

Anticuerpo
primario

Anti-SMN
Anti-NF-M
Anti-MAP1B

Anti-HuD

Anti-ChAT

Anti-Gemina2

Anti-Gemina3

Anti-Cpg15

Anti-vGLUT2
Anti-Tau

Anti-DIG

Conejo

Ratén

Cabra

Raton

Cabra

Cabra

Raton

Cabra

Conejo
Conejo

Raton

Policlonal IgG

Monoclonal
IgG2a

Policlonal IgG

Monoclonal
IgG2a

Policlonal

Policlonal IgG

Monoclonal
IgG1

Policlonal IgG

Policlonal

Policlonal

Monoclonal
IgG1

Epitopo /

Inmunogeno

aa 1-195 SMN
humano

No especificado

Extremo N-terminal

humano

aa 1-300 HuD
humano

No especificado

Extremo C-terminal

humano

aa 368-548 Gemina3

humana

Extremo N-terminal

humano

aa 566-582 VGLUT2

rata

No especificado

No especificado

Técnica

IHQ/WB

IHQ

IHQ

IHQ

IHQ

IHQ

IHQ

IHQ

IHQ
FISH

FISH

Concentracion

empleada

1:200

1:250
1:500
1:250

1:250

1:50 - 1:500

1:50 - 1:500

1:50 - 1:500

1:200
1:1000

1:500

Santa Cruz
Biotechnologies

Santa Cruz
Biotechnologies

Santa Cruz
Biotechnologies

Santa Cruz
Biotechnologies

Millipore

Santa Cruz
Biotechnologies

Santa Cruz
Biotechnologies

Santa Cruz
Biotechnologies

Synaptic Systems
Sigma

Abcam

Casa comercial | Referencia

Sc-15320

Sc-51683

Sc-8970

Sc-28299

AB144P

Sc-7801

sc-57007

Sc-6870

135403
T6402

ab420
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Tabla VI. Anticuerpos secundarios empleados.

>:ﬂ_n:m€.o Epitopo Técnica Concentracion Casa comercial| Referencia
Secundario empleada

Anti-cabra

Materiales y Métodos

Alexa-Eldior 647 Burro IgG No especificado IHQ 1:500 Invitrogen A21447
Anti-cabra Burro Ig6  Noespecificado  IHQ 1:500 Invitrogen A11055
Alexa-Fluor 488 9 P . g
Anti-conejo . ; -
CE 633 Burro IgG No especificado IHQ 1:500 Biotium 20125
Anti-conejo . ) .
Alexa-Eldior 594 Burro IgG No especificado IHQ 1:500 Invitrogen A21207
Anti-raton . ; o
CF 488A Burro IgG No especificado IHQ 1:500 Biotium 20014
Antiraton Cabra  IgG1 (H+L) No especificado IHQ/FISH 1:500 Thermo Fischer  A21121

Alexa-Fluor 488
Anti-conejo Cy3 Burro IgG (H+L) No especificado FISH 1:500 Jackson 711-166-152
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4. Inmunotransferencia de proteinas

4.1. Dispositivo experimental

Los elementos del dispositivo experimental empleados en los experimentos de

inmunotransferencia fueron:

YV V V V V V V V VY

Homogeinizador (VWR, Pellet Mixer, Ref. 431-0100)
Sonicador de bafio (Kerry Ultrasonics)
Centrifugador (Eppendorf, modelo 5810 R)
Espectrofotdmetro (Eppendorf, BioPhotometer plus)
Moldes y peines para geles de acrilamida (Biorad; Fig. 19A)
Cubeta de electroforesis (Biorad; Fig. 19B)
Adaptador para electroforesis vertical (Biorad; Fig. 19B)
Adaptador para transferencia proteica (Biorad; Fig. 19B)
Cartuchos de transferencia (Biorad; Fig. 19C)

= Sandwich

= Esponjas

= Papel de filtro
Fuente de alimentacion (Biorad, PowerPac basic power supply; Fig.
19D).
Revelador (Millipore, Luminata Forte Western HRP substrate, Ref.
WBLUF0100)
Sistema de deteccion y adquisicion de imagenes ChemiDog MP+
(Biorad)

4.2. Procedimiento experimental

En el presente trabajo se han realizado inmunotransferencias de médula espinal toracica

en controles, mutantes y ratones silvestres a distintas edades.

81



Materiales y Métodos

4.2.1. Extraccion de proteinas

Una vez extraida la médula y eliminadas las meninges, se transfirié a un tubo eppendorf
de 1’5 ml con 100 pl de tampodn de extraccion RIPA (Tris 50 mM pH 7-8, NaCl 150 mM,
SDS 0,1% (m/v), desoxicolato de sodio 0,5% (m/v), tritdbn X-100 1% (v/v), mezcla de
inhibidores de proteasas (Roche) 1X) y se disgregd y homogeneizé mecanicamente y en
hielo. Posteriormente, la muestra se mantuvo a 4 °C durante 20’ para permitir la
disgregacion quimica de la misma. Tras ello, la muestra se sonicd por inmersion para
romper las membranas y se centrifugd durante 20° a 10 °C y 11000 rpm con frenado de
nivel 4. Finalmente, se recogié el sobrenadante y se cuantifico la concentracion de

proteinas por el método Bradford.

Figura 19. Instrumental empleado en la electroforesis en gel e inmunotransferencia.
A. Sistema para la fabricacion de geles. Consta de un soporte (1), dos placas de cristal
que actuan como molde (2) y un adaptador con peines para fijar el molde de cristal y
preparar los pocillos (3). B. Sistema de electroforesis que consta de un adaptador
horizontal para membranas (1), una cubeta de electroforesis (2) y un adaptador vertical
para geles (3). C. Elementos del cartucho de transferencia. Son necesarios un aplanador
para eliminar burbujas entre la membrana y el gel (1), un sandwich para aproximar la
membrana y el gel (2) y esponjas (3). D. Fuente de alimentacion.
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4.2.2. Electroforesis y transferencia de proteinas

Para la deteccion de las proteinas de interés, las muestras fueron sometidas a una
electroforesis en gel de acrilamida al 10%. Previo a la electroforesis, a las muestras se les
afiadié un tercio de su volumen de tampdn de carga 4X (glicerol 50%, Tris-HCI 125 mM
pH 6,8, SDS 4%, Azul bromofenol 0,8%, B-mercaptoetanol 5%) y se incubaron a 98 °C

durante 4 minutos.

Finalmente, se cargaron los pocillos del gel con volimenes idénticos y se sometio
al gel a electroforesis en dos etapas: una primera etapa a 90 V durante 15 minutos y una

segunda etapa a 130 V durante 30 minutos.

Para la transferencia de proteinas, las membranas de transferencia se recortaron a
un tamano similar al del cartucho de transferencia y se activaron mediante el siguiente

protocolo:

1. 60 segundos de incubacion en metanol.
2. Lavado de 5 minutos en agua desionizada.

3. 30 minutos de incubacién en solucién tamponadora de transferencia.

Una vez activadas, se montaron en los cartuchos de transferencia, sumergidos en
solucion tamponadora de transferencia, la membrana y el gel y se introdujeron en la
cubeta de transferencia junto con un bloque de hielo. Finalmente se realizé la

transferencia proteica aplicando una corriente fija de 240 mA durante 90 minutos.

4.2.3. Inmunomarcaje y revelado

A las membranas con proteinas se le aplicé un protocolo de inmunomarcaje consistente

en.

1. Bloqueo de sitios de union inespecificos mediante incubacion de la membran en TBS
con Tween al 1% (v/v; TBS-T 1%) y BSA al 3% (m/v). La incubacion se prolong6 durante

una hora a temperatura ambiente.

2. Incubacion de la membrana durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario

diluido en solucién de blogueo.
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3. Realizacién de 3 lavados de 10 minutos con TBS-T 1%. Posteriormente, las membranas
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario

asociado a HRP, diluido en solucion de blogueo a una concentracién final de 1:3000.

4. Realizacion de 3 lavados de 10 minutos con TBS-T 1%. Posteriormente, las membranas

se incubaron durante 5 minutos con el reactivo de revelado.

Las membranas se revelaron mediante sistema de deteccion ChemiDog XRS con
el software Quantity One® (Biorad). Las imagenes se tomaron mediante adquisicion

continua con los siguientes parametros de exposicion y adquisicion:

o Exposicion total: 300 segundos
o Inicio de exposicion: 10 segundos

o N°de exposiciones: 30 imagenes

De las secuencias de imégenes obtenidas de esta forma, se seleccionaron aquellas

correspondientes a la mayor intensidad y sin saturacion ni artefactos.
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5. Hibridacion in situ

La técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH) se llevo a cabo en preparaciones
neuromusculares del musculo TVA procedente de ratones silvestres a P®6.
Simultaneamente, se llevo a cabo marcaje inmunohistoquimico complementario para
identificar los axones y las uniones neuromusculares. La técnica FISH empleada en este
trabajo consiste en la hibridacion del ARN de interés con una sonda de oligonucle6tidos
especifica de tipo LNA (&cido nucleico bloqueado), conjugada con el péptido
digoxigenina (DIG) (Fig. 20). Una vez realizada la hibridacion, el proceso seguido fue el
de una inmunohistoquimica tradicional, siendo la proteina objetivo el péptido DIG. El

protocolo empleado se expone a continuacion.

2. Desenmascaramiento del ARNm:

- ; 3. Hibridacion
i digestion con Proteinasa K
1. Estado nativo in situ
I N ,
\/RBP) — L% —_—
. @
6. Adquisicion de imagenes . l
g g 5. Inmunodeteccion-2
Ls‘.h F ® 4. Inmunodeteccion-1
— < & —
_
— l VS
Levenda3 ARNmM Sonda de oligonucledtidos  Anticuerpo Anticuerpo
conjugada con DIG primario Anti-DIG ~ Secundario I °tones

Figura 20. Esquema simplificado de la técnica FISH de tipo LNA. EI ARNm en su
estado nativo no es reconocible por la sonda debido a su asociacion con una RBP (1). Por
ello, debe tratarse el tejido con una proteinasa que desenmascare el transcrito (2). Asi, el
ARNmM puede ser reconocido por la sonda (3) y puede iniciarse un protocolo de
identificacion de la sonda por IHQ o ICQ contra el péptido DIG (4-6).

1. Tras la diseccion de la preparacion neuromuscular, ésta se mantuvo durante 30 minutos
en solucion fisioldgica extracelular con carbdgeno (95% O2: 5% CO»). A continuacion,
se cambio la solucién por solucion fisioldgica externa sin calcio afiadido durante 10

minutos.
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2. El tejido se fijo por inmersion durante 90 minutos en solucidn fijadora periodato-lisina-
paraformaldéhido (PLP; tampdn de fosfato 50 mM pH 7,4, NalO4 10 mM, lisina 75 mM,
PFA 4%), manteniéndose a 4 °C. Debido a la potencial degradacion del ARN presente en
las preparaciones por accion de ARNasas exdgenas, a partir de este momento todo el
material empleado fue tratado con solucion descontaminante RNase Away® (Ref. 83913,
Sigma Aldrich), o bien habian sido tratado por el fabricante para eliminar dichas enzimas,
y las manipulaciones de los reactivos y preparaciones se realizaron en ambientes libres
de ARNasa (cabina de flujo laminar, incubadora exclusiva para experimentos de ARN,
etc.). Después, se lavo el tejido 3 veces con PBS y se permeabilizé con PBS-T al 1%

durante 90 minutos a temperatura ambiente.

3. Dado que los ARNm estan enmascarados por proteinas de union a ARNm, fue
necesario realizar una digestion del tejido con proteasas para hacer accesibles los ARNm
dianas. Por ello, para la deteccion de transcritos en las uniones neuromusculares, las
preparaciones se incubaron con proteinasa K en PBST a una dilucién final de 2 mg / ml

durante 15 minutos a 37 °C.

4. Nueva fijacion con PLP durante 20 minutos a temperatura ambiente y lavado con PBST

al 0,1% durante 20 min.

5. Prehibridacion para evitar uniones inespecificas de la sonda de ARN. Para ello, la
preparacion se incubd durante 3 horas en tampén de hibridacion HM (formamida 50%,
tampon salino SSC de citrato de sodio 5X, triton-X 0,1%, acido citrico 9,2 mM, heparina
50 ug/ml, ARNt de E.coli 500 pg/ml) a la temperatura de hibridacion (40 °C).

6. Incubacion con la sonda contra 3'-UTR del transcrito de f-actina (Exigon), diluida en

HM a una concentracién final de 40 nM, durante la noche a 40 °C.

7. Los musculos se transfirieron a una solucion de SSC 2X con Triton-X 100 (SSCT) al
0.1% (v/v) mediante cuatro incubaciones sucesivas en HM / SSCT 2X (75% / 25%; 50%
/ 50%; 25% / 75%; 0% / 100%) de 15 minutos cada una y luego se lavaron con SSCT
0,2X durante 1 hora.
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8. El mismo proceso se siguié para transferir a PBST 0.1%, con cuatro incubaciones
graduadas sucesivas en SSCT 0,2X / PBST 0.1% (75% / 25%; 50% / 50%; 25% / 75%;
0% / 100%) de 15 minutos cada una.

Posteriormente, se realizé un marcaje inmunohistoquimico contra la proteina tau
y el péptido DIG usando el protocolo estdndar descrito anteriormente con modificaciones

menores.

9. Bloqueo de los sitios de union inespecificos mediante incubacién en PBS-T al 0,1%
con suero de cabra al 10% (v/v) y BSA al 5% (v/v) durante 3 horas a temperatura

ambiente.

10. Incubacion con los anticuerpos primarios, diluidos en solucion de blogueo, durante
30 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, toda la noche a 4°C.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBST al 0,1% de 10 minutos cada uno a

temperatura ambiente.

11. Incubacion con los anticuerpos secundarios, diluidos en solucién de bloqueo con BSA
al 2,5% (v/v) durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron tres

lavados con PBST al 0,1% de 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.

12. Finalmente, en una habitacion oscura o con poca luz, el misculo se mont6 en un
portaobjetos con ayuda de un microscopio estereoscopico. Se afiadieron unos 10-15 ul de
medio de montaje Aqua Poly / Mount (Polysciences, Ref. 18 606) para cubrir el musculo
y se sell6 la preparacion con un cubreobjetos. Todas las preparaciones se conservaron en

cajas opacas a 4 °C.
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6. Registros Electrofisiologicos

Los experimentos de registro intracelular mediante microelectrodos de vidrio se
realizaron en el musculo TVA de ratones controles y mutantes Taiwaneses con edades
comprendidas entre los 7-11 dias postnatales. Todos los registros se llevaron a cabo a
temperatura ambiente (22-25 °C).

6.1. Dispositivo experimental

Los registros electrofisioldgicos se llevaron a cabo los siguientes elementos:

= Microscopio de transmision directa (Olympus, modelo BX50WI; Fig. 21A, 1)

= Cémarita de registro

= Sistema de intercambio de soluciones

= Sistema de gaseo de soluciones con carbdgeno (5% CO2, 95% O3)

» Mesa antivibratoria (Newport; Fig. 21A, 4)

= Jaula de Faraday

= Electrodo de succion para la estimulacion del nervio (Fig. 21B)

= Electrodos de registro (Fig. 21A, 2)

= Micromanipulador (Narishige, modelo MHV-3 (Fig. 21A, 5)

= Estimulador de pulsos aislados (AM-Systems, modelo 2100 (Fig. 21A, 6)

= Amplificador de registro intracelular (Npi electronic GmbH, modelo TEC-05X;
Fig. 21A,7)

= Interfase (PowerLab 4SP; Fig. 21A, 8)

= Estirador de vidrio horizontal (Sutter, modelo P-97; Fig. 21C)

» Ordenador y software Chart 5 para la adquisicion y monitorizacion de sefiales
(ADInstruments; Fig. 22)
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Figura 21. Elementos del dispositivo experimental empleado en los registros
electrofisioldgicos. A. Vision general del dispositivo experimental y los dispositivos
electrénicos que muestra el microscopio de transmision directa Olympus BX50WI (1),
los electrodos de registro (2ay (2b) y la situacion del electrodo de succion del nervio (3),
la mesa antivibratoria (4), el micromanipulador (5), estimulador de pulsos aislados (6),
amplificador (7) e interfase (8). Imagenes 6-8 tomadas de www.a-msystems.com ,
www.npielectronic.de y AD Instruments, respectivamente. B. Detalle del electrodo de
succidn. C. Estirador de vidrio horizontal P-97. Tomada de www.sutter.com.
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6.2. Procedimiento experimental

Tras la diseccion del masculo TVA (ver punto 2.2) junto con el nervio intercostal que lo
inerva y se trasladd la preparacion neuromuscular a la cAmara de registro con solucion
fisioldgica.

El nervio se estimul6 mediante un electrodo de succién conectado a un
estimulador de pulsos aislado mediante un cable coaxial. El electrodo de succion (Fig.
21B) se compone de dos hilos de plata clorurados (Ag-AgCl), que actdan como catodo y
anodo para la estimulacién del nervio. El catodo se introdujo en un tubo de polietileno de
aproximadamente 2 mm de didmetro interno que sirvio para atrapar el nervio. En el
exterior del mismo tubo se enroll6 el anodo, teniendo especial cuidado que llegase al
extremo final del tubo, en contacto con la solucién de registro. Este dispositivo se monto
sobre un iman que permitio su fijacion a la pletina del microscopio y se acopl6 a un
sistema de succién, compuesto por una jeringa, un tubo de polietileno y una llave de tres

pasos.

Las micropipetas se fabricaron a partir de capilares de borosilicato con filamento
incorporado (A-M Systems, didmetro externo: 1 mm, diametro interno 0,75 mm) con un

estirador horizontal configurado (Fig. 21C) con los siguientes parametros:

+ Calor: 540-730
+ Velocidad 80
¢ Fuerza de estirado: 200

¢ Tiempo: 200

La resistencia de los microelectrodos fue de 10-25 MQ una vez llenos con
solucion conductora de KCI 3 M. Las micropipetas se conectaron al seguidor de voltaje
situado en la proximidad de la preparacién mediante un electrodo de plata clorurado
alojado en un porta-pipetas de metacrilato y, a su vez, conectado con la unidad central del
amplificador de registro. Como electrodo de referencia se utilizd un hilo de plata
clorurado conectado a tierra y en contacto con la solucién de la cAmara de registro. Para

la penetracion en las fibras musculares se emple6 un micromanipulador (21A, 5).

Antes de bloguear la contraccion e iniciar los registros se determino el umbral de
estimulacién del nervio mediante pulsos cuadrados de 0,2 ms de amplitudes crecientes
hasta apreciar bajo el microscopio la contraccion de las fibras musculares. Para los
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registros se utilizaron pulsos de al menos dos veces la amplitud umbral, normalmente de
entre 1-15V.

La preparacion se incub6 durante con p-conotoxina GIIB (2-3 uM, C-270,
Alomone Laboratories), un bloqueante especifico de los canales de sodio voltaje-
dependientes musculares (Nay 1.4) que inhibe la contraccién muscular.

Una vez blogueada la contraccion, se procedio a realizar los registros
intracelulares. Para ello se aproximo el electrodo de registro a la superficie de la fibra
muscular, evidenciable por un aumento de la resistencia del electrodo, y se procedio a
penetrar en la fibra mediante el penetrador eléctrico o manualmente con el

micromanipulador.

Al comienzo de cada registro se aplicaron pulsos cuadrados de 200 pA 'y 5 ms de
duracion para posteriormente calcular la resistencia de entrada de la fibra muscular. A
continuacidn, se registraron los potenciales evocados en respuesta a un tren de 100 pulsos
a 0,5 Hz (ver més adelante). En funcion del experimento a realizar, se aplicaron el mismo
namero de potenciales de accion en trenes de pulsos a frecuencias mayores: 5, 10 y 20
Hz. En cualquier caso, entre trenes de estimulacién en una misma fibra se esperd, al

menos, 30 segundos.

91



Materiales y Métodos

6.3. Analisis de los registros electrofisioldgicos

El anélisis de la amplitud, frecuencia y cinética de los potenciales de placa evocados
(EPP) y espontaneos o en miniatura (mEPP) de las fibras musculares se realiz6 con el

programa Chart5 (Fig. 22).

Frecuencia de estimulacion: 0,5 Hz

] mEPP
EPP
. St
2 A= S
L Py Frecuencia de estimulacion: 20 Hz
Jt! L' l Ll} -L ll' | L\l Mu \L L
L R oo s T A e L

Figura 22. Registros electrofisiolégicos con el programa Chart5. Ejemplos de
registros mediante trenes de pulsos a 0,5 Hz (panel superior) y 20 Hz (panel inferior). A
baja frecuencia se han sefialado los de potenciales de placa evocados (EPP) y en miniatura
(mEPP).
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6.3.1. Andlisis de la amplitud de los potenciales y del contenido
cuantico

Inicialmente, la amplitud de los EPP (Fig. 23, 1) fue corregida por la sumacion no lineal
(Boyd & Martin, 1955; Kretschmannova & Zemkova, 2004):

__amplitud EPP
(1) EPPcnl = amplitud EPP

—(Vm—ET)

Donde EPPcnl es la amplitud del potencial postsinaptico corregida, Vm es el
potencial de membrana registrado y Er es el potencial de reversion de la corriente a través
de los receptores de acetilcolina (en nuestro caso, se considerd Er con un valor de -5 mV).
Esta correccion no fue aplicada a los mEPP (Fig. 23, 2) puesto que éstos corresponden a
liberaciones de una Unica vesicula y, por tanto, no se produce el fendmeno de sumacion
de potenciales. Tampoco se analiz6 la amplitud de los mEPP coincidentes con artefactos

de contraccion o EPPs.

A continuacién, se calculé el factor de normalizacién, f, a un potencial de
membrana en reposo de -70 mV (potencial de membrana teorico), siguiendo la siguiente

férmula:

—-70—-Er
(2) f= Vm—Er

Finalmente, se obtuvo la amplitud de los EPP corregida y normalizada
(EPPcnl&70):

(3) EPPcnl&70 = f x EPPcnl

Una vez normalizadas las amplitudes de los EPP y mEPP, se calcul6 el contenido
cuantico (m; nimero de cuantos que se liberan tras la llegada de un potencial de accion al

terminal) siguiendo el método directo (Del Castillo & Katz, 1954):

amplitud media EPP (mV)
amplitud media mEPP (mV)

4 m=
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6.3.2. Analisis de mEPP

Se midid la frecuencia, la amplitud y la cinética de los mEPP. Para la frecuencia, se
contabilizaron los eventos en registros de al menos 100 s, generalmente durante la
estimulacion a 0,5 Hz. La amplitud al pico obtenida se corrigio por el potencial de
membrana como se menciond anteriormente. Los parametros cinéticos se determinaron

igual que para los potenciales evocados y se explican en el siguiente apartado.

6.3.3. Andlisis de los EPP

Se analiz6 tanto las amplitudes maximas como los parametros cinéticos mediante el

complemento “parametros del pico” del programa Chart5.

Tiempo de subida (Fig. 23, 3): Corresponde al intervalo entre el instante en el que el EPP

alcanza el 10% y el 90% de su amplitud méxima.

Ancho un-medio (FWHM o Tip; Fig. 23, 4): Corresponde al intervalo de tiempo

comprendido entre el instante en el que el EPP alcanza el 50% de su amplitud maxima

durante la fase de subida y la de bajada.

Constante de tiempo (t) (Fig. 23, 5): Equivale al tiempo que tarda la sefial en decaer un
~63,21 % de su amplitud maxima ((1-e)*100 %).
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Figura 23. Medida de parametros electrofisiologicos. El registro muestra un EPP
(izquierda) y un mEPP (derecha). Nétese que a fines de la ilustracion se ha normalizado
el eje de ordenadas al pico del EPP. Las amplitudes del EPP (1) y del mEPP (2) se
muestran con sendas lineas rojas. Los parametros de cinéticos (azul) medidos se muestran
en el EPP y fueron el tiempo de subida (3), ancho un-medio (4) y constante de tiempo (1)

(5).
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7. Registros de imagen dinamica

Para el estudio de la exo-endocitosis y el potencial de membrana mitocondrial se

emplearon preparaciones neuromusculares del TVA procedentes de ratones a P7-10 de la

linea Taiwanés-SypHy y Taiwanés, respectivamente.

7.1. Dispositivo experimental

Los registros en tiempo real de la exo-endocitosis y del potencial de membrana

mitocondrial se llevaron a cabo en el dispositivo experimental que se muestra en la Figura

24. El dispositivo constaba de los siguientes elementos:

Microscopio Olympus BX61WI equipado con un modulo confocal de disco
giratorio (Fig. 24A, 2-3) (Yokogawa CSU-X1, Intelligent Imaging Innovation)
Camara EM-CCD enfriada a -65°C (Fig. 24A, 1) (C9100-13, Hamamatsu)

Léaser de excitacion a 488 nm en estado sélido de 50 mW (Fig. 24B, izquierda)
(Intelligent Imaging Innovation)

Filtro de emision 525/50 nm para la captacion de luz verde

Termistor en linea SF-28 Sloflo (Fig. 24A, 4) y controlador de temperatura TC-
344B (Fig. 24B, derecha) (Warner Instruments)

Electrodo de succién para la estimulacion del nervio

Estimulador de pulsos aislados (modelo 2100, A-M Systems)

Mesa antivibratoria (Newport)

Cémara de registro para la preparacion neuromuscular

Sistema de intercambio de solucion

Sistema de gaseo de soluciones con carbdgeno (5% CO2, 95% O5)

Un ordenador y el programa SlideBook 5 (Intelligent Imaging Innovation) para la

monitorizacién y adquisicién de las imagenes
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Figura 24. Elementos del dispositivo experimental empleado en los registros de
imagen dinamica. A. Vision general del dispositivo experimental que muestra la camara
EM-CCD (1), modulo confocal de disco giratorio (2), Microscopio Olympus BX61WI
(3) y el termistor en linea SF-28 Sloflo (4). B. Laser de excitacion a 488 nm en estado
solido (izquierda) y controlador de temperatura TC-344B (derecha)

7.2. Registro en tiempo real de exo-endocitosis

Una vez extraida la preparacion neuromuscular, se transfirié a la camara de registro y se
colocd bajo el microscopio para comprobar su viabilidad. Se consideraba viable si no se
observaban contracciones musculares espontaneas y aparecia la contraccion evocada tras

la aplicacion de un pulso eléctrico aislado al nervio a través del electrodo de succion. Asi
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mismo, se establecid el umbral de estimulacion, aplicandose el doble de amplitud para la
estimulacion en los registros experimentales (generalmente de 2-3 V). A continuacion, se
aplico, en flujo continuo y termostatizado a 28-32°C, solucion fisiologica estandar con d-
tubocuranina 10 uM (T2379, Sigma-Aldrich) para bloquear la contraccion muscular. Tras

15 minutos, se iniciaron los registros de la exo-endocitosis en los terminales motores.

Para la excitacion de la fluorina y la adquisicion de las imagenes se utilizaron los

siguientes parametros:

+ Potencia del laser: 70%

¢ Tiempo de integracion: 1000 ms (1 imagen/s)
+ Intensificacion digital de la sefial: 150

+ Modo de adquisicion de fotones: 2

El protocolo de adquisicidon de imagenes en cada terminal dur6, tipicamente, 60
segundos. Las primeras 10 imagenes se adquirieron antes de la estimulacién del terminal
(10 s), las siguientes 10 imagenes durante la estimulacion eléctrica con 200 potenciales
de accion a 20 Hz (10 s) y las ultimas 40 imagenes tras la estimulacion eléctrica (40 s).
De esta forma se pudieron obtener datos de la fluorescencia basal y de las caracteristicas
del ascenso y descenso de la sefial. Entre el registro de un terminal y el siguiente se
esperaron al menos 10 minutos para que el terminal se recuperase. Los experimentos

nunca duraron mas de 3,5 horas desde el sacrificio del animal.

7.3. Registros en tiempo real del potencial de membrana
mitocondrial

Para los experimentos de medida del potencial de membrana mitocondrial se utilizo la
sonda fluorescente Rodamina-123 (Rhod123; R302, ThermoFisher Scientific). Rhod123
es lipofilica y, por tanto, permeable a través de las membranas bioldgicas. Sin embargo,
esta propiedad también hace que sea insoluble en agua, por lo que tuvo que ser diluida en
DMSO. En cualquier caso, la concentracion final de DMSO en la solucion de la camarita
nunca alcanzo el 0,1 % (v/v). Una vez que la sonda atraviesa la membrana plasmatica,
debido a su naturaleza cationica, es almacenada en el interior de las mitocondrias dado la
gran negatividad del potencial de membrana mitocondrial (~ -139 mV respecto al citosol)

(Gerencser et al., 2012). La sonda presenta un maximo de absorcion a 507 nm y de
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emision a 529 nm. No obstante, utilizamos el laser de 488 nm para la excitacion del
fluoréforo.

Tras comprobar la viabilidad de la preparacion, se procedio a la carga de la sonda
en la solucidn fisiologica estdndar de la cAmara de registro a una concentracion de 0,3
MM durante 30 minutos y a temperatura ambiente. Durante este tiempo se mantuvo el
intercambio de solucién interrumpido, pero con burbujeo local de carbdgeno. Para
realizar los registros se cambio a flujo continuo, termostatizado a 28-32°C, con solucion

fisiologica estandar conteniendo d-tubocuranina (10 uM) y Rhod123 30 nM.

La estimulacion consistié en un tren de 200 o 500 potenciales de accién a 20 Hz.
Se registraron 10 segundos previos a la estimulacion eléctrica para obtener la linea de
base. Entre el registro de un terminal y el siguiente se esperaron al menos 10 minutos para
que el terminal se recuperase. Los experimentos nunca duraron mas de 2,5 horas desde el

sacrificio del animal ni mas de 1 hora tras la carga de la sonda.

Para la excitacion de la sonda y la adquisicion de las iméagenes del potencial de

membrana mitocondrial se utilizaron los siguientes parametros:

+ Potencia del laser: 70%
+ Tiempo de integracién: 250 ms (4 imagenes/s)
+ Intensificacion digital de la sefial: 100

+ Modo de adquisicién de fotones: 2

Como control, en algunos experimentos, se utilizé 4-AP (0,5 mM), diluido en PBS
y aplicado directamente en la camara de registro, 0 CCCP (1 uM) diluido en DMSO.
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8. Adquisicion y Analisis de Imagenes
8.1. Microscopia laser confocal

Las imagenes se adquirieron mediante un microscopio confocal multiespectral
motorizado Olympus FV1000 (Fig. 25A). ElI microscopio confocal utilizado esta
equipado con 3 lineas laser de excitacion: (i) laser multilinea de argon (M_Ar) con
excitacion a 458, 488 y 515 nm (Fig. 25B), (ii) laser de helio-nedn verde (HeNeG) con
excitacion a 561 nm (Fig. 25D) y (iii) laser de helio-neodn rojo (HeNeR) con excitacion a
633 nm (Fig. 25C).

Figura 25. Componentes del microscopio liaser confocal Olympus FV1000. A.
Microscopio motorizado de transmision directa Olympus FV1000. B. Sistema laser de
Argon. C. Sistema laser de Helio-Ne6n rojo. D. Sistema laser de Helio-Neon verde (1) y
sistema de ventilacion de los laseres (2).

La adquisicion se realizd de forma secuencial para los diferentes laseres, para
evitar la excitacion cruzada de las muestras marcadas con diferentes fluordforos. Las
imagenes se adquirieron como secciones Opticas seriadas en el eje Z (Z-stacks) e
imagenes de un solo plano utilizando un objetivo de inmersion en aceite 60x tipo PlanApo
N (PLAPONG60xO, Olympus) con una apertura numérica (NA) de 1,42. Se empleo el
programa FV10-ASW 1.7 Viewer (Olympus), disefiado mediante un sistema de ventanas
compuesto por dos partes principales:
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1. Menu de control con un sistema de pestafias con las distintas opciones de captura
(Fig. 26).
2. Visualizacion de iméagenes.

Figura 26. Ejemplo de parametros de captura utilizados para la adquisicion de
imagenes mediante el programa FV10-ASW.

Las imagenes obtenidas para detectar una proteina concreta fueron adquiridas con
los mismos pardmetros para los distintos genotipos. En la Tabla V11 se muestra los valores
de intensidad usados en los distintos experimentos en funcion de la proteina estudiada. El
voltaje del fotomultiplicador (HV; ganancia) se mantuvo constante entre hermanos de
camada y genotipos. Solo el offset fue modificando en funcion de la saturacion de las
imagenes adquiridas, intentando mantener el parametro entre hermanos de camadas y
siempre en el intervalo 13-30%. En la Tabla VIII vienen indicados otros parametros de

adquisicién de iméagenes en funcién del experimento realizado.
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Tabla VII. Parametros de excitacion laser en funcion de la proteina estudiada.

Proteina de interés Laser Intensidad
594 2%
SMN
647 2%
NF-M 488 0,5 %
488 0.5 %
MAP1B
647 0,5 %
AChR 504 0.7 %
HuD 488 4 %
VGLUT2 647 5 %
488 4 %
ChAT
647 4 %

Tabla VII1. Parametros de adquisicion de iméagenes en funcion del experimento.

. i Desplazamiento Apertura Tamano del
Preparacion Experimento eneje Z (um)  Confocal (um)  pixel (m)
Andlisis de expresion IdeNpl\l;Ejtelnas 05 115 6 200 0,034
Neuromuscular enaxonesyenia
Estudio de transcritos 0,5 115 0,034
AnaI|S|sS;jneé Iotiscggntactos 0.4 300 0,05
Médula P
Lumbar A o .
Andlisis de expresidon de proteinas 0.4 15 0,132

en soma de motoneuronas
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8.2. Microscopia laser de superresolucion

Las imégenes de superresolucion se adquirieron utilizando un sistema STEDYCON
(Abberior Instruments; Fig. 27A), cortesia de la empresa Izasa, acoplado a nuestro
sistema confocal 0 a un microscopio Nikon. Este sistema emplea la técnica de deplecién
de emision estimulada (STED, STimulated Emision Depletion), la cual mejora la
resolucion optica del sistema mediante minimizacion del area de iluminacion en el punto
focal gracias la desactivacion selectiva de la fluorescencia con un l&ser de deplecion (Fig.

27B y C). En nuestro sistema, el laser empleado para la deplecion fue de 775 nm.

Se adquirieron secciones oOpticas seriadas en el eje Z (Z-stacks) e imagenes de
un solo plano utilizando un objetivo de inmersion en aceite 60x tipo PlanApo N
(PLAPONG60x0O, Olympus) con una apertura numeérica (NA) de 1,42.

Las imagenes fueron deconvolucionadas con el programa Huygens Essenstials®

y procesadas y analizadas usando el software ImageJ (W. Rasband, National Institutes of
health, Bethesda, MD; http://rsb.info.nih.gov/ij/). Se sustrajo la sefial de fondo y se aplicd

un suavizado antes de los analisis. El analisis del tamafio de los granulos SMN se realiz6
mediante la medicién de ancho un medio (FWHM) con el complemento de ImageJ
"Adrian’s FWHM" y la estimacion del area suponiendo que los granulos son circulos
perfectos. Para el andlisis de la sefial de SMN, la intensidad media, la intensidad maxima
y la densidad integrada se midieron en regiones de interés (ROI) potencialmente
equivalentes a granulos individuales. EI nimero de granulos SMN se estimé mediante la
rutina "analizar particulas". La densidad de los granulos se estimé en planos individuales
que se normalizaron al &rea NF-M correspondiente. Para detectar diferencias estadisticas,

se aplico un t-test y solo se consideraron significativas aquellas con valores p <0.05.
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Figura 27. Sistema STEDYCON y principios de la técnica STED. A. El dispositivo
consta de sistema de control de los laseres (1) y un sistema de estimulacion y de deteccién
(2). Imagen tomada de https://www.abberior-instruments.com/products/compact-
line/stedycon/. B. Diagrama de Jablonski y el fendbmeno de deplecion estimulada. La
fluorescencia se produce por una serie de transiciones en el estado electronico de una
molécula. En primer lugar, la energia aportada por un foton (excitacion) es absorbida por
un electron del fluoréforo que pasa del estado fundamental (SO) a un estado electronico
de mayor energia (S1) (flecha verde). A continuacion, el electron pierde energia dentro
del mismo spin (relajacion vibracional sin radiacion, flecha azul) y vuelve a SO (flecha
ocre) emitiendo un foton (fluorescencia). El laser de deplecion hace que el electrén
excitado vuelva a un estado vibracional mas alto en el spin fundamental por lo que libera
un foton de mayor longitud de onda (A) que sera filtrado. C. Comparacion de la
microscopia confocal y STED. ElI STED depleciona la fluorescencia alrededor de un
punto focal central de emisién de fluorescencia, lo que permite disminuir el tamafio de la
funcién de dispersion de puntos (PSF) e incrementar la resolucion.
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8.3. Analisis de imagenes

El andlisis de los somas, axones y terminales motores se llevo a cabo con el programa
ImageJ. Las imagenes presentadas en este trabajo son una proyeccion maxima en el eje
Z de las secciones individuales obtenidas en cada serie, a menos que se especifique lo
contrario. El Unico tratamiento de las imagenes fue un suavizado, consistente en un filtro
que difumina la imagen o seleccion activa reemplazado cada pixel por el promedio de su
vecindario 3 x 3.

1. Area del soma de las motoneuronas. En primer lugar, se delimité el ROI con la
proyeccion maxima de las imagenes correspondientes al marcaje del anticuerpo anti-
acetilcolin-transferasa (ChAT). A continuacion, la imagen se convirtio de 16 bits (RGB)
a 8 bits (escala de grises) y se establecid un umbral de forma semiautomatica. Finalmente
se delimitd el perfil de superficie generado por el umbral y se midié el area englobada

por este perfil.

2. Cuantificacion de la fluorescencia de las proteinas de interés en el soma de las
células del asta ventral espinal. En primer lugar, se delimité el ROI con el marcaje del
anticuerpo anti-ChAT. Para ello, las imagenes de los 3 planos centrales de la célula,
identificados por el nucleo, se convirtieron de 16 bits (RGB) a 8 bits (escala de grises) y
se establecié un umbral de forma semiautomatica, se delimitaron los perfiles de superficie
generados y se midio el area englobada por cada uno de estos perfiles. Posteriormente, en
el canal de la proteina de interés se seleccionaron los mismos planos y se convirtieron a
8 bits. Finalmente, se establecié un umbral de forma manual (manteniéndose constante
entre células y ratones) y se midieron el area y la intensidad de las sefiales contenidas en
los ROL.

3. Cuantificacion del numero de contactos sinapticos excitatorios en las
motoneuronas espinales. En primer lugar, se identificaron las motoneuronas por su
ubicacion en el asta ventral y su inmunoreactividad al anticuerpo anti-ChAT. Asi mismo,
las imagenes se convirtieron de 16 bits (RGB) a 8 bits (escala de grises), se establecio un
umbral de forma semiautomatica y se delimitaron los perfiles de superficie generados. A
continuacidn, se realizé la proyeccion maxima del canal para vGLUT2 y se contaron de
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forma manual los contactos sinapticos, identificados por su inmunoreactividad y por
localizarse en intima aposicion con el perfil de ChAT. Para evitar una infraestimacion de

los contactos, se comprobaron los contactos contabilizados en cada plano de la célula.

4. Area postsinaptica. Se delimito el ROI con la proyeccion maxima de las imagenes
correspondientes al marcaje con BTX-Rho. A continuacion, la imagen se convirtié a 8
bits y se establecio un umbral de forma semiautomaética. Finalmente se midio el area total
de los pixeles por encima del umbral y se delimité el perfil de esta area para los estudios

del resto de proteinas.

5. Area de las proteinas de interés en la NMJ. Para el anélisis de la expresion de SMN
en los terminales de los ratones silvestres se delimitd el perfil del &rea postsinaptica
mediante la proyeccion méxima del canal para la BTX. Este perfil se trasladé a las
proyecciones maximas de los canales para SMN y NF, y se aplicé un “umbral” comdn

para las distintas muestras, obteniéndose las intensidades medias y areas.

6. Andlisis de granos. Para el analisis del tamafio de los granulos de SMN en los axones
se aplicd la opcion “perfil del trazo” en el eje mayor del granulo, obteniéndose la
distribucion de intensidad en ese eje. Finalmente se midieron las longitudes de los anchos
medios de estas distribuciones. Para medir las interdistancias entre granos se realiz6 un
suavizado de las imagenes y se aplico la opcion “perfil del trazo” a través de los centros

de los granos y se midio la distancia entre picos de intensidad.

Para determinar la colocalizacion entre SMN, NF y MAP1B en los axones y
terminales motores se aplico la opcion “perfil del trazo” en el eje transversal de los axones
o de las ramas citoesqueléticas intraterminales, atravesando el punto medio de algun

grano.
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9. Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6 el programa informatico GraphPad Prism

5. Para todas las variables se siguié diagrama de flujo expuesto en la Figura 28.

9.1. Estudio de la normalidad y de la homogeneidad de
varianzas

Se emplearon dos tests de normalidad segun el tamafio muestral (n) de la variable:

1. Test de Shapiro-Wilk: se empled en aquellos casos en los que n < 50

2. Test de Kolmogorov-Smirnov: se empled en aquellos casos en los que n > 50

La obtencidn de un valor de significacion (p) mayor a 0,05 permiti6 la aceptacion
de la hipotesis de normalidad. En caso contrario, se rechazé la hip6tesis de normalidad.
En los casos en los que los datos seguian una distribucién normal, se empleo el test de
Levene para estudiar la homocedasticidad u homogeneidad de las varianzas, situacion

que se acept6 cuando test arrojase una p > 0,05.

9.2. Estudio de las diferencias entre grupos experimentales
para variables cuantitativas

En los experimentos en los que habia dos grupos experimentales, las diferencias
estadisticas entre variables se evaluaron mediante la prueba t de Student siempre que se
pudiese aceptar la hipotesis de normalidad, asumiendo varianzas iguales o desiguales en
funcién del test de Levene. En los casos en los que se rechazase la hipotesis de
normalidad, la evaluacion de las diferencias estadisticas se realizd mediante el test no

paramétrico U de Mann-Whitney.

En los experimentos en los que habia més de dos grupos experimentales las

diferencias estadisticas se evaluaron mediante uno de los siguientes test:

1. ANOVA: Se empled cuando las variables estudiadas seguian una distribucion
normal y presentaban homogeneidad de varianzas. Valores de p < 0,05 implica la
existencia de diferencias significativas entre los grupos experimentales, es decir,

la existencia de al menos dos poblaciones distintas de datos en funcion de la
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variable estudiada. Para identificar entre qué grupos existian las diferencias, se
empleo posteriormente un test de comparaciones multiples: test de Bonferroni o

de Tamhane si presentaban homogeneidad de varianzas o no, respectivamente.

ANALISIS
ESTADISTICO
CUANTITATIVO

S| ¢La variable sigue una distribucién normal? NO
e n <50 > Saphiro-Wilk
e n>50 - Kolmogorov-Smirnov

Tests Parameétricos Tests No Paramétricos
7~ N ~
¢Més de 2 grupos ¢Mas de 2 grupos

experimentales?

NO j \lSI NO /

experimentales?

\/SI

t de Student ANOVA U de Mann- Kruskal-
/ ‘ Whitney Wallis
¢ Presenta la variable homocedasticidad? Post-hoc: U de Mann-
Test de Levene Whltney’con
correccion de
Bonferroni
NO | \SI
Si
Asumiendo Post-hoc: Test de
homocedasticidad Bonferroni
NO

Post-hoc: Test de
Sin homocedasticidad Tamhane

Figura 28. Diagrama de flujo de los andlisis estadisticos realizados.
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2. Test de Kruskal-Wallis: Se emple6 cuando las variables estudiadas no seguian una
distribucion normal, siendo el test no paramétrico equivalente al ANOVA. Para
identificar entre qué grupos existian las diferencias, se empled posteriormente un
test no paramétrico U de Mann-Whitney aplicandole la llamada correccién de
Bonferroni. Esta correccion se basa en la consideracion de significacion
estadistica en aquellos casos en los que se cumpla que:

2a x (N —2)!
< (N! )
Siendo p el valor de significacion estadistica, a el error de tipo | asumido (0,05 en

el presente trabajo) y N el nimero de grupos experimentales analizados.

Todos los datos presentes en esta tesis vienen representados, salvo que se indique
expresamente lo contrario, como la media + error estandar de la media, siendo n el nimero
de eventos analizados y N el numero de experimentos realizados. Excepto en caso de
aplicacion de la correccion de Bonferroni, la significacion estadistica siguid el siguiente
patron: *p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005.
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A continuacion, se exponen los Resultados obtenidos divididos en tres grandes apartados
de acuerdo con los objetivos generales y especificos planteados. En el primero se
muestran la organizacién de SMN en los axones y terminales presinapticos motores, la
colocalizacion de SMN con el citoesqueleto y la posible relacion de SMN con elementos
de la maquinaria de traduccion local durante la maduracion postnatal del terminal
nervioso. En el segundo, la afectacion tanto de la exocitosis como de la endocitosis en los
terminales motores del modelo Taiwanés de AME y la posible implicacion de la
mitocondria en el déficit funcional del terminal. En el tercero, el aumento de la
neurotransmision en ratones controles y SMN-deficientes de un modificador de los
canales de calcio dependientes de potencial.

1. Analisis de las caracteristicas de la expresion de SMN
en axones y terminales motores de ratones silvestres y
modelos de AME. Posible relacion de SMN con el

citoesqueleto y la maquinaria de traduccion local

1.1. Expresion de la proteina Smn endogena y SMN heterologa
en axones y terminales motores

1.1.1. Caracteristicas y validacién del anticuerpo empleado

Para detectar la presencia de la proteina de supervivencia neuronal murina (Smn) y
humana (SMN) en ratones silvestres y en modelos de AME se empled el anticuerpo anti-
SMN H-195 (Santa Cruz Biotechnology). H-195 es un anticuerpo policlonal de conejo
generado por exposicion a un peptido recombinante con los aminoacidos 1-195 de la
proteina SMN humana. Este anticuerpo ha sido ampliamente utilizado para identificar la
proteina SMN en células SH-SY5Y vy en cultivos primarios de neuronas centrales (Peter
etal., 2011) asi como en cultivos de motoneuronas (Zhang et al., 2006; Akten et al., 2011;
Peter et al., 2011; Tapia et al., 2012). Asi mismo, se ha empleado para identificar SMN
en cortes de médula espinal de ratas y humanos (Rafatowska et al., 2012, 2014) y en
musculo esquelético (Berciano et al., 2020).
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En nuestro laboratorio, la validacion del anticuerpo se realiz6 por
inmunotransferencia en tejido de médula espinal y por inmunocitoquimica en

motoneuronas en cultivo espinal.

El estudio de sensibilidad del anticuerpo H195 se realizd mediante
inmunotransferencia de muestras de medula espinal de ratones controles del modelo
SMAAT7, que expresan tanto la proteina murina Smn como las proteinas heterélogas SMN
y SMNA?7. Tras la electroforesis, se obtuvieron dos bandas, una mas intensa a 38 kD,
correspondiente a las proteina Smn/SMN, y otra de menor intensidad a 26 kD (Fig. 29A),
correspondiente a la proteina truncada (Le et al., 2005). La intensidad de las bandas,
ademas, correlacion6 con las concentraciones de proteinas empleadas en el experimento.
Estos resultados muestran que nuestro anticuerpo es sensible tanto a la proteina SMN
como a la forma truncada SMNA7 producto de los transgenes SMN2 y SMNA47,

respectivamente.

La especificidad del anticuerpo se testdé mediante inmunofluorescencia en
motoneuronas de ratones silvestres en cultivo primario (Fig. 29B), cortesia del Dr.
Saravanan Arumugan, en los que se indujo la inhibicion de la expresién de Smn mediante
infeccion lentiviral (Arumugam et al., 2017). En las motoneuronas infectadas con el
vector vacio (EV-Smn) la sefial del anticuerpo se localiz6 en soma y neuritas, en el cono
de crecimiento y en el nGcleo, en este Gltimo caso, compatible con su presencia en las
gems (Fig. 29B, paneles inferiores). En motoneuronas infectadas por virus cargados con
ARN silenciador de Smn (sh-Smn), en cambio, la sefial de Smn se redujo drasticamente
en soma, neuritas, conos de crecimiento y nucleo (Fig. 29B, panel derecho). Estos datos
indican que la sefial obtenida con este anticuerpo correlaciona directamente con los

niveles de proteina Smn.
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Figura 29. Validacion del anticuerpo policlonal de conejo anti-SMN H-195. A.
Inmunotransferencia de muestras de medula espinal toraco-lumbar procedentes de
ratones control a P9 del modelo SMNA7 a distintas concentraciones de proteina. Notese
la presencia de dos bandas: una a 38 kDa y otra a 26 kDa, correspondientes a las formas
completa (SMN#) y truncada (SMNA7). B. Imagenes de motoneuronas espinales de
ratones silvestres tras 11 dias en cultivo (DIV11). Paneles superiores: las motoneuronas
infectadas con un vector vacio (EV) presentan sefial anti-SMN en soma, neuritas y cono
de crecimiento (punta de flecha). Sin embargo, las motoneuronas infectadas con Sh-Smn
no aparecen marcadas. Los paneles inferiores muestran en detalle la sefial de SMN en el
soma y en el interior del ndcleo (gems) en distintos planos de una misma motoneurona.
Barras de escala: 20 um.
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1.1.2. Presencia de Smn en axones y terminales motores de
ratones silvestres

A continuacion, comprobamos la presencia de sefial anti-Smn en axones y terminales
motores ex vivo mediante inmunohistoquimica de preparaciones neuromusculares del
musculo TVA de animales silvestres a P3. La sefial de Smn obtenida fue intensa,
distribuyéndose en haces y acumulos, estos ultimos a nivel de la NMJ, como lo muestra
su distribucion en el a&rea marcada con el marcador postsinaptico BT X-rodamina (Fig. 30,
recuadro y paneles inferiores). Ademas, se observé marcaje difuso fuera del componente
neural, compatible con la presencia de Smn en fibras musculares (Walker et al., 2008;
Berciano et al., 2020).

Figura 30. Presencia de Smn en axones motores y uniones neuromusculares en
ratones silvestres. Proyeccion de intensidad maxima en una preparacion neuromuscular
representativa del musculo TVA a P3. Lainmunofluorescencia de Smn (blanca) se detecta
en axones motores y terminales nerviosos. Los paneles inferiores son ampliaciones de los
recuadros superiores. Obsérvese la aposicion de Smn con el marcador postsinaptico
Rodamina-BTX (rojo). Barras de escala: 50 umy 20 um (recuadro).

114



Resultados

1.1.3. Smn presenta un aspecto granular en axones y terminales
presinapticos
Para estudiar las caracteristicas de la sefial y el patrén subcelular de distribucion de Smn
en axones y terminales motores se tomaron imagenes con mayor resolucion en
preparaciones neuromusculares de TVA de ratones silvestres, observandose un patron

granular en ambas localizaciones (Fig. 31).

Figura 31. Smn presenta un aspecto granular en el terminal presinaptico y en los
axones. Proyeccion de méaxima intensidad que muestra una union neuromuscular del
musculo TVA procedente de un raton silvestre a P3. La inmunofluorescencia de Smn
(blanca) presenta un patron granular tanto en el axon distal como en la unién
neuromuscular, identificada mediante marcaje del aparato postsinaptico con BTX (rojo).
Barra de escala: 10 pum.

En los axones mas delgados, los granos se encontraron dispuestos en fila india
(Fig. 32A), con una distancia media (centro-centro) de 1,95 £ 0,12 um (n = 114 granos,
9 axones, N = 3 ratones), siendo las interdistancias menores a 2,4 um las mas frecuentes
(72%) (Fig. 32B y C). En estos axones, la densidad media de granos de SMN fue de 0,55

+ 0,03 /um (n = 123 granos, 9 axones, N = 3 ratones).

El analisis del diametro de los granos en los axones se realizé mediante perfiles
de intensidad y calculo de las anchuras al 50% de la intensidad maxima (ancho un-medio).
El estudio reveld una poblacion homogénea de granos en funcién del tamafio, siendo el
diametro medio de 352,2 £ 4,3 nm (n = 75 granos, 15 axones, N = 3) en las imagenes

obtenidas mediante microscopia confocal convencional (Fig. 32D y E).
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Figura 32 (pagina anterior). Caracteristicas de los granos axonales de Smn. A.
Proyeccion de intensidad mé&xima de la preparacion neuromuscular del muasculo TVA de
un raton silvestre a P3. La inmunofluorescencia de Smn (magenta) presenta un patron
granular, especialmente claro en los axones més finos (recuadro y paneles inferiores).
Notese en los paneles inferiores la disposicion en fila india de los granos de Smn en los
axones, identificados mediante marcaje anti-NF (verde). Barras de escala: 5 um (panel
superior) y 3 um (paneles inferiores). B. Ejemplo de perfil de intensidad, correspondiente
a la linea punteada en el panel central de A. Las lineas verticales grises indican el centro
de cada grano. C. Histograma de frecuencia de las interdistancias entre los granos
axonales. D. Ejemplo de analisis de perfil de intensidad en un grano para el estudio de su
diametro aparente. E. Histograma de frecuencia del diametro de los granos y valor medio.

1.1.4. La sefial de Smn en los terminales nerviosos de ratones
silvestres disminuye con la edad

Aungue SMN es una proteina ubicua esencial para funciones celulares bésicas, diversos
estudios han mostrado que sus niveles descienden en la mayoria de los tejidos tras el
periodo de desarrollo y la maduracion postnatal, manteniéndose relativamente elevados,
no obstante, en el soma de las motoneuronas (Groen et al., 2018). En el presente trabajo
hemos investigado si se produce o no un descenso fisioldgico de la proteina en los axones
y terminales motores durante el periodo de maduracion postnatal. Para ello, realizamos
marcajes inmunohistoquimicos de preparaciones neuromusculares de TVA procedentes
de animales silvestres a distintas edades: P3, P6, P8, P10y P60.

Durante la primera semana postnatal, la sefial de Smn obtenida fue intensa tanto en los
axones como en los terminales motores, como muestra los ejemplos de la Figura 33A 'y
B. Sin embargo, la sefial se redujo significativamente durante la segunda semana de vida
(p <0,0001, test de Kruskal-Wallis). La evolucion temporal del area de la sefial anti-Smn
se representa en la Figura 33D. El area de marcaje de Smn en el terminal fue estable
durante la primera semana, representando un 7,37 + 0,61 % del area postsinaptica a P3
(38 terminales, 3 ratones) y un'y 7,18 + 3,52 % a P6 (28 terminales, 2 ratones). Sin
embargo, durante la segunda semana postnatal se produjo una reduccién significativa de
la sefial, representando un 3,34 + 0,28 y 1,17 + 0,1 % del area postsinaptica a P8 (24
terminales, 2 ratones) y P10 (22 terminales, 2 ratones), respectivamente (p <0,005 y <
0,0005, post-hoc: test de Bonferroni respecto a P3). Durante la edad adulta, la sefial de
Smn no fue detectable con la misma intensidad laser y parametros de adquisicién
utilizados a edades perinatales (Fig. 33C). Sin embargo, aun pudieron detectarse vestigios

de sefial en el terminal a mayores intensidades de estimulacion laser.
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Figura 33 (pagina anterior). Smn disminuye progresivamente en los axones y
terminales nerviosos motores de los ratones silvestres durante las dos primeras
semanas de vida. Proyecciones de maxima intensidad de axones y terminales motores de
musculos TVA procedente de ratones silvestres a distintas edades. Las uniones
neuromusculares fueron identificadas mediante marcaje para NF-M y BTX (verde y rojo,
respectivamente). A. Iméagenes a bajo aumento de una region del madsculo. La sefial de
Smn (magenta) es intensa a P3 y a P6 (paneles izquierdos), pero débil a P8 y P10 (paneles
derechos). B. Detalle de la expresion de Smn en los terminales motores a distintas edades.
Notese la escasa sefial a P8 y P10. C. Sefial de Smn en la edad adulta. D. Evolucién con
la edad del area de Smn normalizada al area postsinaptica. Barras de escala: 50 (A) y 10

(ByC) um.

Estos datos indican que los axones y terminales motores presentan altos niveles
de Smn solo durante las primeras etapas de la maduracion postnatal, siendo muchos

menores durante la edad adulta.

1.1.5. Impacto de la sobreexpresion de SMN en axones y

terminales presinapticos motores
Los resultados obtenidos en el modelo silvestre fueron contrastados en el modelo murino
de AME SMAAT7. Estos ratones poseen en cada alelo dos copias del transgén humano
SMN2 y dos copias del transgén SMNA7, junto con una copia (controles) o ninguna
(mutantes) del gen murino Smn. Podemos, por tanto, presuponer que la expresion de los
dos transgenes dara lugar mayoritariamente a proteina truncada. Este hecho planted dos
cuestiones: 1) ¢sigue la expresion de la proteina SMN heterdloga en los axones y
terminales motores el mismo curso temporal que la expresion de la proteina endégena
Smn? i) (forma la proteina SMN completa y truncada granos de caracteristicas

morfoldgicas y distribucion similares a los formados por proteina Smn?

Para responder a estas cuestiones realizamos inmunomarcaje en iguales
condiciones experimentales y con los mismos parametros de adquisicion que en los
ratones silvestres. Para abordar la primera pregunta estudiamos la expresion en los ratones
modelo de AME a P9 y P10, una edad a la que la sefial en los ratones silvestre habia
disminuido ya un 87% (Fig. 33D). En estos experimentos, ademas del TVA, también se
estudio otro musculo que presenta un grado afectacion menor en los modelos de AME, el
LAL.
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Sorprendentemente, tanto en controles como en mutantes se observo sefial intensa
de SMN y con un patron granular en los axones de ambos musculos (Fig. 34). El
contenido en granos fue variable en funcion del grosor del axén, como en los ratones
silvestres. Asi mismo, en ambos genotipos, se identificaron gran cantidad de granos en el

terminal presinaptico (Fig. 35).

TVA

ISMAA? [[Control |

Figura 34. SMN conserva el patron granular en los axones de ratones controles y
mutantes SMAAY. Proyecciones de méxima intensidad de axones motores de musculos
vulnerables (TVA) y menos vulnerables (LAL) de ratones controles y mutantes a P9. Los
paneles inferiores muestran con mayor detalle las regiones delimitadas, observandose el
patron granular. Barras de escala: 5 um (imagenes superiores) y 2 pm (recuadros
inferiores).

A continuacion, cuantificamos el area de SMN normalizada al area postsinaptica
en controles y mutantes y la comparamos con la existente en ratones silvestres (Fig. 36).
Los valores en las preparaciones del modelo fueron 6,34 £ 1,63 % en control (n=16
terminales, N=1) y 9,40 + 2,22 % (n = 14 terminales, N = 1) en mutantes. Estos valores,
fueron significativamente distintos (p = 0,0003, test de ANOVA,; post-hoc: test de
Bonferroni, p < 0,05y < 0,0005, en control y mutante, respectivamente) de los obtenidos
a una edad similar (P10) en los ratones silvestres, representando un 540 % y 800 % de

incremento, respectivamente.
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Control

SMAA7

Figura 35. SMN conserva el patrén granular en los terminales motores de ratones
controles y mutantes SMAA7. Proyecciones de maxima intensidad de terminales
motores del masculo TVA en ambos genotipos a P9. La placa motora fue identificada
mediante marcaje con BTX-Rodamina (rojo). Barras de escala: 10 pm.
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Figura 36. Cuantificacion de la sobreexpresion de SMN en los terminales
presinapticos motores de ratones del modelo SMAA7. Comparacién del area de SMN
(o Smn) normalizada al area postsinaptica (BTX) entre ratones silvestres, controles y
mutantes SMAATY. El analisis se realiz6 en ratones de edades comprendidas entre P9-P10.
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Posteriormente, comparamos las caracteristicas morfoldgicas aparentes de los
granos procedentes de ratones silvestre con las de los granos de ratones que sobreexpresan
proteina truncada (Fig. 37). El analisis del diametro mediante perfil de intensidad reveld
un diametro medio significativamente mayor en los ratones que sobreexpresan proteina
truncada, con un incremento del 20-28% respecto al didmetro medio observado en los
ratones silvestre (p = 0,0024, test de ANOVA, post-hoc: test de Bonferroni, p < 0,005y
< 0,05, en mutante y control, respectivamente). Por otro lado, los granos en animales
mutantes y controles presentaban un didmetro medio similar (post-hoc: test de
Bonferroni, p > 0,05), con unos valores medios de 451,7 = 11,6 nm (n = 70 granos, 26
axones, N = 3) y 424,9 = 14,5 nm (n = 90 granos, 25 axones, N = 4), respectivamente
(Fig. 37A). La comparacion de los rangos de diametros de los granos en los ratones
silvestres (300-500 nm) y en el modelo se muestra en el histograma de frecuencias en la
(Fig. 37B).
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Figura 37. Los granos de SMN son de menor tamario en los ratones silvestres que en
el modelo de AME. Analisis del diametro de los granos positivos en Smn/SMN mediante
ancho un-medio en ratones silvestres P3 y en ratones controles y mutantes del modelo
SMAATY a P9. A. Cuantificacion del didmetro medio de los granos. *: p < 0,05; **: p <
0,005. B. Histograma de frecuencias del didmetro de los granos en los tres genotipos.
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1.1.6. Los granos SMN visualizados con superresolucion

Para aumentar la precision de la medida del tamafio y distribucion de los granos de SMN
usamos microscopia de superresolucion STED con un sistema compacto STEDYCON
(Abberior) acoplado al nuestro microscopio confocal FVV1000. El andlisis de las imagenes
STED en controles y mutantes confirmd el patrén granular del inmunomarcaje y permitio
una mejor caracterizacion de los granos. En la Figura 38 se muestra un ejemplo donde se
compara las imagenes confocales convencionales y STED en ratones controles y AME.
La identificacion de las estructuras granulares fue mucho mejor con STED y aun pudo

mejorarse mas la imagen cuando se le aplic6 una rutina de deconvolucion (Huygens).

Control SMAA7

STED

Original

Decon

Confocal

Figura 38. Granos de SMN con microscopia de superresolucion en terminales
nerviosos motores de ratones controles y mutantes SMAA7. Comparacion de las
sefiales de inmunofluorescencia de SMN (blanco) con superresolucion y microscopia
confocal en terminales nerviosos motores del musculo TVA a P9. Las ramas axonales
intraterminales se marcaron con anticuerpos contra NF (verde). Noétese la estructura en
forma de anillo al final de la ramificacion en el control y la estructura en forma de placa
en el mutante (recuadros) ampliadas en los paneles de la derecha en cada genotipo. Barras
de escala: 5 umy 1 um (recuadros).

123



Resultados

El anélisis del diametro de los granos con superresolucion se realizé del mismo
modo que en la microscopia confocal convencional (Fig. 39A). El tamafio medio de los
granos fue similar entre ratones controles y mutantes (Fig. 39B) (p = 0,3; test de la t de
Student de dos colas), con un valor medio de 103,4 + 2,32 nm (73 granos, 2 terminales)
y 100,31 £ 1,93 nm (77 granos, 2 terminales), respectivamente, coincidente con la

resolucion dptica que obtuvimos en estos experimentos.
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Figura 39. El analisis mediante microscopia de superresolucion pone de manifiesto
que los granos de SMN son similares morfolégicamente en ratones controlesy AME.
A. Ejemplo de analisis de perfil de intensidad en dos granos (paneles izquierdos) para el
estudio de su diametro. El panel derecho muestra un esquema conceptual del ancho un-
medio (FWHM) sobre los perfiles de intensidad de los granos de los paneles izquierdos.
B. Histograma de frecuencias de didmetros de granos en terminales nerviosos de ratones
controles y mutante. C. Densidad media de los granos en las ramas axdnicas extra e
intraterminales.
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Asi mismo, la densidad media de granos fue similar en ambos casos, con un valor
medio en los acimulos de 12 granos/um? (Fig. 39C). Sin embargo, aunque no se
encontraron diferencias significativas en la intensidad méaxima de los granos (p = 0,76,
test de la U de Mann-Whitney), si se observaron diferencias significativas en la intensidad
media de los granos entre genotipos (Fig. 40A; p = 0,0021, test de la U de Mann-Whitney
de dos colas), con unos valores medios de 499,3 + 32,13 en control (73 granos, 2
terminales) y 418,9 + 34,41 en mutantes (77 granos, 2 terminales). Finalmente, la
intensidad media de los granos no correlacionaba con su diametro (Fig. 40B; R?= 0,08 y

0,019 en control y mutante, respectivamente).
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Figura 40. Los granos de SMN presentan una menor intensidad media en los
terminales presinapticos de ratones mutantes SMAA7. A. Valores medios de
intensidad de los granos de SMN en ratones controles (control) y AME (SMNA7). B.
Grafica de intensidad-ancho un-medio que muestra la ausencia de correlacion entre
ambas variables. **: p < 0,005
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1.2. Relacion entre SMN vy el citoesqueleto

1.2.1. Bases de la distribucion espacial intraterminal de los
granos de SMN
Tras estudiar tanto las caracteristicas morfolégicas de los granos de SMN en ratones
silvestres y modelo de AME, como su distribucion espacial, investigamos el posible

soporte estructural de su localizacién en el terminal presinaptico motor.

Como se puede apreciar en las iméagenes, el primer hallazgo notable fue que los
granos de SMN, a diferencia de otras proteinas de la NMJ como la proteinas SV, no se
distribuyen homogéneamente en el terminal sino formando basicamente dos tipos de
estructuras: camulos (Fig. 41, puntas de flechas azules) y agrupaciones lineales (Fig. 41,
puntas de flechas amarillas). Ambas estructuras aparecieron generalmente
interconectadas entre si en el terminal y, a su vez, con la porcion distal del axon. También
se observaron estructuras circulares de granos, generalmente en las porciones distales del
terminal (Fig. 38). En de la porcion més distal del axdn motor se observé en algunos casos
un cumulo de granos (Fig. 41, flechas blancas), siendo méas frecuente éste fenémeno en

los ratones mutantes que en los controles o silvestres (véase mas adelante).

La caracteristica distribucion de los granos planted la posibilidad de una
asociacion entre éstos y el citoesqueleto. Esta posibilidad cobra ain mas interés si se tiene
en cuenta que el citoesqueleto es uno de los elementos caracteristicamente alterado en
AME.

126



Resultados

Control

Figura 41. Los granos de SMN se distribuyen en el terminal formando camulos y
estructuras lineales. Proyecciones de maxima intensidad de terminales presinapticos
motores de ratones control y mutante AME que muestran la distribucion tipica de SMN
en esta localizacion: formando cumulos (puntas de flechas azules) estructuras lineales
(puntas de flechas amarillas). Notese el cimulo a nivel de la porcion distal del axon
(flechas blancas) en el mutante. En los paneles inferiores se muestran las imagenes con
el marcaje postsinaptico (BTX-Rodamina). Barra de escala: 10 pm

1.2.2. SMN se asocia espacialmente a MAP1B en mutantes y

controles

Uno de los elementos citoesqueléticos afectados en AME son los microtubulos (MT)
(Wen et al., 2010; Torres-Benito et al., 2011; Torres-Benito, 2012). Asi mismo, en
trabajos previos de nuestro laboratorio, hemos mostrado que la distribucion intraterminal
de la proteina MAP1B presenta signos de retraso madurativo en AME (Torres-Benito,
2012). MAP1B estd implicada en la dindmicay estabilizacion de los microtubulos durante
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el desarrollo y la maduracion sinaptica y se ha descrito que in vitro interacciona con HuD
(Fujiwara et al., 2011), proteina asociada a SMN en los granos axonales (Akten et al.,
2011; Fallini et al., 2011). Por todo ello indagamos la posible relacion espacial entre

MAP1B y SMN en los terminales nerviosos motores durante la maduracién postnatal.

Estudiamos la relacion espacial entre MAP1B y SMN en axones y terminales
motores en el masculo TVA a P7 mediante doble marcaje inmunohistoquimico en el
modelo Taiwanés de AME. En este modelo la expresion de SMN presento caracteristicas

similares a las observadas en el modelo SMNA?Y.

En la Figura 42 se muestra dos ejemplos representativos de la sefial de SMN y
MAP1B en axones y terminales nerviosos motores. En los axones la sefial de MAP1B fue
intensa y continua tanto en control (Fig. 42A) como en mutante (Fig. 42C). La sefial de
MAP1B fue coincidente con la sefial de SMN como se muestra en los perfiles lineales
(Fig. 42B y D, gréficos izquierdos). En los terminales presinapticos, sin embargo,
MAP1B presentd una distribucion fundamentalmente difusa, mas acusada en los
mutantes, y no fue infrecuente encontrar estructuras redondeadas en las porciones finales.
(Fig. 42A, recuadro). La sefial de SMN fue coincidente con la de MAP1B, tanto con las
ramas como con las estructuras finales de MAP1B (Fig. 42B, gréfico derecho). En los
terminales mutantes, los granos de SMN aparecieron fundamentalmente como acimulos
pero dentro de la distribucion de MAP1B (Fig. 42D). Estos resultados, por tanto, muestran
cierto grado de colocalizacion entre MAP1B y SMN

Figura 42 (pagina siguiente). Los granos de SMN estan espacialmente asociados a
MAP1B en los terminales presinapticos motores. A. Proyecciones de méaxima
intensidad de una union neuromusculares ratones control. La trayectoria de los granos de
SMN (magenta) coincide con la sefial de MAP1B (verde), tanto en el axén (1) como en
el terminal presinaptico (2). En algunos terminales, MAP1B forma estructuras
redondeadas en las porciones mas distales con presencia de granos de SMN (recuadro).
B. Perfil lineal de intensidad de MAP1B (verde) y SMN (magenta) en los segmentos 1y
2 indicados en A. C. Proyecciones de maxima intensidad de una union neuromuscular de
un raton mutante AME. MAP1B presenta una distribucion difusa. D. Perfil lineal de
intensidad de MAP1B (verde) y SMN (magenta) en los segmentos 1y 2 indicados en C.
Notese que la sefial de SMN esté englobada por la sefial de MAP1B. Barras de escala: 10

fm.
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1.2.3. SMN se asocia a los NF

Dado el papel de soporte estructural de los NF y su afectacion en la AME (Cifuentes-
Diaz et al., 2002; Kariya et al., 2008; Murray et al., 2008; Kong et al., 2009; Ruiz et al.,
2010; Torres-Benito et al., 2011; Torres-Benito, 2012), estudiamos la posible relacion
espacial entre los NF y los granos de SMN mediante doble marcaje inmunohistoquimico
para NF (NF-M) y SMN.

En los animales silvestres, los NF mostraron una disposicion ramificada,
finalizando en algunos casos en estructuras con forma de lazo. Ademas, aparecieron
también algunas pequefias estructuras saculares, de pequefio tamafio, a lo largo del
recorrido de las ramas intraterminales. Al estudiar la distribucion espacial de los granos
de SMN y compararla con la trayectoria de los NF, encontramos una estrecha correlacion,
correspondiendo, ademas, los cuimulos de granos con los pequefios engrosamientos de los
NF (Fig. 43).

En los animales controles del modelo SMAA7, los NF siguieron una disposicion
similar a las observadas en los terminales presinapticos de ratones silvestres. La Figura
43 muestra ejemplos representativos de un terminal presinaptico silvestre, control y
mutante. En los tres genotipos, los granos de SMN aparecieron espacialmente
relacionados con las ramas y los lazos de NF (Fig. 43, paneles inferiores). Obsérvese, sin
embargo, que en el mutante aparece un cimulo de NF a la entrada del axén en el terminal

(flecha) y que en él la densidad de granos de SMN es muy alta (véase méas adelante).

130



Resultados

Silvestre SMAA7

Figura 43. Los granos de SMN estan espacialmente asociados a los NF en los
terminales presindpticos motores. Los seis paneles superiores muestran proyecciones
de méaxima intensidad de uniones neuromusculares de ratones silvestre a P3 y control y
mutante SMAA7 a P9. Los granos de SMN (gris) se disponen coincidentes a las ramas
intraterminales de NF (verde). Notese, que en el mutante aparece un cumulo de NF a la
entrada del axon en el terminal (flecha) coincidente con una alta densidad de granos de
SMN. Las regiones delimitadas se muestran con mayor detalle en los seis paneles
inferiores, donde puede observarse la coincidencia entre NF y SMN a nivel de los lazos
terminales. Barras de escala: 10 um (paneles superiores) y 2 um (paneles inferiores).
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1.2.4. Relacion entre NF y MAP1B

Tanto MAP1B como los NF son proteinas que, entre otras funciones, participan en el
desarrollo y maduracion neuronal. Si bien no se ha descrito ninguna interaccion directa
entre ellas, ambas interaccionan con los MT. Por un lado, la proteina Futsch, analoga en
Drosophila de MAP1B, mantiene la integridad de los MT en NMJ en expansion (Ross et
al., 2000; Godena et al., 2011). Por otro lado, las cadenas laterales de los NF regulan la
densidad de MT vy el calibre del axon, existiendo una correlacion inversa entre contenido
de MT y de NF en este compartimento (Lariviere & Julien, 2004; Yuan et al., 2017). En
AME, ambas proteinas estan alteradas a nivel de la NMJ, por un lado, con dispersion y
reduccion de los niveles de MAP1B (Torres-Benito, 2012) y, por otro, con retraso
madurativo de los NF y su posterior acumulacién (Cifuentes-Diaz et al., 2002; Kariya et
al., 2008; Torres-Benito, 2012). Dado que los granos de SMN siguen la trayectoria tanto
de MAP1B como de los NF, comparamos a continuacion la relacion espacial entre ambas

proteinas del citoesqueleto en axones y terminales motores en los distintos genotipos.

En los axones, la intensidad en el marcaje de ambas proteinas fue variable incluso
en axones adyacentes. Ejemplos representativos de esta heterogeneidad se muestra en la
Figura 44. Tanto en ratones silvestres como en controles y mutantes AME, la sefial de
ambas proteinas correlacionaba inversamente, siendo especialmente llamativo que los
axones con un marcaje mas intenso para MAP1B presentaban escasa sefial para NF, y
viceversa. Estos resultados sugieren que existen distintas poblaciones de axones en cuanto

a su composicion relativa de NF y MAP1B.

A continuacidn, nos preguntamos si también el contenido en granos de SMN seria
heterogéneo entre los axones de uno u otro tipo. Para resolver esta cuestion realizamos
un triple marcaje para MAP1B, NF y SMN (Fig. 45A). Asi, pudimos comprobar que
contenido en granos de SMN correlaciond mejor con la sefial de NF, es decir, con aquellos
axones con mayor intensidad para NF (Fig. 45B, puntas de flecha), que con los que
presentaron una sefial mas débil. Fue llamativo encontrar axones con un alto contenido
en MAP1B, pero carentes de granos de SMN (Fig. 45B, flechas). Estos datos sugieren

que los granos de SMN tienden a expresarse en axones ricos en NF.
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Figura 44. Lo axones periféricos presentan un contenido heterogéneo de MAP1B y
NF. A. Proyecciones de maxima intensidad de axones procedentes de ratones silvestres
y controles y mutante del modelo de AME Taiwanés que muestras la existencia de axones
con distinta inmunoreactividad para MAP1B (gris) y NF-M (verde). Barra de escala: 10
pum. B. Perfiles de intensidad de los segmentos indicados en A que muestran la correlacion
inversa entre las sefiales normalizadas de MAP1B (trazo gris) y NF (trazo verde).
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Figura 45. Los granos de SMN presentan un mayor grado de coincidencia con la
sefial de NF que con la de MAP1B. A. Proyeccion de maxima intensidad de una banda
de axones procedentes de un ratdn control del modelo Taiwanés marcados para MAP1B
(magenta), NF (verde) y SMN (rojo). Notese la heterogeneidad de los axones en cuanto
a su inmunorreactividad para cada una de estas proteinas. Barra de escala: 10 um. B.
Perfiles de intensidad de los segmentos indicados en A que muestra la mayor coincidencia
de SMN (trazos rojos) con axones con alta intensidad para NF (trazos verdes) (puntas de
flecha) que con axones con alto contenido en MAP1B (trazos magenta) (flecha).
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Finalmente, investigamos la distribucion espacial de MAP1B y los NF en el
terminal nervioso motor. En ratones silvestres y controles, ambas proteinas colocalizaron
en gran medida tanto en la porcion distal de los axones como en los terminales
presinapticos (Fig. 46). En los mutantes, sin embargo, MAP1B presento un patron difuso-
granular (Fig. 46, recuadro). Es de destacar que en los terminales mutantes la sefial de
MAP1B coincidi6é con los acimulos anomalos de NF (Fig. 46, punta de flecha, véase
apartado 2.5). No obstante, no existio concordancia de intensidades entre ambas sefales,

puesto que, si bien eran las regiones mas intensas para NF, no era asi para MAP1B.

Estos datos, en su conjunto, sugieren una asociacion mas estrecha de los granos
de SMN con los NF que con MAPI1B, tanto en los axones como en el terminal

presinaptico motor.

MAP1B

Silvestre

Control

Mutante

Figura 46. Disposicion de MAP1B y NF en los terminales motores silvestres,
controles y modelo de AME. Proyecciones de maxima intensidad representativas de la
expresion y distribucion de MAP1B (magenta) y NF (verde). En los terminales de ratones
silvestres y controles, la sefial de MAP1B colocaliza con la de NF. En los terminales
mutantes, MAP1B se dispersa, observandose cierto patron granular (recuadro). Notese
que los acumulos de NF no coinciden con una mayor densidad de MAP1B (puntas de
flechas). Barra de escala: 10 pm.
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1.2.5. Los acumulos de NF presentan una alta densidad de
granos de SMN

Los NF en los terminales presinapticos de los ratones mutantes SMAA7 presentaron
acumulos junto con un bajo numero de ramas intraterminales (Fig. 47A), tanto en las
porciones terminales (lazos) como en las proximales. Es més, aproximadamente un 20%
los terminales presentaron un Unico acumulo de NF que ocupaba la mayor parte del
terminal (Fig. 47B). Hay que destacar la gran abundancia de granos de SMN en los
acumulos de NF (Fig. 47A y B). Estas estructuras no se observaron ni en los ratones

controles ni en el modelo silvestre.

En los axones, también se encontraron acumulaciones de granos de SMN
coincidiendo con acimulos de NF, especialmente abundantes en los ratones mutantes.
(Fig. 48, paneles derechos). En los ratones controles, que sobreexpresan SMN, los
acumulos de NF en los axones fueron muy poco frecuentes, uno de los pocos ejemplos
observados se muestra en la Figura 48 (paneles izquierdos). No obstante, es de resaltar
que también en estos casos se observo una mayor densidad de granos de SMN, lo que

indica la estrecha relacidn entre ambas proteinas.

Estos resultados sugieren un compromiso en el trafico retrégrado o en la

degradacion de los granos de SMN en los ratones AME.
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Figura 47. Los terminales motores mutantes presentan acimulos anémalos de NF y
SMN en el modelo SMAATY. Proyecciones de maxima intensidad de terminales motores
del TVA procedentes de ratones SMAA7 a P9. A. Ejemplos de terminales motores con
escasas ramificaciones y distintos acumulos de NF (verde). Se observan acumulaciones
de granos de SMN (blanco) coincidentes con los acimulos de NF. B. Terminal mutante
muy degenerado, con una unica acumulacién masiva de NF que ocupa gran parte del
terminal, conteniendo un abundante ndmero de granos de SMN. La linea verde
discontinua representa el contorno de los NF y la roja delimita el contorno del terminal
postsinaptico. Barras de escala: 10 um
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Control P9 SMAA7 P9

Superposicion

Figura 48. Los axones presentan acumulos de NF a lo largo de su recorrido en el
modelo SMAAT7. Los acumulos axonales de NF coinciden con acumulaciones de granos
de SMN, tanto en controles como en mutantes del modelo SMAA?7. Los paneles inferiores
(recuadros) muestran detalles de la superposicion de los granos de SMN con los acimulos
de NF. Barra de escala: 40 y 2 um (paneles izquierdos) y 15y 5 um (paneles derechos).
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1.3. Estudio de proteinas potencialmente asociadas a SMN

Puesto que diversos estudios in vitro en modelos de AME han mostrado una alteracion
en la localizacion axonal de SMN y de distintas proteinas asociadas, como IMP1, hnRNP-
R o HuD en motoneuronas y en neuronas centrales (Akten et al., 2011; Fallini et al., 2011,
2014, 2016; Hubers et al., 2011; Donlin-Asp et al., 2017), hipotetizamos que in vivo la
composicion de los granulos de SMN en los axones motores se encuentra alterada en el
contexto de la AME. Con el objetivo de poder contrastar esta hipotesis, estudiamos la
expresion de distintas proteinas potencialmente asociadas a los granulos de SMN
mediante marcaje inmunohistoquimico en preparaciones neuromusculares y de médula
espinal. Concretamente, realizamos inmunomarcaje de tres proteinas: Gemina 2, Gemina
3y HuD, en ratones silvestres y modelo SMAA7 (Tabla IX y X). Ademas, testamos la
presencia de una cuarta proteina, Cpgl5 que, aunque no ha sido demostrado que
interaccione con SMN in vitro, la incluimos en nuestro estudio ya que esta implicada en

el neurodesarrollo y su ARNm es estabilizado por HuD.

Como la expresion de algunas de estas proteinas potencialmente se regula a la
baja a lo largo de la maduracién del sistema nervioso, optamos por realizar los marcajes
a una edad temprana (P3). No obstante, ninguna de las cuatro proteinas fue detectada en
las preparaciones neuromusculares. También se realizé inmunomarcaje a PO, tanto en el
TVA como en el diafragma, con iguales resultados (Tabla IX). En principio,
interpretamos estos resultados cémo un problema de accesibilidad de los anticuerpos a
los epitetos correspondientes, mas que a la ausencia de estas proteinas en el axén vy el

terminal nervioso (véase mas adelante Discusion).

Asi mismo, investigamos la expresion de Gemina2, Gemina3, HuD y Cpgl5 en
el soma de las motoneuronas espinales de ratones de 9 dias de edad. Para ello realizamos
marcajes inmunohistoquimicos en cortes de médula espinal lumbar (L1-L2),
identificando estas neuronas por su localizacion en el asta ventral de la medula e
inmunoreactividad a un anticuerpo especifico contra la acetil-colin transferasa (ChAT,;
AB144P, Merck Millipore) (Tabla X). No obstante, unicamente HuD pudo ser

identificado de forma clara en estos experimentos.
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Tabla IX. Experimentos realizados para la identificacion por IHQ de proteinas
potencialmente asociadas a SMN en axones y terminales nerviosos motores.

Genotipo Muestra |Edad

Silvestre  1:500 1:500 - TVA Estandar
Silvestre  1:50 1:50 - - - TVA P3  Estandar
Silvestre  1:50 - - - 1:200 TVA P3  SDS

Silvestre - - 1:500 1:500 - TVA P3 Estandar
Silvestre - - 1:500 1:500 - TVA P3  Estandar
Silvestre - - 1:50 1:50 - TVA P3 Estandar
Silvestre - - 1:50 - - Diafragma PO Estandar
Silvestre - - 1:50 - - TVA PO Estandar
Control - - - 1:50 - TVA P3  Estandar

Tabla X. Experimentos realizados para la identificacién por IHQ de proteinas
potencialmente asociadas a SMN en secciones de medula espinal lumbar L1-L2.

Antlcuerpo
Genotipo Edad
[Gemin2] [Cpg15] | [ChAT]

Control 1:250 Estandar
Control 1:50 1:250 P9 Estandar
Control 1:50 1:250 P9 Estandar
Mutante 1:50 1:250 P9 Estandar
Control 1:50 1:250 P9 Estandar
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1.3.1. La expresion de HuD en las motoneuronas de la medula espinal
no esta disminuida en ratones SMAA7

La sefial de HuD fue intensa en los cortes de médula espinal lumbar (L1-L2), tanto en
ratones controles como mutantes. La sefial se localizé fundamentalmente en la sustancia
gris, tal y como se muestra en las secciones transversales de controles y mutantes de la
Figura 50A. Se marcaron todas las regiones de la sustancia gris, es decir, las astas

dorsales, intermediolaterales, comisura central y astas ventrales.

En las astas ventrales, se identificO inmunorreactividad para HuD tanto en las
motoneuronas, identificadas mediante inmunomarcaje contra ChAT (Fig. 49Ay B), como
en otras células ChAT negativas de menor tamafio, posiblemente interneuronas (Fig. 49B,
flechas). En las motoneuronas, la sefial de HuD fue particularmente intensa en el somay
en la regién mas proximal de las neuritas (Fig. 49C, puntas de flechas).

Puesto que experimentos previos en pez cebra han descrito los niveles de HuD
son dependientes de SMN (Hao et al., 2017), hipotetizamos que los niveles de expresion
de HuD pudieran estar disminuidos en las motoneuronas de los ratones mutantes del
modelo SMAAT. Para contrastar esta hipdtesis se realizd un analisis comparativo de la
sefial de HuD en las neuronas del asta ventral entre ratones controles y mutantes SMAA7
(Fig. 50)

La intensidad media de la sefial en las motoneuronas fue similar en ambos
genotipos, con unos valores medios de 1247 + 70,92 u.a.f en el control (n = 158 neuronas,
N = 4 ratones) y de 1203 + 769,1 u.a.f. en el mutante AME (n = 162 neuronas, N = 4
ratones) (p = 0,886, prueba de la U de Mann-Whitney). Asi mismo, tampoco se observd
una diferencia significativa entre las motoneuronas y las células ChAT negativas del asta
ventral en ambos genotipos (p = 0,0796, ANOVA de dos factores), aunque si una
tendencia a presentar estas Ultimas una menor intensidad, con unos valores medios de
920,5 £ 101,3 u.a.f. en el control (n =69, N = 3) y de 994,9 £ 172,4 u.a.f en el mutante
AME (n =62, N = 3). La Figura 50C muestra el histograma de frecuencia de intensidades
medias en ambos tipos celulares en control (izquierda) y mutante AME (derecha),
pudiéndose observar la tendencia a una menor sefial en las neuronas ChAT negativas
(gris) que en las motoneuronas (negro) asi como una mayor variabilidad en la expresion
de HuD, identificada como un aplanamiento del histograma, en los ratones mutantes
AME.
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Figura 49. Presencia de HuD en la médula espinal. Proyecciones de méxima intensidad
de cortes de médula espinal lumbar procedente de ratones controles y mutantes SMAA7
a P9, tras inmunomarcaje con anticuerpos anti-HuD (verde) y anti-ChAT (blanco). A. La
sefial de HuD se concentra fundamentalmente en los cuerpos celulares de la sustancia gris
medular en los dos genotipos. Notese que tanto las motoneuronas (recuadros) como otras
células presentan sefial. B. Imagenes con mayor resolucién de los recuadros en A donde
puede identificarse la sefial para HuD tanto en células ChAT positivas como negativas
(flechas). C. Ampliacion de los recuadros en B. La sefial es mas intensa en el citosol y en
la porcién proximal de las neuritas (puntas de flecha). Barras de escala: 400 um (A), 50

pum (B) y 20 um (C).
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Figura 50. La expresion de HuD en las motoneuronas de la médula espinal no esta
disminuida en ratones SMAA7 a P9. A. Ejemplos representativos de los 2 tipos de
células analizados: MN y N. Corresponden a proyecciones de maxima intensidad de 3
planos opticos (1,5 um) de células del asta ventral del segmento L1-L2. Barra de escala:
20 um. B. Analisis comparativo de la intensidad media para HuD en neuronas ChAT
positivas (MN) y ChAT negativas (N) en ratones control y mutante AME. C. Histograma
de frecuencias de intensidad media en neuronas ChAT positivas y negativas en ratones
control (izquiera) y mutantes AME (derecha).
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A continuacidn, realizamos marcajes inmunohistoquimicos con el anticuerpo anti-
SMN (H195) en cortes de médula espinal en el mismo modelo y a la misma edad, P9.
Como se esperaba, pudo identificarse sefial procedente de SMN en las motoneuronas
espinales (Fig. 51). La sefial anti-SMN fue intensa en ndcleo y en el soma de las
motoneuronas, tanto en ratones controles como mutantes. Los granos intensos que

aparecen en el nacleo son compatibles con la localizacion de SMN en los gems.

Control

SMAA7

Figure 51. Inmunomarcaje de SMN en el ndcleo y soma de motoneuronas espinales
en secciones de medula espinal de ratones controles y mutantes SMNATY.
Proyecciones de maxima intensidad, seccion optica de 3 pum, de secciones de medula
espinal a P9 que muestran el marcaje del anticuerpo anti-SMN (magenta) en el soma y el
nacleo de las motoneuronas, identificadas mediante un anticuerpo anti-CHAT (verde).
Barra de escala: 10 um.

Estos resultados sugieren, por un lado, que HuD y SMN se expresan
simultaneamente en las motoneuronas espinales durante la etapa de maduracion postnatal
Yy, por otro, que los niveles de HuD no se ven afectados en un contexto de bajos niveles
de proteina SMN completa en la médula espinal al contrario que se ha postulado en pez
cebra (Hao et al., 2017).
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Finalmente, puesto que HuD participa en procesos de plasticidad neuronal y
sinaptogénesis a nivel de SNC y nuestros resultados no muestran diferencias entre
genotipos en su expresion, quisimos confirmar la existencia en nuestro modelo de las
alteraciones en los contactos sinapticos de las motoneuronas descritos por otros grupos.
Para ello, estudiamos en colaboracion con el Dr. Jorge Ojeda el nimero de entradas
sinapticas excitatorias de las neuronas ChAT positivas mediante marcaje
inmunohistoquimico del transportador vesicular de glutamato-2 (vGIuT2), el cual se
encuentra en las sinapsis glutamatérgicas de la medula espinal (Fig. 52). En los mismos
segmentos estudiados en los experimentos de HuD, la densidad de entradas sinépticas de
las neuronas ChAT positivas fue significativamente menor en los ratones mutantes AME
(p = 0,0154, test de la t de Student de dos colas), con unos valores medios de 0,059 +
0,005 /um? en los ratones controles (n = 43 neuronas; N = 3 ratones) y 0,04 + 0,003 /um?
en los mutantes (n = 62 neuronas; N = 4 ratones). Estos resultados sugieren que las
alteraciones en los contactos sinapticos a nivel del asta ventral de la médula son

independientes de los niveles de HuD a P9.
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Figura 52. Las entradas sinapticas glutamatérgicas de las neuronas colinérgicas
espinales estian afectadas en los ratones AME a P9. A. Imégenes representativas de las
entradas sindpticas excitatorias (vGluT2; blanco) de las motoneuronas espinales (ChAT;
verde) de ratones control y mutante AME. Corresponden a proyecciones de maxima
intensidad de 5 planos Opticos (2 um) del segmento L1-L2. Barra de escala: 10 um B.
Cuantificacion de la densidad de entradas sindpticas positivas para vGluT2 por unidad de
area del soma. *: p <0,05.
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1.4. Identificacion de ARNm en el axon y la NMJ

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los roles atribuidos a SMN en axones y
conos de crecimiento es el de estabilizacion y translocacion de ARNm procedentes del
soma (Donlin-Asp et al., 2016, 2017). Por ejemplo, se ha demostrado que en
motoneuronas en cultivo SMN participa en la localizacion axonal del ARNm de B-actina,
asi como de otros mensajeros, tales como los de GAP43, Cpgl5 o ANXA2(Rossoll et al.,
2003; Akten et al., 2011; Fallini et al., 2011, 2014, 2016; Hubers et al., 2011). Estudios
recientes, ademas, han sefialado la implicacion de SMN en la sintesis local de proteinas
en axones motores in vivo (Bernabo et al., 2017; Lauria et al., 2020). Por tanto, y teniendo
en cuenta que en el presente trabajo hemos descrito una organizacién de SMN en granos,
similar a la descrita en axones y conos de crecimiento en neuronas en cultivo,
hipotetizamos que “In vivo, SMN participa en la sintesis local de proteinas en axones y
terminales presinapticos motores mediante la interaccion y estabilizacion de las
moléculas implicadas en la traduccion local”. Mas concretamente, dado que previamente
se ha demostrado la presencia de ARNm para B-actina en motoneuronas en cultivo
(Rossoll et al., 2003), proponemos que también esta presente in vivo en el axon y la NMJ

durante el periodo de maduracién postnatal temprano.

Para el abordaje de esta hipdtesis se realiz6 una estancia de tres meses en el
laboratorio del Prof. Michael Sendtner, en el Institut fir Klinische Neurobiologie
(Universidad de Wirzburg, Alemania). Se llevaron a cabo experimentos de hibridacion
in situ (FISH) mediante sonda de unién a ARNm conjugada al polipéptido digoxigenina
(DIG). Esta sonda permite la visualizacion de ARNm especificos hibridados mediante
inmunomarcaje del péptido DIG. Las preparaciones neuromusculares empleadas fueron

musculos TVA procedentes de ratones silvestre entre de entre 3 y 6 dias de edad (P3-6).

1.4.1. Establecimiento de las condiciones experimentales

Un elemento importante para la realizacion de la técnica FISH es la digestion proteica,
necesaria para que los complejos ARN-proteinas se disocien y el ARN de interés sea
accesible para la sonda. Sin embargo, también supone un compromiso si se quiere detectar

al mismo tiempo proteinas marcadoras de estructuras, como las proteinas citoesqueléticas
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o los receptores de acetilcolina, puesto que la digestion proteica puede dafiar estas estas

moléculas.

Por este motivo, inicialmente testamos diferentes condiciones experimentales a
fin de obtener la digestiobn enzimatica apropiada del tejido. Ensayamos dos
concentraciones de proteinasa K: 10 y 2 mg/ml y distintos tiempos de incubacion (5-45
minutos). Con 10 mg/ml de proteinasa K obtuvimos una sefial punteada intensa,
caracteristica del marcaje de ARNm (Fallini et al., 2016; Moradi et al., 2017) tras 5y 15
minutos de digestion, pero méas debil a los 30 minutos y casi inexistente a los 45 minutos
(Fig. 53A). Tambieén se observaron algunas estructura fluorescentes alargadas,
probablemente correspondientes con marcaje inespecifico de los remanentes de las vainas
de mielina axonales (Fig. 53A, puntas de flechas), incluso tras 45 minutos de incubacién
con la enzima. No obstante, el marcador neuronal elegido, la proteina tau, no pudo
identificarse adecuadamente en estas condiciones, posiblemete por su alta sensibilidad a
la digestion enzimatica. Estos resultados mostraron que, si bien una concentracion de
proteinasa K de 10 mg/ml con tiempos cortos de incubacion es adecuada para la

visualizacion del ARNm de B-actina, no permite la correcta visualizacion de tau.

Por ello, redujimos la concentracion de proteinasa K a 2 mg/ml. A esta
concentracion obtuvimos sefial procedente de la sonda de ARN con caracteristicas
similares a las observadas con 10 mg/ml (Fig 53B), incluso tras 45 minutos de incubacién
con la enzima. Por otro lado, pudimos identificar sefial procedente del marcador proteico
Unicamente tras 5 minutos de incubacion con proteinasa K. Con estos datos, establecimos
que las condiciones Optimas de digestion enzimatica para estos ensayos eran de 5 min de
incubacion con proteinasa K a una concentracion de 2 mg/ml. En la Figura 53C se muestra
un ejemplo de las sefiales obtenidas una vez optimizado el protocolo. Observesé el
punteado intenso correspondiente a la sonda de ARNm (verde) y la sefial de tau

correspondiente (rojo).
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A Proteinasa K10 mg/ml

5 minutos 15 minutos 30 minutos 45 minutos

B Proteinasa K 2 mg/mil
5 minutos 15 minutos 30 minutos 45 minutos

Figura 53. Establecimiento de las condiciones experimentales para la deteccion del
ARNm de p-actina en preparaciones neuromusculares del musculo TVA. A.
Tratamiento con 10 mg/ml de proteinasa K durante los periodos de tiempo indicados.
Obsérvese que a medida que aumenta el tiempo de incubacion (5-15 min) la sefal de la
sonda-polipéptido DIG que identifica el ARNm de B-actina (f-Actina, verde) aumenta,
pero disminuye por degradacion del ARN con incubaciones > 30 minutos, no
observandose sefial punteada a los 45 minutos. En las bandas axonales puede observarse
también marcaje inespecifico de los remanentes de las vainas de mielina (puntas de
flecha). Notese la ausencia de sefial para tau (rojo) en todos tiempos usados. B.
Tratamiento con 2 mg/ml de proteinasa K durante los periodos de tiempo indicados. En
comparacion con A, el descenso de la sefial correspondiente a f-actina se produce mas
tardiamente, quedando aun sefial tras 45 minutos de incubacion con la enzima. Notese
que tiempos de incubacion de 5 minutos permiten la visualizacion de la sefial
correspondiente a tau. C. Detalle de la sefial punteada de la sonda en una banda de axones
identificada por su inmunoreactividad a tau tras una incubacioén con 2 mg/ml durante 5
minutos. Barra de calibracion: 40 pum (A-B) y 10 um (C).
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A continuacion, comprobamos la especificidad del anticuerpo anti-DIG mediante
un experimento control negativo. Tratamos el tejido con proteinasa K pero en ausencia
de la sonda de union al ARNm de B-actina. En la Figura 54 se muestra que en ausencia
de la sonda no se obtuvo sefial punteada en el canal verde y si sefial para tau en el canal
rojo (flechas), lo que indica que el anticuerpo contra el péptido sefial no se une de forma

inéspecifica a otras moléculas.

fibras musculares axones

Figura 54. La deteccion de 1a sonda por parte del anticuerpo anti-DIG es especifica.
Proyecciones de méaxima intensidad de una preparacion neuromuscular visualizada en el
canal verde y en el rojo. Se aplico el protocolo estandar de FISH, pero sin sonda de f-
Actina. Notese que Uinicamente se obtiene sefial de autofluorescencia del tejido en el canal
de la sonda (verde) mientras que si se obtiene sefial de tau (rojo) tanto en la banda de
axones como en los terminales motores (flechas). Barra de calibracion: 40 uym

1.4.2. EI ARNm de B-actina esté presente en el axon y en la union
neuromuscular durante la maduracion postnatal

Una vez establecidas las condiciones de digestion enzimatica y la especificidad del
anticuerpo, usamos marcadores del axon y de la NMJ para comprobar la presencia de la

sefial del ARNm de B-actina en estas estructuras (Fig. 55).

Los axones se identificaron por su morfologia y por su inmunorreactividad a un
anticuerpo anti-NF-M. La Figura 55A muestra un ejemplo representativo en la que se
observa que la sefial del ARNm de B-actina coindice con el marcaje de los NF de los

axones. Notese que el aspecto punteado de los NF se debe al efecto de la proteinasa K.
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Para la identificacion de la NMJ se utiliz6 BTX-Cy3. Como se aprecia en el
ejemplo de la Figura 55B, la sefial punteada de la sonda (panel izquierdo) y la sefial
correspondiente al marcaje de los receptores nicotinicos (panel derecho) son

superponibles, indicabando la presencia de este transcrito en la NMJ.
-

Figura 55. El ARNm de B-Actina esta presente en axones periféricos y en la union
neuromuscular. A. Proyeccion confocal que muestra imagen de un plano tnico de una
banda de axones con sefiales fluorescentes de -actinay NF. B. imagen de un plano tnico

que muestra un ejemplo de uniéon neuromuscular con sefiales fluorescentes de la sonda
para B-actina y BTX. Barras de calibracion: 40 (A) y 10 (B) um.
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No obstante, la similitud de las sefiales de la sonda y de BTX en algunas regiones
nos planteo la posibilidad de que pudiera haber cierto grado de cruce de sefiales entre los
canales. Para minimizar esta posibilidad, tomamos las imagenes de forma secuencial en
vez de simultanea, aungue ello supuso un mayor tiempo de adquisicion y blanqueamiento
de la sefial. Ademas, para comprobar la existencia o no de cruce de sefiales, se realizaron
dos controles. Por un lado, se excit6 la muestra utilizando solo el laser de 488 nm vy se
monitorizo la fluorescencia en ambos canales (Fig. 56A, paneles izquierdos). Como se
aprecia en el ejemplo de la figura, en ausencia de estimulacion a 561 nm se obtuvo sefial
intensa para la sonda, lo que era esperable por el espectro de excitacién de AF488, pero
no en el canal de la BTX, lo que indica que la emision del canal verde no pasa al otro
canal y que su emisién no excitd a Cy3. Por otro, cuando se usaron ambos laseres no se
observo que la intensidad de la sefial de la sonda se modificara de forma importante (Fig.
56A, paneles derechos), lo que indica que la sefial procedente de Cy3 no cruzaba al canal
verde a pesar de una buena intensidad de sefial en el canal de Cy3. Estos resultados
indican que, a las intensidades de laseres empleadas, la sefial obtenida en cada canal es
especifica del floréforo correspondiente y que el cruce de canales, de producirse, es

minimo.

Finalmente, para para confirmar los resultados del experimento anterior, se
empled un anticuerpo primario anti-tau con Cy3 como secundario en vez de BTX-Cy3
(Fig 56B). El patron de sefial de tau fue completamente distinto al de BTX, presentando
un patron granular. Sin embargo, la sefial procedente de la sonda mantuvo el mismo

patron.

En su conjunto, estos datos muestran por primera vez la presencia del ARNm de
B-actina terminales motores durante el periodo de maduracion postnatal del circuito

motor.

152



Resultados

A

488: 1% ; 561: 0% 488: 1% ; 561: 7%

Figura 56. La sefial es especifica de 1a sonda de -Actina. A. imagenes de plano Unico
que muestran que el cruce de sefial entre el canal de la BTX y el de B-actina es
insignificante. Si el tejido se excita exclusivamente con 488 nm (paneles izquierdos) no
se observa sefial en el canal Cy3. Cuando se excita junto con 561 nm (paneles derechos)
no se observa un cambio apreciable en la intensidad de la sefial de p-actina. B.
Proyecciones de maxima intensidad que muestra la distribucion de sefiales fluorescentes
de B-actina y tau en ausencia de BTX-Cy3. Barras de escala: 5 um
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1.5. Los terminales presinapticos motores contienen ribosomas
y polirribosomas durante el periodo de maduracion postnatal

SMN, ademas de actuar como chaperona molecular en el ensamblaje de las SnRNP del
espliceosoma, interacciona con proteinas que unen ARNm (RBP) facilitando el
ensamblaje y transporte de los granulos MRNP desde el soma a las neuritas y axon (Price
et al., 2018). Asi mismo, estudios recientes han mostrado que SMN se une de forma
especifica a un conjunto de ribosomas regulando la traduccién de un grupo amplio de
ARNmM (Lauria et al., 2020). Dada la presencia de SMN en axones y terminales motores,
hipotetizamos que los granos de SMN identificados en nuestro trabajo participan en el
transporte de ARNm y RBP desde el soma hasta el terminal presinaptico donde tiene
lugar la sintesis local de proteinas durante la fase de maduracion sinéptica. No obstante,
hasta la fecha, existe pocos datos sobre de la presencia de elementos de la maquinaria de
sintesis proteica en los terminales presindpticos motores. Por ello, investigamos la
presencia de ribosomas y polirribosomas en este compartimento mediante microscopia
electrénica de transmisién, en colaboracion con los profesores Calderd (Universidad de
Lleida) y Armengol (Universidad Pablo de Olavide). Estos experimentos fueron
realizados en el servicio de microscopia del Centro de Investigacion, Tecnologia e

Innovacidn de la Universidad de Sevilla (CITIUS).

La Figura 57 muestra ejemplos representativos de NMJ del musculo Tibialis
anterior procedente de ratones control y mutante SMAA7, a P14. En ambos genotipos se
aprecian abundantes ribosomas en el terminal presinaptico, asi como algunos
polirribosomas (Fig. 57, puntas de flechas y recuadros). Estos resultados, junto con la
identificacion del ARNm de pg-actina, demuestran que los terminales presinapticos
motores controles y AME contienen la maquinaria molecular necesaria para la sintesis de
proteinas. Ademas, la presencia de polirribosomas sugiere fuertemente la existencia de

traduccion local activa durante la maduracion postnatal de la NMJ.

154



Resultados

Control

Figura 57. Los terminales presinapticos motores controles y mutantes SMAA7
contienen ribosomas y polirribosomas. Imagenes representativas tomadas mediante
microscopia electronica de transmisién uniones neuromusculares del muasculo TA de
ratones control (A-B) y mutante SMAA7 (C-D) a P14. En el citoplasma del terminal
presinaptico, se marcaron las vesiculas sinapticas (sv), los neurofilamentos (NF), las
mitocondrias (mit) y el reticulo endoplasmico liso (ser). Dispersos a través del citoplasma
del terminal presinaptico hay numerosos ribosomas independientes (r) (flechas) y, menos
abundantes, polirribosomas (p) (puntas de flecha y recuadro de A y D). jf: pliegues de la
unién; ps: elemento postsinaptico; rer: reticulo endoplasmico rugoso; Sc: célula de
Schwann. Barras de calibracion: 500 nm (A'y C), 200 nm (B y D) y 50 nm (insertos de A

y D).
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2. Afectacion de la endocitosis y de las mitocondrias
presinapticas en la AME

Las mitocondrias desempefian un papel importante en la regulacion de la
neurotransmision y las necesidades metabdlicas en las sinapsis. Por un lado, actia como
un sumidero del Ca?* libre citoplasmatico (Jung et al., 2020), regulando, por tanto,
indirectamente el proceso de neurotransmision y evitando procesos neurotdXicos
secundarios a los altos niveles citoplasmaticos de este ion. Ademas, la mitocondria
participa en el acoplamiento entre la produccion y la demanda energética celular
(MacAskill et al., 2010; Rueda et al., 2016), especialmente importante en las neuronas

debido al aumento de la demanda de ATP durante la actividad eléctrica.

Distintos grupos han investigado el estado de las mitocondrias en el contexto de
la AME, determinando que la estructura y el metabolismo mitocondrial estan alterados
(Kariya et al., 2008; Kong et al., 2009; Torres-Benito et al., 2011; Miller et al., 2016).
En las cultivos primarios de motoneuronas AME, las mitocondrias son menos abundantes
que en el control (Martinez et al., 2012) y tienen una longitud reducida (Miller et al.,
2016). Ademés, en las motoneuronas en cultivo deficientes en SMN los genes
relacionados con la bioenergética mitocondrial estan desregulados, el balance respiratorio
y la sintesis de ATP estan reducidos y el nivel de estrés oxidativo aumentado (Miller et
al., 2016). Sin embargo, hasta donde sabemos, no existe informacion directa en AME
sobre la capacidad de las mitocondrias sinapticas para tamponar el Ca?" durante la

actividad eléctrica, un mecanismo esencial para sintetizar ATP bajo demanda.

En nuestro laboratorio hemos medido los transientes de Ca?* en las mitocondrias
presinapticas de la NMJ y monitorizado el proceso de exocitosis y endocitosis de forma
dindmica ex vivo, en ratones controles y modelo de AME (Lopez-Manzaneda et al., 2021).
Estos experimentos demostraron una reduccion del Ca?* libre mitocondrial en los ratones
AME durante la actividad eléctrica. En el presente estudio hemos investigado la posible
participacion del potencial de membrana mitocondrial en la alteracion de la homeostasis
mitocondrial del Ca?*, asi como la contribucion de la glucdlisis versus la fosforilacion

oxidativa en la obtencion de energia durante la neurotransmision.
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2.1. Caracterizacion funcional del modelo animal

El modelo animal AME empleado para la caracterizacion funcional del terminal
presindptico motor fue el modelo murino taiwanés. En primer lugar, realizamos la
caracterizacion fenotipica bésica de la colonia. La curva de peso corporal mostré una
diferencia significativa entre los ratones controles y mutantes a partir de P4. La diferencia
aumento con la edad ya que en los ratones AME el peso medio se mantuvo casi constante
cerca de los 2 g entre P3 y P14, mientras que los ratones controles aumento6 en promedio
0.5 ¢/ dia (Fig. 58A).
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Figura 58. Los ratones mutantes del modelo Taiwanés presentan un fenotipo
alterado. Comparacion de los principales parametros fenotipicos de los ratones controles
(azul; n =10, N = 3) y mutantes AME (naranja; n = 17, N = 3). A. Evolucion de la curva
de peso corporal. B. Comparacion de la curva de tiempos de enderezamiento. **: p <
0,005; ***: p < 0,0005; Test de Bonferroni.
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El estudio de la funcion motora se realiz6 mediante el anélisis del reflejo de
enderezamiento (ver Material y Métodos). Los valores obtenidos fueron similares en
controles y mutantes hasta P8, con un rango comprendido entre 10 y 20 s (Fig. 58B). Sin
embargo, a partir de P9 se produjo un descenso brusco en los controles, enderezandose
casi al instante a partir de P10 en la mayoria de los casos. Los mutantes, sin embargo,
mantuvieron la tendencia observada durante los primeros 8 dias durante todo el tiempo
que durd el ensayo. Asi mismo, mientras que la variabilidad en los tiempos entre ratones
se mantuvo alta en los mutantes, en los controles disminuy6 sustancialmente durante la

segunda semana de vida.

Finalmente, estudiamos la supervivencia de los ratones mutantes AME desde el
nacimiento. La mortalidad ocurrié entre P5 y P15, con la mediana situada en P10 (Fig.
59A), siendo la edad media de supervivencia de 9,9 + 0,46 dias (n=31 ratones, N=5
camadas). Sin embargo, observamos cierta variabilidad entre camadas (Fig. 59B), por
ejemplo, en una de ellas se observd un desplazamiento de la curva a la derecha
sobreviviendo todos los ratones mutantes hasta P12, edad en la que en el resto de las

camadas el 60-100% de los ratones habian ya fallecido.
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Figura 59. Los ratones mutantes mueren en las dos primeras semanas de vida. A.
Curvas Kaplan-Meier comparando la supervivencia en cada genotipo. Controles (azules;
n =26; N = 5), mutantes AME (naranja; n = 31, N = 5). B. Supervivencia en cada una de
las camadas mutantes analizadas.
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2.2. La liberacion de neurotransmisores esta alterada en los
ratones deficientes en SMIN del modelo Taiwanés

Estudios previos han caracterizado ex vivo la funcion sindptica en la NMJ en el modelo
SMNAY, observando defectos importantes en la liberacion de neurotransmisor (Kong et
al., 2009; Ruiz et al., 2010; Tejero, 2016; Tejero et al., 2016). Sin embargo, aln existe
poca informacion sobre el grado de afectacion funcional del terminal motor en el modelo
taiwanés. Por ello, realizamos registros electrofisiolégicos mediante electrodos
intracelulares en preparaciones ex vivo del musculo TVA de ratones control y mutantes
AME con el objetivo de conocer mejor las caracteristicas de la neurotransmision. Estos

experimentos se realizaron con ratones en edades comprendidas entre P7 y P10.

En la Figura 60 se muestran los principales parametros de liberacién obtenidos
con baja frecuencia de estimulacién (0,5 Hz). El anélisis de la amplitud del potencial de
placa (EPP) reveld valores medios similares en ambos genotipos (27,53 + 2,57 mV en
control; n =50 fibras, N = 7 ratones y 29,11 + 3,54 mV en mutantes; n = 53 fibras, N =8
ratones; p = 0,73; prueba de la t de Student de dos colas). Sin embargo, la cinética de la
respuesta fue mas lenta en los ratones SMA, tanto la fase de subida del EPP (0,92 + 0,09
ms en control; n = 26 fibras, N = 4 ratones y 1,07 + 0,08 ms en mutantes; n = 19 fibras,
N = 3 ratones; p = 0,0337; prueba de la U de Mann-Whitney de dos colas), como la
cinética de relajacion de la respuesta representada por la constante de tiempo t (3,5 + 0,19
s en control y 4,81 + 0,59 s en mutantes; p = 0,0388; prueba de la U de Mann-Whitney
de dos colas). Estos cambios suponen un enlentecimiento del 15,59 y 37,5 %,
respectivamente, atribuible, en principio, al retraso en la maduracion de los terminales, al

igual que ocurre en el modelo SMAA7 (Ruiz et al., 2010)

La frecuencia de potenciales de placa en miniatura (mEPP) fue similar en ambos
genotipos (p = 0,0541; prueba de la U de Mann-Whitney de dos colas), con valores
medios de 0,1 + 0,03 s en ratones controles (n = 50 fibras, N = 7 ratones) y 0,06 + 0,01
st en mutantes (n = 53 fibras, N = 8 ratones). Los ratones deficientes en SMN mostraron
un incremento del ~50% en la amplitud de los minis (p = 0,0048; prueba de la t de Student
de dos colas), con un valor medio en los control es de 1,83 + 0,12 mV (n = 50 fibras, N =
7 ratones) y de 2,74 £ 0,23 mV en los mutantes AME (n = 53 fibras, N = 8 ratones).
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Figura 60. Los terminales AME del modelo taiwanés presentan una reduccion de la
liberacion evocada entre P7-10. A. Trazos representativos de EPP registrados a baja
frecuencia de estimulacion (0,5 Hz) en fibras controles y mutante AME (negro y gris,
respectivamente). B-E. Comparacion de los valores medios de amplitud de los
potenciales evocados (B) y en miniatura (C), frecuencia de potenciales en miniatura (D)
y contenido cuantico (E). Los numeros en las barras indican el nimero de fibras
musculares y de ratones analizados, respectivamente. *: p < 0,05; **: p < 0,005
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A continuacion, se analiz6 el contenido cuantico (QC) en ambos genotipos. Este
pardmetro estima el numero de vesiculas sinépticas que se exocitan por cada potencial de
accion y se calculé por el método directo, es decir, mediante el cociente entre el valor
medio del EPP y el valor medio del mEPP. El analisis revel6 una reduccion significativa
en los ratones mutantes de un 29,69 %, con unos valores medios de 14,82 + 1,37 y 10,42
+ 0,81 en controles y mutantes, respectivamente (p = 0,0138; prueba de la t de Student de

dos colas).

Los resultados del estudio electrofisiol6gico mediante trenes de estimulacién de
80 PA a alta frecuencia (20 Hz) para este musculo se muestran en la Figura 61. Con este
patron de estimulacion, la amplitud de los EPP aument6d durante los primeros 2-5
estimulos en ambos genotipos, caracteristica de un fenémeno de facilitacion, y se reflejo
en el contenido cuantico (Fig. 61A). Aunque el aumento o facilitacién se produjo en
ambos genotipos, fue mayor proporcionalmente en los mutantes (p = 0,0044, prueba de
la t de Student), con una liberacion maxima media equivalente al 133,1 + 8,42 % de la
primera respuesta (n = 13 fibras, N = 5 ratones), mientras que en los controles
correspondia con un 109,6 £ 2,67 % (n = 19 fibras, N = 5 ratones). Sin embargo, la
liberacion méxima media fue superior en los terminales controles, alcanzando valores de
30,37 + 5,06 cuantos, en contraposicién con los 17,32 + 1,89 cuantos de los mutantes (p
= 0,007, prueba de la t de Student de dos colas). Ademas, la liberaciébn maxima aparecio
mas tardiamente en los terminales AME (p = 0,0092, prueba de la U de Mann-Whitney),
requiriendo mas estimulaciones (Fig. 61B).

En ambos genotipos, tras la facilitacién inicial se produjo una disminucién
progresiva en la liberacion hasta alcanzarse un valor estable o meseta (depresion a corto
plazo, STD). El analisis de la STD (Fig. 61C) revel6 una mayor depresion relativa en los
terminales controles que en los mutantes (p = 0,0084, prueba de la t de Student de dos
colas), con unos valores medios de un 41,92 + 2,26 %, y 21,93 £ 7,95 % respectivamente.
Sin embargo, los terminales motores controles mantuvieron unos niveles de liberacion
superior al de los mutantes durante la STD, con valores medios de contenido cuéntico en
las dltimas 40 respuestas de 13,8 + 1,06 y 9,64 + 1,05, respectivamente. Esta diferencia
en la liberacion se vio reflejada en la liberacion acumulada tras un tren de 80 potenciales

de accion (Fig. 61D), siendo significativamente mayor en los terminales controles que en
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los mutantes (controles: 1170 + 89,56, n = 19, N = 5; mutantes: 822,52 + 85,73, n = 13,
N =5; p =0,0118, prueba de la t de Student de dos colas)

Estos datos indican que a las edades analizadas y en condiciones fisiolodgicas,
existe una alteracion en la transmision neuromuscular en los ratones mutantes del modelo

Taiwanés.
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Figura 61. Los terminales AME del modelo taiwanés estimulados a alta frecuencia
presentan una reduccion de la liberacion evocada. Tras la aplicacion de trenes de
estimulacion de 80 PA a 20 Hz, se compararon los parametros de liberacion sinaptica en
ratones control (n = 19 fibras, N = 5 ratones) y mutante (n = 13 fibras, N = 5 ratones). Las
barras de error representan los SEM. A. Contenido cuantico medio en terminales
controles (negro) y mutantes (rojo). B. Numero medio de EPP necesarios para conseguir
el pico de liberacion en terminales controles y mutantes. C. Comparacion de la razon de
liberacion entre terminales controles y mutantes. D. Comparacion de la liberacion
acumulada en terminales controles (negro) y mutantes (rojo). *: p < 0,05
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2.3. El ciclo vesicular exo-endocitico esta alterado en los ratones
deficientes en SMN del modelo Taiwanés

Distintos trabajos han descrito anomalias en ciclo vesicular exo-endocitico en modelos
de AME. Sin embargo, existe poca informacion sobre la alteracion en el ciclo de las
vesiculas sinapticas en los terminales nerviosos motores. En nuestro laboratorio, hemos
cruzado la linea taiwanesa con una linea de ratones propia que expresa de forma
heter6loga una proteina de la membrana vesicular, la sinaptofisina, fusionada con una
pHIluorina, una GFP modificada cuya fluorescencia depende del pH, a la que hemos
denominado linea SypHy (Cano, 2014; Lopez-Manzaneda et al., 2021). La pHIlourina esta
apagada al pH &cido intravesicular y encendida al pH alcalino del medio extracelular, lo
que ocurre cuando la vesicula se fusiona a la membrana celular. La fluorescencia se apaga
nuevamente tras la endocitosis y reacidificacion por protonacion de la vesicula
(Miesenbdck et al., 1998; Sankaranarayanan et al., 2000; Tabares et al., 2007; Lopez-
Manzaneda et al., 2021). Por tanto, la sefial obtenida refleja el equilibrio entre exocitosis

y endocitosis.

La Figura 62A muestra un ejemplo de un terminal nervioso motor que expresa
SypHy (imagen de la izquierda) y su lado postsinaptico (imagen de la derecha), tefiido

después de agregar BTX-Rodamina a la cdmara.

Como se ha mostrado anteriormente, la exocitosis esta disminuida en el modelo
AME (Fig. 60 y 61), por lo que se podria esperar una respuesta SypHy mas pequefia en
los terminales mutantes que en los controles, a menos que exista un defecto adicional en
el proceso de endocitosis-reacidificacion. La Figura 62B muestra ejemplos tipicos de
fluorescencia SypHy antes (basal) y al final de un tren de 200 AP a 20 Hz, en terminales
control y AME. La fluorescencia basal de los terminales en reposo fue muy similar en
ambos genotipos; sin embargo, la amplitud del incremento de fluorescencia (AF) durante
el tren de estimulacion fue aproximadamente un 20% mayor en los terminales AME
(722.4 £ 52 u.a.f.: n, N: 45, 6) que en los controles (602.3 + 60.6 u.a.f.: n, N: 53, 9) (p <
0,0047, prueba U de Mann-Whitney), lo que indica una menor endocitosis-reacidificacién

durante el tren de estimulacion (Fig. 62C).

La normalizacion de las respuestas a sus respectivas amplitudes maximas nos

permitié comparar el tiempo de caida de la fluorescencia después del tren de estimulacion
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en ambos genotipos. Este parametro fue similar en los terminales controles (t: 9.9 + 0.7
s; n, N:53,9) y AME (t: 10.6 £ 0.7 s; n, N: 45, 6), (p = 0,3, prueba U de Mann-Whitney).

Estos resultados, por un lado, validan el deterioro de la endocitosis determinado
por otros métodos en células y terminales nerviosos deficientes en SMN (Dimitriadi et
al., 2016; Hosseinibarkooie et al., 2016; Riessland et al., 2017) y, por otro muestra en el

mismo terminal el deterioro de la exo- y la endocitosis en tiempo real.
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Figura 62. Alteracion de la exo-endocitosis en los terminales presinapticos motores
AME. A. Imégenes ex vivo de un terminal nervioso motor que expresa SypHy (izquierda).
La placa postsinaptica se marco con BTX-Rho (derecha). Barra de escala: 5 um. B.
Imégenes de las sefiales de fluorescencia de SypHy en un terminal control y AME
(delineados) en reposo (basal) y al final de la estimulacidon eléctrica (maximo). Las flechas
indican las &reas de mayor intensidad durante la estimulacion. Notese la presencia de un
segundo terminal en las imagenes del terminal AME (esquina superior derecha) y que
responde al estimulo. Barras de calibracion: 5 um. C. Incremento de fluorescencia medio
para SypHy antes, durante y después de 200 PA (barra horizontal) en los terminales
control (negro; 53 terminales, nueve ratones) y AME (rojo; 45 terminales, cinco ratones).
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2.4. Las mitocondrias son esenciales para la exo-endocitosis en
los terminales nerviosos motores de la AME

La liberacion de neurotransmisor y reciclaje de vesiculas mediante endocitosis dependen
de la disponibilidad de ATP (Heidelberger, 2001). En particular, la endocitosis es uno de
los primeros procesos en verse comprometidos en ausencia de energia (Rangaraju et al.,
2014). Dado que las mitocondrias son defectuosas en las neuronas motoras de la AME
(Kariya et al., 2008; Kong et al., 2009; Torres-Benito et al., 2011; Miller et al., 2016;
Lopez-Manzaneda et al., 2021), nos preguntamos si la glucdlisis podria estar
homeostaticamente regulada al alza en los terminales nerviosos en AME vy, de esta forma,
compensar el posible déficit en la sintesis de ATP por la via de la fosforilacién oxidativa.
Con el objetivo de responder esta cuestion, comparamos las amplitudes maximas y las
constantes de tiempo de relajacion de las respuestas de SypHy a la estimulacion nerviosa
eléctrica en presencia (10 mM) y ausencia (0 mM) de glucosa en la solucién extracelular
(Fig. 63). En este altimo caso, la glucosa fue reemplazada por piruvato (1,25 mM) y
lactato (1,25 mM) como sustratos para la produccion de ATP mitocondrial.

En los terminales controles, la amplitud media del incremento de fluorescencia
fue levemente mayor con 0 mM que con 10 mM de glucosa (691,2 + 45,5y 602,3 £+ 60,6
u.a.f., respectivamente; p = 0,01, prueba U de Mann-Whitney). En los terminales AME,
no hubo diferencias significativas entre ambas condiciones (721,4 £ 58,2 u.a.f.y 7224 +
52 u.a.f., respectivamente; p = 0,87; prueba U de Mann—Whitney). De forma similar, en
los terminales controles la constante de tiempo fue significativamente mas lenta en 0 mM
que en 10 mM de glucosa (15,5+ 1sy 9,9 + 0,7 s, respectivamente, P = 0,0001, prueba
de U-Mann-Whitney), no observandose este fendomeno en los terminales AME (9,6 + 0,6
sy 10,6 £0,7s, p = 0,4, prueba U de Mann-Whitney).

Estos resultados indican que las mitocondrias son la fuente principal de ATP
durante el ciclo de las vesiculas sinapticas en los terminales nerviosos motores, en claro
contraste con las sinapsis centrales, en las que la sintesis de ATP por glucdlisis es critica
para el ciclo de las vesiculas sinapticas (Rangaraju et al., 2014). La exo-endocitosis en
los terminales nerviosos controles, no obstante, fue ligeramente sensible a la glucosa
extracelular sugiriendo que una pequerfia cantidad del ATP procede de la via glucolitica.
Los terminales AME, sin embargo, fueron insensible a la retirada de la glucosa

extracelular, indicando que no hay una compensacion homeostéatica a través de esta via.
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Figura 63. La exocitosis y endocitosis en terminales nerviosos motores depende
fundamentalmente de la produccion de ATP mitocondrial. A. Evolucion temporal de
las sefiales de fluorescencia medias SypHy en respuesta a 200 estimulos a 20 Hz en los
terminales control (grafico izquierdo) y AME (grafico derecho), en presencia de glucosa
10 mM (simbolos llenos) o en ausencia de glucosa (simbolos vacios). La glucosa
extracelular se sustituyo por 1,25 mM piruvato mas 1,25 mM lactato. B. Incrementos de
fluorescencia maximos (izquierda) y constantes de tiempo de caida (derecha) de las
sefiales correspondientes a los terminales representados en A.
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A continuacion, para confirmar que el ciclo de exo-endocitosis-reacidificacion en
los terminales nerviosos mutantes depende de la fosforilacion oxidativa, bloqueamos la
produccién de ATP mitocondrial en ausencia de glucosa. Para ello, después de hacer un
registro en condicion control (0 glucosa, 1,25 mM piruvato, 1,25 mM lactato) afadimos
oligomicina (5 pg / ml) a la preparacion. Esta droga bloquea la produccién de ATP
mitocondrial por inhibicion directa de la ATP sintasa. La Figura 64A (panel izquierdo)
muestra dos registros representativos del mismo terminal antes (trazo rojo) y despues de
35 min con oligomicina (trazo azul). Con oligomicina, la respuesta fue significativamente
menor y la sefial se mantuvo elevada tras el fin de la estimulacion eléctrica. El grafico de
la derecha en la Figura 64A muestra la superposicion de los mismos trazos después de
normalizar el trazo azul al rojo, lo que permite comprobar mejor la ralentizacion del
proceso de endocitosis. Las estimulaciones subsiguientes del terminal mediante trenes de
pulsos no produjeron respuestas de exo-endocitosis pero si un aumento progresivo de la
fluorescencia basal de la membrana (Fig. 64B), lo que confirmé que el proceso de exo-

endocitosis-reacidificacion requiere de la sintesis de ATP por la mitocondria.
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Figura 64. La inhibicién de la producciéon de ATP en la mitocondria disminuye
rapidamente la endocitosis y la exocitosis. A. Panel izquierdo: ejemplo representativo
de la respuesta de un terminal a 200 AP (barra horizontal) en ausencia (trazo rojo) y en
presencia (trazo azul) en oligomicina. Tiempo de incubacion con la droga, 35 min. El
bloqueo de la sintesis de ATP mitocondrial con oligomicina (5 pg/ml) disminuye la
amplitud maxima de la sefial y ralentiza la recuperacion de las vesiculas tras el tren de
estimulacion. Panel derecho: los mismos trazos, pero después de la normalizacion de la
amplitud del trazo azul a la rojo. B. Ejemplo representativo de la fluorescencia basal de
Syphy (Fb) de un terminal nervioso antes del primer (izquierda) y tercer (derecha) tren
de estimulos, separados por 10 min. Ndtese el aumento de la fluorescencia basal en la
imagen de la derecha debido al fallo en la endocitosis-reacidificacion de las vesiculas
previamente exocitadas. Barra de calibracion: 5 um.
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2.5. La actividad eléctrica en los terminales AME no produce
despolarizacion de la mitocondria

La entrada de Ca?* a la matriz mitocondrial durante la actividad eléctrica en el terminal
puede producir una acumulacion de cargas positivas si la extrusion de protones a través
de la cadena de transporte de electrones no lo compensa adecuadamente. En ese caso, la
despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial (¥m) resultante disminuiria el
gradiente eléctrico para el Ca®" y, por tanto, su entrada. Para examinar esta posibilidad,
medimos el ¥m con rodamina-123 (Rhod-123), un marcador fluorescente catidnico
(Nguyen & Garet, 2011). Las preparaciones neuromusculares de animales controles y
AME se incubaron con 0,3 uM Rhod-123 durante 30 min, tras lo cual se lavo la

preparacion con solucion conteniendo 0,03 uM Rhod-123.

En los terminales controles, no encontramos cambios en Wm durante el tren de
estimulacion, como se ilustra en el registro representativo de la Figura 65A (panel
izquierdo). Sin embargo, cuando agregamos a la solucion de la camarita de registro 500
UM de 4-AP, un blogueante de canales de K™ que prolonga la duracion del PA y, por
tanto, aumenta la entrada de Ca?* al citosol, se observé un gran incremento en la
fluorescencia (Fig. 65A, panel derecho), tal y como se esperaba. En la mayoria de los
terminales AME no se detecté cambio en el potencial de membrana (Fig. 65B, panel
izquierdo), excepto en algunos terminales (4 de 34; panel derecho). Es mas, la
despolarizacion observada no fue generalizada en todas las mitocondrias del mismo
terminal. La Figura 65C (panel izquierdo) muestra dos terminales (T1y T2) de un ratén
AME, en el que la estimulacion aumenté la fluorescencia en algunas mitocondrias (2),
pero no en otras (1) de T1, pero en ninguno caso en T2. Como control, al final de este
experimento se despolarizaron las mitocondrias con CCCP, evidencidndose un
incremento progresivo de fluorescencia en las mismas regiones antes sefialadas (Fig.
65D). Por tanto, en conjunto, estos resultados indican que la despolarizacion fue un
evento esporadico en las mitocondrias de los ratones AME a la edad en que se hicieron
los ensayos (P7-10), descartando esta posibilidad como causa del bajo nivel de Ca?* en

las mitocondrias presinapticas durante la actividad eléctrica del terminal.
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Figura 65 (pagina anterior). La reduccion de Ca?* libre en AME no se debe a la
despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial. A. En los terminales
nerviosos de los ratones de control, la fluorescencia de la rodamina 123 no cambia
apreciablemente durante los trenes de 200 PA, como se muestra en el registro
representativo del panel izquierdo. Sin embargo, cuando la duracion del potencial de
accion se prolonga con la aplicacion de 4-aminopiridina (4-AP, 500 uM), puede
observarse un aumento transitorio de la fluorescencia (grafico de la derecha) en respuesta
al primer tren; nétense los artefactos descendentes al comienzo de los trenes debido a las
poderosas contracciones producidas en presencia del blogueante de los canales de K*. B.
En los terminales presinapticos de los ratones mutantes AME, la fluorescencia no cambia
durante 200 trenes AP en la mayoria de las terminales (grafico de la izquierda), excepto
en 4 de 34 registros, como se muestra en el ejemplo (grafico de la derecha). C. Izquierda:
imagen de dos terminales, T1y T2 (delineados), de un ratdn mutante AME que muestra
seis y cinco puntos fluorescentes, respectivamente. Barra de escala: 10 um. Derecha:
respuestas de los puntos 1y 2 en T1. No se observaron respuestas en T2. D. La aplicacion
del agente despolarizante mitocondrial, CCCP (1 uM), aumenta lenta y progresivamente
la fluorescencia en las mitocondrias del terminal motor en ausencia de estimulacién
nerviosa.
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3. Estudio de la modulacion de los canales de calcio en
terminales motores AME

Distintas evidencias experimentales indican que en la AME existe una alteracion de la
homeostasis del calcio en los terminales nerviosos motores, lo que tendria una gran
relevancia en la fisiopatologia de la enfermedad (Jablonka et al., 2007; Kong et al., 2009;
Ruiz et al., 2010; Tejero, 2016; Tejero et al., 2016, 2020). Por un lado, estudios
electrofisiol6gicos ex vivo en terminales nerviosos motores AME han observado una
reduccion de la liberacion evocada y un aumento de la frecuencia de liberacion
asincronica durante la actividad eléctrica (Kong et al., 2009; Ruiz et al., 2010; Torres-
Benito et al., 2011; Tejero, 2016; Tejero et al., 2016). Estas alteraciones coexisten con
una aparente reduccién de los canales de calcio voltaje dependientes (VGCC) de tipo P/Q
en el compartimento presinaptico (Tejero, 2016; Tejero et al., 2020). En este contexto,
hipotetizamos que la modulacion positiva de los canales de calcio tipo P/Q podia aportar

beneficios en la funcionalidad del terminal nervioso motor.

Para ello caracterizamos mediante registros electrofisiolégicos el efecto de GV-
58, un modulador positivo de los VGCC tipo 2 (Cav 2), sobre la neurotransmision en

ratones controles y mutantes AME de edades comprendidas entre P7 y P10.

3.1. Efecto de GV-58 sobre la neurotransmision en el terminal
nervioso motor

La R-roscovitina es una molécula inhibidora de la cinasa dependiente de ciclina 5
(CdK5) que, ademas, tiene actividad moduladora agonistica sobre los canales tipo Cav2.
Distintos autores han mostrado que R-roscovitina incrementa la liberacion de
neurotransmisor en sinapsis centrales (Tomizawa et al., 2002; Yan et al., 2002; Kim &
Ryan, 2010) y en la NMJ, tanto de rana (Cho & Meriney, 2006) como de ratones (Tejero,
2016; Tejero et al., 2020). GV-58 es un derivado de la Roscovitina y, al igual que ésta,
aumenta el tiempo medio de apertura de los canales Cav2 (Tarr et al., 2012, 2013; Wu et

al., 2019). En este sentido es més potente que la R-roscovitina y tiene escasa actividad
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inhibidora de CdK-5, caracteristicas de interés si se quiere estudiar su posible efecto
potenciador de la entrada de Ca?* al terminal presinaptico en ratones AME.

En el presente trabajo, hipotetizamos que la modulacién positiva de la actividad
de los VGCC mediante GV-58 mejora la funcionalidad de las NMJ. Inicialmente,
caracterizamos el efecto que la aplicacion de GV-58 (20 uM) tiene sobre la
neurotransmision en el terminal motor de los ratones controles para lo que comparamos

las caracteristicas de los potenciales evocados en ausencia y en presencia de la droga.

En ausencia de GV-58 (Fig. 66), las caracteristicas cinéticas de los EPP fueron
uniformes durante la estimulacion repetida a baja frecuencia (Fig. 66A y C-F). Solo en
un pequefio porcentaje de fibras, algunos eventos evocados (< 4%) presentaron o bien un
segundo pico durante la fase de relajacion (Fig. 66B, flecha), o fueron mas anchos de lo
esperado (Fig. 66E, flechas) o su constante de tiempo de relajacion fue lenta (Fig. 66F,
flechas).

En presencia de GV-58 (20 uM; Fig. 67), por el contrario, lo més frecuente fue
encontrar eventos anchos, con mas de un pico o con una pequefia meseta en la fase de
repolarizacion (Fig. 67A). El tiempo de subida del EPP, sin embargo, no fue
significativamente distinto con y sin droga (Fig. 67B y 66D), indicando que la droga, a
las concentraciones utilizadas, no modifica la rapidez a la que se produce la liberacion
sincrénica. En la Figura 67C, se muestra un ejemplo de la anchura media (T1) de los
EPP en presencia de la droga, observandose el incremento antes mencionado (comparar
con Fig. 66E).

Figura 66 (pagina siguiente). La liberacion evocada es sincronica en ausencia de GV-
58 en los ratones controles. A y B. Ejemplo de dos potenciales evocados de
caracteristicas cinéticas similares. La fase de relajacion de cada evento se ha ajustado a
una exponencial (linea roja). La anchura del EPP a la mitad de la amplitud maxima (t1/2)
se muestra con una linea discontinua. Notese que el evento en B presenta un segundo
pico. C. Histograma de frecuencia del tiempo al pico medido desde el pico negativo del
artefacto al valor méximo del EPP. D. Tiempo de subida del EPP medido desde el 10%
de la sefial al maximo. E. Ancho un medio de los EPP. F. Constante de tiempo de
relajacion. Notese que la gran mayoria de los eventos siguen una distribucion normal,
excepto eventos esporadicos sefialados con flechas.
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Figura 67. GV-58 aumenta la duracion de los EPP en los ratones controles. A.
Ejemplos representativos de potenciales evocados registrados en presencia de 20 uM GV-
58. Se sefialan con flechas las fusiones asincronicas. La fase de relajacion de cada evento
se ha ajustado a una exponencial (linea roja). La anchura del EPP a la mitad de la amplitud
maxima (T12) se muestra con una linea discontinua. B. Tiempo de subida del EPP medido
desde el 10% de la sefial al pico maximo. C. Ancho un medio de los EPP.
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3.2. GV-58 incrementa los eventos de liberacion tras el estimulo
mediante fusiones asincronicas

Ante la presencia de evocados ensanchados y/o con un segundo pico, hipotetizamos que
GV-58 pudiera estar induciendo la fusion de cuantos individuales asincrénicamente. Para

contrastar esta hipétesis planteamos dos abordajes.

Por un lado, partiendo del registro de un EPP y un mEPP tipicos (Fig. 68A),
realizamos simulaciones del mismo EPP tras sumarle la fusion asincrénica de uno o dos
cuantos a intervalos de tiempo variables (entre 1 y 9,75 ms). La Figura 68B muestra el
EPP registrado (linea gris) y el simulado (linea negra). Los paneles para cada intervalo de
tiempo muestran cémo cambia la morfologia del EPP al afiadir la fusion asincronica de
un solo cuanto (paneles izquierdos) o de dos cuantos a la vez (paneles derechos). Como
se aprecia en la figura, cuando se produce la liberacién asincrénica la morfologia del
potencial evocado sufre una modificacion sutil si ésta se produce muy préxima en el
tiempo con la respuesta sincronica, con un incremento de la amplitud del potencial
resultante (Fig. 68B, 1 ms). Sin embargo, conforme el intervalo entre liberaciones
aumenta, la despolarizacion provocada por la liberacion asincrénica compensa
parcialmente la repolarizacion de la primera respuesta, dando como resultado un proceso
de aplanamiento del potencial evocado (Fig. 68B, 2 ms). Si el intervalo entre ambas
respuestas sigue aumentando, se produce una deformacion de la fase de repolarizacion,
llegando a observarse una pequefia meseta (Fig. 68B, 5 ms) resultado de una
despolarizacion por parte del cuanto similar a la repolarizacion de la primera respuesta.
Intervalos entre respuestas mayores a este punto implica la produccién de un segundo
pico por parte del cuanto extra liberado, ya que la despolarizacion que evoca es mayor
que la repolarizacién de la respuesta inicial (Fig 68B, 9,75 ms), siendo mas claro cuanto

mas alejados estén ambas respuestas.
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B Retraso = 1 m]\w Retraso =2 ms
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10 ms

C

Figura 68. Las respuestas multiples observadas en los experimentos con GV-58 son
compatibles con la suma de fusiones sincronicas y asincrénicas. A. Trazo
electrofisiologico del EPP (izquierda) y mEPP empleado en las simulaciones. B.
Simulaciones de potenciales de placa suponiendo diferentes intervalos (1, 2, 5y 9,75 ms)
entre la liberacién evocada (EPP) y la liberacién de un cuanto adicional (mEPP). Para
cada tiempo, se supuso una liberacion adicional equivalente al mEPP original (paneles
izquierdos) o de doble de amplitud (paneles derechos). Notese, la aparicion de un solo
pico cuando el intervalo entre respuestas es de corta duracion y la aparicion de un segundo
pico si el intervalo aumenta. C. Ejemplos de las descomposicion de dos EPP registrados
(trazos negros en panel izquierdo y derecho) en picos individuales (lineas verdes,
desplazadas en sentido vertical para su mejor apreciacion). Las lineas rojas representan
la suma de los picos individuales. Nétese la bondad del ajuste.
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Por otro lado, realizamos el ajuste de los EPP registrados que presentaban dos o
mas picos a una funcidén compleja (multipicos) mediante una subrutina de Igor, cortesia
del Prof. Guillermo Alvarez de Toledo (Fig. 68C). Inicialmente, se realiz6 un ajuste del
EPP a una exponencial monomial (linea roja). En los casos en los que el ajuste no era
bueno se paso6 a hacer un ajuste exponencial polinomial, correspondiendo cada pico del
EPP a cada uno de los términos del ajuste. De esta forma se puedo obtener tanto la
amplitud del evocado, la del evento asincrénico, como el intervalo entre los dos tipos de

eventos.

En conjunto, estos resultados muestran que GV-58 es una droga eficaz para
incrementar la liberacion de neurotransmisor al inducir la fusiébn de mas vesiculas
inmediatamente después de la liberacion sincrénica. Ello se traduce en un aumento en la
duracién del EPP y, posiblemente, de la contraccién, lo que podria aumentar la tension
que puede desarrollar el musculo durante la actividad eléctrica repetida.

3.3. Los terminales motores AME responden a la exposicion a
GV-58 de forma similar a los terminales controles

Una vez demostrado el aumento en la liberaciéon de cuantos individuales adicionales
durante la liberacion evocada, hipotetizamos que esta liberacion era especifica del
proceso de liberacién evocada y no secundaria a un incremento de la liberacion

espontanea de cuantos.

Para abordar esta cuestion, se contabilizo la frecuencia de eventos de liberacion
en funcion del tiempo transcurrido tras el estimulo, tanto en ausencia de la droga como
en presencia de distintas concentraciones de GV-58. Llamamos eventos de liberacion
espontanea a los ocurridos tras 50 ms del pico del EPP y eventos asociados
temporalmente a la estimulacion o asincronicos, los producidos durante los primeros 50

ms tras el pico del EPP.

La frecuencia de los eventos espontaneos aumentd en presencia de 20 uM GV-
58, tanto en terminales de animales controles como modelo de AME (Fig. 69A,
respectivamente). Sin embargo, el contenido cuantico, medido a partir de la amplitud del

primer pico del EPP, no aumento significativamente con GV-58 (1-20 uM) (Fig. 69B),
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Figura 69. Efectos de GV-58 sobre la liberacion espo ntanea en ratones control y
mutante AME. Comparacion de la frecuencia de mEPP (A) y del contenido cuantico
(QC) correspondiente al primer pico del EPP (B) con distintas concentraciones de GV-
58 en ratones controles (izquierda) y ratones mutantes AME (derecha). Noétese el efecto
de la droga sobre la liberacion espontanea (mEPP) con 20 uM. Entre paréntesis aparecen
el nimero de fibras registradas y de ratones empleados, respectivamente.
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en ninguno de los genotipos, lo que muestra que la droga no aumenta los cuantos liberados
de forma sincrénica a esta concentracion. Por otro lado, la frecuencia de eventos
asincronicos se incremento de forma similar en ambos genotipos (Fig. 70B), alcanzando
valores medios de un orden de magnitud superior al incremento de la liberacién

espontanea (comparar con 69A).

Estos datos, en su conjunto, demuestran que el efecto de GV-58 sobre la liberacion
es similar en ratones controles y mutantes AME, lo que sugiere que pudiera ser efectivo
terapéuticamente para la potenciacion de la neurotransmision en la NMJ. Ademas,
demuestran que su efecto sobre la liberacion de cuantos individuales es dual. Por un lado,
GV-58 aumenta la liberacion tras el estimulo y, por otro, aumenta la liberacion

espontanea.
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Figura 70. GV-58 incrementa la frecuencia de eventos de liberacion asincronica tras
la estimulacion en ratones controles y mutantes AME. A. Ejemplos representativos de
EPP complejos con GV-58 20 uM en ratones control (negro) y mutante AME (rojo). Se
consideraron eventos asincronicos aquellos que se producen en los 50 ms tras la respuesta
evocada (primer pico del EPP). B. Grafica comparativa con la frecuencia media de
eventos asincronicos a distintas concentraciones de GV-58 en ratones control y mutantes
AME.
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En este trabajo hemos estudiado la expresion y distribucion de la proteina Smn enddgena
y SMN heteréloga durante la maduracion postnatal en axones y terminales presindpticos
motores en ratones silvestres y en modelos de AME, respectivamente. Tanto la proteina
enddgena como la heteréloga aparecen en granulos que se distribuyen a lo largo de los
axones y se disponen de forma relativamente ordenada en el interior de los terminales
nerviosos en la NMJ. En los ratones silvestres, el nimero de granos axonales y
preterminales de Smn disminuyen progresivamente durante las dos primeras semanas de
vida hasta hacerse imperceptibles en la edad adulta. Sin embargo, la expresion heteréloga
de la proteina SMN en los ratones transgénicos se mantiene constante durante este
periodo. Nuestros resultados muestran, asi mismo, una potencial asociacion de los NF
con de los granulos de Smn en los ratones silvestres, asociacioén que también se observa
en los ratones controles y SMA que expresan SMN heter6loga. No obstante, la
sobreexpresion de SMN da lugar a acimulos de la proteina en los axones y terminales
nerviosos motores en los controles y en los modelos AME (taiwanés y SMNA7). A
medida que progresa la enfermedad, los acimulos de SMN aumentan de tal forma que,
en algunos terminales llegan a ocupar la totalidad del mismo. Los acumulos de SMN
coinciden con los de NF en el terminal presinaptico y en los axones, contribuyendo al

colapso del terminal nervioso.

La funcién fisioldgica de los granos de Smn (SMN) en los axones y terminales
presinapticos no esta demostrada ain. No obstante, en nuestro estudio demostramos que
durante la etapa postnatal los granos coexisten en el terminal presinaptico con dos de los
elementos de la maquinaria de sintesis proteica, ribosomas y ARNm de f-actina. Estos
resultados apoyan la hipétesis planteada en neuronas en cultivo de que los granos de SMN

participan en la sintesis local de proteinas.

En la segunda parte de nuestro trabajo hemos investigado las alteraciones
funcionales del terminal nervioso motor en AME. Por un lado, mediante la
caracterizacion de los defectos de neurotransmision mediante el registro de los
potenciales postsindpticos en el modelo taiwanés, del que hasta ahora se disponia de
escasa informacion electrofisioldgica y, por otro, la alteracion de la exocitosis, la
endocitosis y la homeostasis de calcio mitocondrial mediante imagen dinamica. Nuestros
resultados muestran que la actividad mitocondrial es critica para el mantenimiento de la
exocitosis y el reciclado de las vesiculas sinapticas, tanto en controles como en mutantes,

y que la produccién de ATP por la via glucolitica no juega un papel importante en esta
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sinapsis. Finalmente, hemos investigado la capacidad de un agonista de los canales de
calcio dependientes de potencial tipo 2 (Cav2), concretamente el GV-58, compuesto
derivado de la R-roscovitina, para aumentar la liberacion de neurotransmisor en
terminales nerviosos motores de ratones controles y modelo de AME durante el periodo
postnatal temprano. Encontramos que esta molécula prolonga la duracion de los
potenciales postsinapticos en los dos genotipos de forma dosis dependiente.

A continuacion, se discute los principales aspectos de los resultados y las posibles

implicaciones futuras que pudieran tener.

1. Funcién periférica de SMN en las motoneuronas

Principalmente, existen dos hipétesis sobre los mecanismos por los que la deficiencia de
SMN causa vulnerabilidad en las motoneuronas en AME. La primera apunta a que la
afectacion de la funcion de las sSnRNP altera la produccion de proteinas necesarias para
las motoneuronas (Pellizzoni, 2007; Burghes & Beattie, 2009); no obstante, ain no se ha
podido demostrar la relacion entre los defectos en el corte y empalme del ARNm vy la
patogénesis de la AME. La segunda apunta a un papel adicional y especifico de SMN en

las motoneuronas (Pellizzoni, 2007; Burghes & Beattie, 2009).

En nuestro trabajo hemos determinado el curso temporal de la expresion
fisiolégica de la proteina Smn, asi como su organizacion, en el axon y terminal
presindptico motor en ratones silvestres durante la etapa maduracion postnatal. Sin
embargo, existen aun varios interrogantes sobre estos granulos, como su composicion
exacta de los mismos in vivo y su papel funcional durante el desarrollo y maduracion de

las motoneurona.

1.1. Funcion de SMN en el axén

En el presente trabajo hemos demostrado que Smn se expresa fisiolégicamente en forma
de granulos en los axones de los ratones silvestres y modelos de AME (Fig. 31y 32).
Estos datos corroboran la organizacion granular de SMN previamente descrita en los
axones de motoneuronas en cultivo (Dombert et al., 2014). Aunque la funcion in vivo de

los granos axonales de SMN es ain desconocida, estudios in vitro han demostrado que la
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composicion de los granulos axonales es distinta a la de los granulos en el soma. Por
ejemplo, en el axon, carecen de la proteina Sm (Zhang et al., 2006; Todd et al., 2010a),
esencial para el metabolismo de las ShRNP en el soma y el nlcleo. Asi mismo, estudios
en cultivos de motoneuronas han determinado que los granulos axonales contienen

proteinas de union a ARNm que hace su composicion distinta a los granulos del soma.

En relacion con el tamafio de los granos axonales, se han descrito dos poblaciones
en neuronas in vitro: grandes, > 0,5 um de diametro, con movimiento oscilatorio-estatico,
y pequefios, < 0,5 um, con movimiento rapido bidireccional (Todd, Shaw, et al., 2010).
En nuestro trabajo, los granos en el axdn de los ratones silvestres fueron de tipo pequefio
(Fig. 32). En el modelo AME, en cambio, encontramos granos > 0,5 um, aunque la
mayoria presentan un diametro menor (Fig. 37B). El hecho de encontrar granos de mayor
tamafio en el modelo AME sugiere que bien la sobrexpresion de proteina heterdloga, o
bien la presencia de proteina truncada en los granos, impacta en la morfologia aparente
de los mismos. En este contexto, los experimentos realizados por Todd y colaboradores
se realizaron en cultivos de células humanas SH-SY5Y que expresan un constructo SMN-
EGFP, lo que sugiere que la sobreexpresion de SMN, completa o truncada, contribuye a
la aparicién de granos de mayor tamafo. En futuros experimentos seria de interés estudiar
la movilidad de los granos ex vivo, tanto en ratones silvestres como en modelos que

sobreexpresen SMN completa y truncada.

Se ha postulado que SMN podria estar participando en la sintesis local de
proteinas en los axones y conos de crecimiento de motoneuronas in vitro (Fallini et al.,
2016). En cultivos de motoneuronas, SMN participa en el ensamblaje de las mRNP,
siendo necesaria para su traslocacion y trafico axonal (Donlin-Asp et al., 2016, 2017;
Price et al., 2018). Entre las RBP cotransportadas con SMN en motoneuronas en cultivo
se encuentran hnRNP R, HuD e IMP1 (Rossoll et al., 2002; Akten et al., 2011; Fallini et
al., 2011, 2014; Hubers et al., 2011). Sirva como ejemplo paradigmatico la mRNP
formada por IMP1 y el ARNm de S-actina. En cultivos de motoneuronas deficientes en
SMN, el ensamblaje de esta mRNP y la localizacion axonal y en el cono de crecimiento
del ARNm de p-actina estan alterados (Rossoll et al., 2002; Donlin-Asp et al., 2017).
IMP1/p-actina también se ha descrito in vivo en unas estructuras periaxoplasmicas que
contienen ribosomas en axones motores de rata adulta (Koenig & Martin, 1996; Koenig
& Giuditta, 1999; Koenig et al., 2000; Kun et al., 2007; Sotelo-Silveira et al., 2008).

Aunque estas estructuras no se han identificado durante la maduracion postnatal, si se han
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descrito ribosomas en axones motores durante este periodo, estando reducidos en nimero
en ratones AME (Bernabo et al., 2017). Seria de interés estudiar la potencial afectacion
de la maquinaria de sintesis de proteinas en la axones AME. Alternativamente, los granos
de SMN pueden simplemente estar siendo transportados al terminal motor, donde

ejercerian su funcion (ver siguiente apartado).

En el presente trabajo hemos tratado de caracterizar en preparaciones
neuromusculares la composicion de los granos de SMN mediante inmunomarcaje de
gemina 2y 3, HuD y Cpg 15, cuya presencia en los granulos de SMN ha sido demostrada
en cultivos celulares (Zhang et al., 2006; Todd, Morse, Shaw, McGinley, et al., 2010;
Todd, Shaw, et al., 2010; Akten et al., 2011; Fallini et al., 2011; Hubers et al., 2011). En
nuestros ensayos, sin embargo, no conseguimos sefial clara en los axones y terminales
motores para ninguna de estas cuatro proteinas. Para la interpretacion de estos resultados
hay que tener en cuenta distintas variables. En primer lugar, el tejido conectivo de las
preparaciones neuromusculares dificulta en gran medida la permeabilizacion y el acceso
del anticuerpo a la proteina diana, en contraste con la facil permeacion en los cultivos
celulares, lo que dificulta la deteccion de proteinas con niveles muy bajos de expresion.
En segundo lugar, no es seguro que la estequiometria y estructura de granulos axonales
de RNP sea igual in vitro e in vivo. Es llamativo, no obstante, que detectdsemos sin
dificultad SMN, que también esta presente en los granulos axonales y presenta un tamafio
del mismo orden que Gemina 2, Gemina 3 y HuD. Sin embargo, en el caso de SMN el
anticuerpo empleado es policlonal, a diferencia de los monoclonales empleados para
detectar Gemina 3 y HuD. La existencia de multiples clones de anticuerpos con distintos
epitopos incrementa la probabilidad de detectar regiones no enmascaradas y, ademas,
amplifica la sefial al poder reconocer multiples regiones de la misma proteina. No

obstante, Gemina 2 no pudo ser detectada, aun empleando un anticuerpo policlonal.

Por otro lado, no se puede descartar la posibilidad de cambios temporales en la
composicion de los granos. Es posible que ciertas mRNP se expresen o se asocien a SMN
unicamente durante etapas tempranas del desarrollo. Por ejemplo, en embriones de pez
cebra SMN coinmunoprecipita con HuD solo durante la ventana temporal de crecimiento
y arborizacion axonal (Hao et al.,, 2017). Asi mismo, aunque SMN se reduce
drésticamente en las motoneuronas tras el desarrollo (Fig. 33) y maduracion de la
motoneurona, ciertas mMRNP cuyo trafico axonal es dependiente de SMN, como IMP1/p-

actina, estan presente en axones motores adultos (Sotelo-Silveira et al., 2008). Seria, por
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tanto, de especial interés la caracterizacion molecular de los granos de SMN con técnicas
bioquimicas a partir de un nervio durante las distintas etapas de la maduracion de la

motoneurona.

HuD, por otra parte, pudo ser identificada en médula espinal con el mismo
anticuerpo utilizado en las preparaciones neuromusculares. De hecho, el marcaje fue muy
intenso, tanto en el asta ventral como en el resto de las regiones medulares. Hasta donde
sabemos, somos el primer grupo en identificar la proteina HuD in situ en las
motoneuronas espinales durante la mduracién postnatal temprana. La sefial fue, ademas,
de caracteristicas similares a la sefial reportada por grupos previos en los DRG vy en el
asta dorsal de médula espinal de ratones adultos (Sanna et al., 2014) y en las
motoneuronas espinales humanas (Blokhuis et al., 2016). Curiosamente, no hemos
encontrado diferencias en la intensidad de la sefial entre animales controles y AME, en
concordancia con trabajos del grupo de Rossol y Bassel que muestran que en cultivos de
motoneuronas de raton sometidas a silenciamiento de Smn los niveles de HuD en el axén
son dependientes de Smn, pero no en el soma o las dendritas (Fallini et al., 2011). En
embriones de pez cebra la disminucién experimental de Smn se acompafia de bajos
niveles de expresion de HuD durante la fase de crecimiento y arborizacion axonal. En
este modelo, el rescate de la expresién de Smn antes de las 24 h postfertilizacion aumenta
los niveles HuD, aunque esto no ocurre si el rescate se hace después (Hao et al., 2017).
Puesto que nuestros experimentos se realizaron en una etapa postnatal, es posible que ya
haya desaparecido la posible regulacion de HuD por Smn, no obstante, este mecanismo
pudiera ser relevante en la regeneraciéon axonal y el remodelado de la NMJ. De hecho,
estudios ex vivo en las aferencias sensoriales a la médula espinal han demostrado un
incremento de los niveles de HuD en respuesta al dafio axonal (Sanna et al., 2014, 2017).
Seria interesante, pues, estudiar la relacion entre SMN y HuD en este contexto.

Asi mismo, durante la etapa postnatal temprana, HuD podria estar participando en
la maduracién del circuito motor a nivel de la médula espinal. Esta hipétesis se sustenta
en la participacion de HuD en la sinaptogénesis en cerebro a través de la estabilizacion y
regulacion de la expresion dendritica de BDNF (Vanevski & Xu, 2015). En la AME, las
entradas sinapticas sensoriales excitatorias de las motoneuronas espinales estan afectadas
(Mentis et al., 2011). Sin embargo, en la médula espinal no hemos observado ningun

enriquecimiento de HuD en los botones presinapticos ni tampoco a nivel postsinaptico,
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lo que sugiere que este mecanismo puede no estar implicado en las alteraciones sindpticas
descrita en AME.

1.2. Funcién de SMN en el terminal motor

En este trabajo, hemos mostrado por primera vez la coincidencia espacial entre MAP1B,
proteina estabilizadora de los MT que participa en el desarrollo neuronal de axones y
conos de crecimiento (Villarroel-Campos & Gonzalez-Billault, 2014) y SMN. Se ha
demostrado que MAP1B interacciona con HuD (Fujiwara et al., 2011) por lo MAP1B
pudiera estar actuando como nexo entre los granos de SMN y los microtibulos. Nuestros
resultados sugieren, no obstante, una relacion més estrecha entre los granos de SMN vy
los NF. Seria, por tanto, de interés caracterizar biogquimicamente la relacion entre estas
tres proteinas. Desconocemos la funcionalidad de la interaccion entre los granos de SMN
y el citoesqueleto pero proponemos que determina la especial distribucion de SMN en el
terminal (ver, por ejemplo, Fig. 38).

Aln se no ha demostrado el papel de SMN en la sinapsis pero se sabe que la
sintesis local de proteinas, uno de los roles postulados de SMN, juega un papel clave en
la plasticidad, desarrollo y mantenimiento sinéptico (Swanger & Bassell, 2011). Es
especialmente interesante el caso del ARNm de p-actina, cuyo ensamblaje en ciertas
MRNP y trafico axonal es dependiente de SMN en motoneuronas en cultivo (Rossoll et
al., 2002; Donlin-Asp et al., 2017). Los microfilamentos se encuentran en constante
polimerizacion y despolimerizacion, siendo este fendbmeno especialmente importante en
etapas tempranas del desarrollo, puesto que permite una especial plasticidad del
citoesqueleto, y en la funcidn sinaptica. De hecho, han sido descritas alteraciones en la
reorganizacion de los filamentos de actina en cultivos de fibroblastos deficientes en SMN
(Gabanella et al., 2016) y se ha descrito una reduccion de F-actina en la NMJ de ratones
AME (Ackermann et al., 2013). En nuestro estudio en el terminal presinaptico motor
demostramos que los granos de SMN coexisten con ARNm de f-actina, ribosomas y
polirribosomas, elementos fundamentales para la sintesis proteica, durante la etapa
postnatal. De hecho, la presencia de polirribosomas en el terminal presinaptico sugiere
fuertemente que la maquinaria de sintesis proteica esta activa en este periodo. Seria de
interés en futuras investigaciones profundizar en el conocimiento de esta maquinaria en

la NMJ, asi como estudiar transcritos relacionados con SMN y la maduracion sinaptica
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como GAP43 o0 AChE (Wang et al., 2015; Lauria et al., 2020), en condiciones normales
y en un contexto de niveles bajos de SMN. Estos resultados refuerzan la hipdtesis,
planteada previamente en neuronas en cultivo, de que los granos de SMN participan en

la sintesis local de proteinas.

1.3. Regulacion temporal de la expresion de SMN

Nuestros resultados demuestran que el numero de granulos de Smn disminuye
progresivamente en los axones y en los terminales presinapticos motores del musculo
TVA tras la primera semana de vida postnatal, quedando solo una expresién residual en
la edad adulta (Fig. 33). Previamente se habia descrito, en concordancia con nuestros
resultados, la presencia de granos de Smn a P4 en los terminales nerviosos motores del
diafragma y su ausencia en la edad adulta (Dombert et al., 2014), pero no el curso
temporal de este proceso. La progresiva disminucion de Smn en el terminal presinéptico
de los ratones silvestres pudiera deberse a una inhibicion del transporte axonal de los
granos, pero el hecho de que haya un descenso significativo del contenido de Smn en las
motoneuronas espinales entre P5y P15, medido mediante inmunotransferencia en ratones
silvestres (Jablonka et al., 2000), sugiere que el descenso también ocurre en el soma de

las motoneuronas.

Ademas de en los axones, aparecen granulos de Smn en las neuritas y en el cono
de crecimiento en motoneuronas silvestres en cultivo (Dombert et al., 2014), por lo que
se ha propuesto que SMN también participa en el desarrollo y maduracion de estas
estructuras. De hecho, hay un menor crecimiento de las neuritas y del cono axénico en
motoneuronas en cultivo procedentes de ratones deficientes en SMN (Jablonka et al.,
2007). En este sentido, la desaparicion de SMN tras el periodo de maduracion postnatal
observada en nuestro estudio apoya fuertemente su rol en la maduracion postnatal,

especialmente en etapas tempranas.

Se desconoce si el patron temporal de Smn varia entre terminales nerviosos de
musculos con distinto grado de vulnerabilidad, tal y como ocurre con otras proteinas en
el terminal. En este sentido, trabajos previos en nuestro laboratorio han demostrado que
durante el desarrollo postnatal de la NMJ existe una transicion entre dos de las isoformas

de sinaptotagmina (Syt) que acttan como sensor de calcio para la exocitosis en el terminal
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presindptico motor. Durante el periodo postnatal de maduracion de la NMJ Syt-1 se regula
a la baja y Syt-2 al alza, siendo esta Gltima la isoforma que se expresa tras este periodo.
Fisioldgicamente, la velocidad de este cambio varia temporalmente entre distintos
musculos y correlaciona con la vulnerabilidad de la NMJ en los mismos (Tejero et al.,
2016, 2018). Es llamativo que esta transicion coincida en los musculos vulnerables, como
el TVA, con laregulacion a la baja de Smn. Seria de interés, por tanto, estudiar si el patrén

temporal de expresion de Smn varia entre musculos con distintas vulnerabilidades.

2. Impacto de la sobreexpresion de SMN y SMNA7

Las alteraciones patoldgicas que la deficiencia de SMN genera en el organismo estan
ampliamente reconocidas y estudiadas. Sin embargo, las posibles afectaciones
patoldgicas derivadas de su sobrexpresion se desconocen. El hecho de que SMN se
exprese altamente durante el desarrollo y la maduracién pero que se reduzca de forma
drastica posteriormente plantea la cuestion de qué consecuencias puede tener el
mantenimiento de su expresion por encima de los niveles fisioldgicos. Este problema
cobra especial relevancia teniendo en cuenta la estrategia terapéutica de incremento de
los niveles de SMN, especialmente en el caso de terapia génica. A diferencia de los
tratamientos aprobados dirigidos a aumentar la inclusion del exén 7 en el transcrito final
de SMN2, sujetos a la regulacién fisioldgica de la transcripcion del gen, con la terapia
génica sSCAVV-SMN la proteina se sobreexpresa constitutivamente ya que depende del

promotor CAG.

En el presente trabajo hemos comparado el contenido de granos de SMN en
ratones silvestres y en el modelo SMNA7 que contiene dos transgenes humanos (SMN2
y SMNA7). De ambos transgenes se esperaria un patron de expresion similar al humano,
ya que SMN2 presenta su promotor fisioldgico, casi idéntico al de SMN1, y SMNA7 un
fragmento del promotor del gen humano SMN1 (Echaniz-Laguna et al., 1999; Le et al.,
2005). Sin embargo, nuestros resultados muestran sobreexpresion persistente de granos
de SMN en comparacion con los ratones silvestres durante la segunda semana postnatal,
por lo que la diferencia en la expresion de SMN en ambas lineas puede deberse a una
regulacién diferencial de la transcripcion del gen murino y los transgenes. Otra cuestion

de interés es si los granos de SMN en los modelos SMNA7 y taiwanés contienen, ademas
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de proteina completa, proteina truncada puesto que el anticuerpo empleado puede
reconocer otras formas de SMN distintas de la proteina completa.

Las consecuencias de la sobreexpresion persistente de las proteinas SMN y
SMNA7 en AME son aun poco conocidas, aunque empiezan a aparecer algunos estudios.
Una investigacion en cerdos y primates no humanos ha descrito la aparicion de patologia
neurosensorial asociada a la aplicacion de este tipo de terapias (Hinderer et al., 2018).
Por otro lado, se ha reportado un potencial efecto deletéreo de SMNA7. Por ejemplo, un
estudio de los niveles del ARNm SMNA7 en cultivos de células linfoblastoides humanas
procedente de pacientes AME tipo I-111 mostr6 una correlacion directa entre los niveles
del transcrito y la severidad de la patologia (Gavrilov et al., 1998). En la misma linea,
otros grupos han observado que SMNA7 es proapoptética cuando se expresa a niveles
muy altos en una célula y, por tanto, le atribuyen un efecto deletéreo en la AME (Kerr et
al., 2000; Vyas et al., 2002). Asi mismo, en un modelo murino de apoptosis neuronal
inducida por virus, la sobreexpresion de SMNA7 disminuye la supervivencia (Kerr et al.,
2000). En este mismo estudio, la sobrexpresion de SMN produce el efecto opuesto,
aumenta la supervivencia. Por otro lado, estudios en cultivos celulares e in vivo en un
modelo de ratén han mostrado que la sobreexpresion de la proteina truncada tiene un
efecto atenuante en la severidad de la patologia (Wang & Dreyfuss, 2002; Le et al., 2005).
Aun se desconoce si este efecto se debe a una accion intrinseca de SMNA7 o es secundaria
a la formacion de heteroligomeros FL-A7 funcionales. No obstante, estos estudios solo
contemplan una ventana temporal temprana que solo comprende 20-30 dias postnatales.
Es posible, por tanto, que el efecto paliativo se produzca durante las primeras etapas
madurativas, cuando los requerimientos de SMN son muy elevados, pero posteriormente
tenga un efecto toxico. De hecho, de forma sorprendente, en nuestros experimentos hemos
detectado acumulaciones axonales de NF no solo en los ratones AME, sino también en
los ratones controles que sobreexpresan SMN (Fig. 48). En este sentido, Van Alstyne y
colaboradores han descrito que los ratones controles del modelo SMNA?7 tratados con
sCAVV9-SMN desarrollan una patologia sensorimotora con denervacion de las NMJ
(Van Alstyne et al., 2021), lo que indica una posible toxicidad relacionada con la

sobreexpresion de SMN.

Ademas, nuestros datos demuestran que en las acumulaciones axonales y
presindpticas de NF, previamente bien documentadas en AME (Cifuentes-Diaz et al.,
2002; Kariya et al., 2008; Kong et al., 2009; Torres-Benito et al., 2011), también se
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acumulan granos de SMN (Fig. 47), lo que sugiere que el trafico retrégrado y/o la
degradacion de SMN estan comprometidos. En futuros trabajos seria de gran interés
determinar el mecanismo subyacente a estos acimulos de proteina. Los agregados de
SMN han sido recientemente observados en el citoplasma de las motoneuronas espinales
y de las neuronas sensoriales de ratones controles tratados con SCAVV9-SMN, y por tanto,
con sobreexpresion de la proteina (Van Alstyne et al., 2021). Asi mismo, se ha descrito
el secuestro especifico de SmB en los agregados, esencial para la formacion de las ShRNP,
con su consecuente reduccién en el nucleo. A nivel del sistema motor periférico, una
cuestion relevante, por tanto, seria saber si en los acimulos de SMN en el axon y en los
terminales motores mutantes se produce un secuestro de mMRNP o proteinas de relevancia

para la funcion sinaptica.

3. Alteraciones funcionales del terminal motor en la AME

Nuestros experimentos de imagen dindmica ex vivo en el modelo de AME Taiwanés-
SypHy demuestran una disfuncion significativa en la exo- y endocitosis y una
dependencia reducida de la via glicolitica para la obtencion de energia metabdlica en los
terminales motores AME durante la actividad eléctrica. Estos resultados, junto con los
aportados por otros autores, indican que los defectos de neurotransmision en AME son el
resultado de cambios interactivos en la energia, metabolismo, homeostasis del Ca?* y

proteinas sinapticas.

3.1. Afectacion de la exo-endocitosis

Multiples estudios han caracterizado las alteraciones funcionales del terminal motor en el
modelo de AME SMNA?7. Sin embargo, hasta donde sabemos, solo hay un estudio en el
modelo Taiwanés en el que se caracterizan electrofisiologicamente los terminales motores
(Ackermann et al., 2013). En este estudio, en concordancia con estudios previos en el
modelo SMNA7 y con nuestros resultados, se observo una reduccion del contenido
cuéntico y un ensanchamiento del EPP con aumento del tiempo de subida y del tiempo
de caida. Sin embargo, los valores de QC reportados en los ratones controles y AME son
ligeramente inferiores a los observados en el presente trabajo. No obstante, hay que tener

en cuenta varios aspectos para interpretar esta divergencia. Por un lado, el modelo
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Taiwanés empleado por Ackermann y colaboradores presenta un trasfondo genético
C57BL/6N, que modifica el fenotipo de los ratones incrementando su supervivencia
media 5 dias (15,6 dias), respecto al trasfondo FVB/N presente en nuestro modelo (9,9
dias; Fig. 59). Por otro lado, la edad a la que realizaron los experimentos fue a P14, 5-7
dias més tarde que en nuestro trabajo. Aunque no sabemos con exactitud como estas dos
variables impactan en el QC, la reduccion relativa del QC en los terminales mutantes con
respecto a los controles es practicamente idéntica a la nuestra (~30 %), lo que sugiere una

afectacion similar.

Varios grupos han descrito una alteracion de la endocitosis en contextos de
deficiencia en SMN. Por ejemplo, se ha reportado una localizacion anémala de la
intersectina y de la a-adaptina, esta Ultima subunidad del complejo adaptador AP-2, en
los terminales presinapticos de motoneuronas colinérgicas de C. elegans deficiente en
Smn (Dimitriadi et al., 2016). También se ha descrito la disminucién en la actividad
fosfatasa de la calcineurina en modelos de AME (Janzen et al., 2018), lo que puede
producir hiperfosforilacion de proteinas implicadas en la endocitosis, como la dinamina
1. Asi mismo, en estudios dindmicos de carga de sonda FITC-Dextrano en cultivos de
fibroblastos de pacientes AME y de células NSC-34 deficientes en Smn se ha observado
una menor endocitosis que en controles (Hosseinibarkooie et al., 2016; Riessland et al.,
2017; Janzen et al., 2018). Sin embargo, estos estudios dindmicos cuantifican la
endocitosis constitutiva y no la endocitosis regulada. En nuestro estudio, hemos mostrado
mediante registros de imagen en tiempo real de la actividad sindptica una menor
endocitosis en la NMJ de ratones AME durante la actividad eléctrica. En linea con
nuestros resultados, un estudio previo realizado en el mismo modelo mediante carga de
sonda FM1-43 también reporté una menor endocitosis evocada (Hosseinibarkooie et al.,
2016). Sin embargo, a diferencia de nuestro estudio, la medicion de la endocitosis se
realizé tras la fijacion del tejido y, por tanto, no evaluaba la dinamica de la endocitosis.
En conjunto, nuestros resultados refuerzan la vision de una importante alteracion del ciclo

exo-endocitico y, por tanto, de la funcion de la NMJ en la AME.

3.2. Defectos en la homeostasis mitocondrial

En algunas enfermedades neurodegenerativas, la sobrecarga de Ca** mitocondrial esta

involucrada en el estrés oxidativo y la activacion de la caspasa 3. Sin embargo,
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experimentos recientes de nuestro laboratorio han demostrado que las mitocondrias en
los terminales motores de los ratones modelo de AME presentan una reduccion en la
capacidad de carga de Ca?* durante la actividad eléctrica, sin que exista afectacion en la
capacidad de tamponamiento ni en la extrusion de Ca®* desde la matriz mitocondrial
(Lopez-Manzaneda et al., 2021). Los resultados de este trabajo también mostraron que
la disminucion de la entrada de Ca®* en la mitocondria no se debe a la disminucion del
gradiente de concentracion para este ion, posibilidad sustentada por la menor densidad de
VGCC de tipo P/Q en los terminales nerviosos AME (Jablonka et al., 2007; Tejero et al.,
2016, 2020).

En el presente trabajo, testamos la hipétesis de que la menor entrada de Ca?* se
debe a una alteracién en el gradiente eléctrico. Si la acumulacion de cargas positivas
(Ca?") en la matriz no se equilibra adecuadamente mediante la extrusion de H* durante la
actividad eléctrica, puede producirse la despolarizacién mitocondrial de la mitocondria.
Un estudio previo in vitro ha propuesto que el ¥m en las motoneuronas de la AME esta
despolarizado en comparacién con los controles (Miller et al., 2016). Por el contrario,
otro estudio, realizado en células NSC34 deficientes en Smn (Acsadi et al., 2009), sugiere
que se produce una hiperpolarizacion mitocondrial. Finalmente, en nuestro estudio, ex
Vivo, no encontramos alteraciones significativas en el AWm, medido con rodamina-123,
empleando el mismo protocolo de estimulacién que Lopez-Manzaneda en sus mediciones
de Ca?* libre mitocondrial (20 Hz, 100-200 AP) (Lopez-Manzaneda et al., 2021). Sin
embargo, estos resultados no descartan que las mitocondrias de la AME se despolaricen

en etapas mas avanzadas de la enfermedad.

Estos resultados, junto con los datos obtenidos previamente en nuestro
laboratorio, indican que el menor nivel de Ca?* libre mitocondrial durante la actividad
eléctrica en los terminales AME es causado por una reduccién intrinseca en la capacidad
de entrada de Ca?* mitocondrial. Curiosamente, la tasa de entrada de Ca?* en las
mitocondrias a través del canal MCU esta regulada por su capacidad respiratoria (Nicholls
& Chalmers, 2004), que esta alterada en la AME (Acsadi et al., 2009; Miller et al., 2016).
No obstante, si existen alteraciones en la densidad de los canales de MCU o en las

proteinas asociadas son preguntas atractivas para futuros experimentos.

Por otro lado, podemos plantearnos cémo influye la disminucion de Ca?*

mitocondrial en la funcidn del terminal presindptico motor. En condiciones normales, la
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produccion de energia se adapta a las necesidades celulares y las mitocondrias juegan un
papel esencial en ello (McCormack et al., 1990; Jouaville et al., 1999). Los bajos niveles
de Ca®" en la matriz mitocondrial en AME durante la estimulacion eléctrica pudieran
afectar la adecuada activacion las enzimas del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) lo que
disminuiria la capacidad de las mitocondrias para sintetizar ATP durante la actividad
nerviosa repetitiva. Estos resultados estan en linea con datos previos que muestran que la
sintesis de ATP en mitocondrias AME esta reducida (Acsadi et al., 2009; Miller et al.,
2016), lo que no descarta que el defecto metabolico puede tener un origen multicausal.
Teniendo en cuenta que el ciclo de las vesiculas sinapticas es el principal consumidor de
ATP en las sinapsis (Rangaraju et al., 2014), en el presente trabajo proponemos que parte
de los defectos en la exo- y endocitosis se deben a la baja capacidad de las mitocondrias

de AME para aumentar la sintesis de ATP durante la actividad eléctrica.

3.3. Perspectiva terapéutica de los agonistas de los VGCC: GV-58

Las distintas terapias dirigidas a incrementar los niveles de SMN han supuesto un punto
de inflexidn en el tratamiento de la AME, con resultados verdaderamente esperanzadores
en los ensayos clinicos. Sin embargo, la posibilidad de un inicio del tratamiento tardio, la
presencia de efectos adversos que impidan su administraciéon, asi como su precio
actualmente prohibitivo, hace necesario el desarrollo de nuevas terapias complementarias
que puedan modular la severidad de los sintomas e incrementar la calidad de vida de los
pacientes. La administracion de farmacos potenciadores de la neurotransmisién es una de

las estrategias complementarias mas prometedoras en este sentido.

Estudios previos con R-roscovitina, un inhibidor de CdK5 y agonista de los
VGCC, han demostrado efectividad para incrementar el QC en musculos vulnerables ex
vivo de ratones a P9-11 del modelo SMNA7 (Tejero et al., 2020). Con la aplicacion de R-
roscovitina 100 M se consiguio un incremento del 280-290 % en el QC. Sin embargo,
concentraciones menores de droga no fueron eficaces. Asi mismo, estos estudios han
reportado que la administracién de este compuesto durante la gestacidn incrementa la
supervivencia de los ratones AME (Tejero et al., 2020). En nuestros experimentos, por el
contrario, la aplicacion de 20 uM de GV-58, un anéalogo de la R-roscovitina sin actividad
sobre CdK5, no aumento la amplitud del EPP. Sin embargo, provocé un incremento de la

liberacion asincrénica con el subsiguiente aumento de la duracion del EPP, en
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consonancia con estudios in vitro que muestran un efecto mas potente sobre los VGCC
que la R-roscovitina (Tarr et al., 2013). Seria, por tanto, de interés para futuros
experimentos evaluar el efecto de GV-58 sobre el EPP a concentraciones mayores. Asi
mismo, en experimentos ex vivo ratones adultos con sindrome de Lambert-Eaton
inducido, la aplicacién conjunta de GV-58 y 3,4-DAP, un inhibidor de los canales de K,
resulta en la recuperacion completa de la liberacidn de neurotransmisor (Tarr et al., 2014).
Este sindrome es producto de la destruccion por auto-anticuerpos de los VGCC tipo P/Q.
En la AME se ha descrito una disminucion en la densidad de estos canales (Tejero et al.,
2016, 2020), por lo que en futuros estudios seria de interés la evaluacidn de terapias

combinadas con este o con otros moduladores de los canales de calcio.
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Conclusiones

1. Los axones y los terminales nerviosos motores contienen granulos de SMN que se

distribuyen de forma ordenada y con patrones especificos en ambas estructuras.

2. Los granulos de SMN estan asociados al citoesqueleto, especialmente a los NF, tanto
en los terminales de ratones silvestres, como en los modelos de AME (taiwanés y
SMNA7).

3. En los ratones silvestres, el nimero de granulos de Smn en los axones y en los
terminales presinépticos disminuye progresivamente durante las dos primeras semanas de
vida hasta hacerse imperceptibles en la edad adulta, lo que sugiere que Smn desempefia

un papel importante en estos compartimentos durante la maduracion postnatal de la NMJ.

4. Durante la etapa de maduracion sinptica los granulos de SMN coexisten en el terminal
motor con dos de los elementos de la maquinaria de sintesis proteica, como son ribosomas
y ARNm de B-actina. Estos resultados refuerzan la hipotesis planteada previamente in

vitro de que los granos de SMN participan en la sintesis local de proteinas.

5. La expresién heteréloga de la proteina SMN en los ratones transgénicos modelos de
AME no desaparece durante las primeras semanas de vida, como ocurre con la proteina

enddgena murina.

6. La sobreexpresién de SMN en los modelos de AME da lugar a depositos de SMN en
el terminal presindptico y en los axones lo que, junto con la acumulacion de los NF, puede

producir interrupcion del trafico axonal, disfuncion neuronal y neurodegeneracion.

7. La disminucién de los niveles de proteina SMN completa produce maultiples
alteraciones funcionales en el terminal nervioso motor que van desde disminucion de la
liberacion de neurotransmisor hasta alteraciones en el reciclado de las vesiculas

sinapticas.

8. La actividad mitocondrial es critica para el mantenimiento de la exocitosis y el
reciclado de las vesiculas sinépticas, tanto en controles como en mutantes. Sin embargo,

la produccién de ATP por la via glucolitica no juega un papel importante en esta sinapsis.

9. GV-58, compuesto derivado de la R-roscovitina que prolonga el tiempo de apertura de
los canales de calcio dependientes de potencial tipo 2 (Cav2), aumenta la liberacion de
neurotransmisor en terminales nerviosos motores de ratones controles y modelo de AME
durante el periodo postnatal temprano, lo que sugiere que este compuesto podria ser un

candidato idoneo para complementar los tratamientos actuales de la AME dirigidos a
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aumentar la expresion de SMN. Asi mismo, GV-58 pudiera ser de utilidad en otras

enfermedades neuromusculares en las que se requiera un aumento de la neurotransmision.
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Conclusions

1. Motor axons and nerve terminals contain granules of SMN that are distributed in
an orderly manner and with specific patterns at both structures.

2. SMN granules are associated with the cytoskeleton, especially with NF, in nerve

terminals from wild-type mice and SMA mouse models (Taiwanese and SMNA?7).

3. In wild-type mice, the number of Smn granules in axons and presynaptic terminals
progressively decreases during the first two postnatal weeks until it becomes
unnoticeable in adulthood, suggesting that Smn plays an important role in these

compartments during postnatal maturation of the NMJ.

4. During synaptic maturation, SMN granules coexist in the motor terminal with two
elements of the protein synthesis machinery, such as ribosomes and S-actin mRNA.
These results reinforce the hypothesis previously raised in vitro that SMN granules

participate in local protein synthesis.

5. The heterologous expression of the SMN protein in SMA transgenic mice does not

disappear during the first weeks of life, as occurs with the murine endogenous protein.

6. SMN overexpression in SMA models leads to SMN deposits in axons and
presynaptic terminals, which, together with NF accumulation, may produce
pathological disruption of axonal trafficking, neuronal dysfunction, and

neurodegeneration.

7. The decrease in full-length SMN protein levels produces multiple functional
alterations in the motor nerve terminal, ranging from decreased neurotransmitter

release to alterations in the recycling of synaptic vesicles.

8. Mitochondrial activity is critical for exocytosis and recycling of synaptic vesicles
maintenance, both in controls and SMA mice. However, ATP production via the

glycolytic pathway does not play an important role at this synapse.

9. GV-58, a compound developed from R-roscovitine that prolongs the opening time
of voltage-dependent calcium channels type 2 (Cav2), increases neurotransmitter
release in motor nerve terminals in control and SMA model mice during the early
postnatal period, suggesting that this compound could be a suitable candidate to
complement current SMA treatments aimed to increase SMN expression. Likewise,
GV-58 could be useful in other neuromuscular diseases in which an increase in

neurotransmission is required.
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Anexo I1: Datos experimentales

A continuacién, se presentan desglosados los datos experimentales del presente trabajo.
Los valores de las variables analizadas vienen representados como valor promedio *
SEM.

Tabla 2. Distancias centro-centro, densidad lineal y diametro de los granos de Smn
en los axones de ratones silvestres (P3).

Parametro Valor Medio n, N
Interdistancias (um) 1,95+0,12 114, 3
Densidad lineal (um™) 0,55+0,03 123,3
Diametro (nm) 352,2+4,3 75,3

Tabla 3. Diametro de los granos correspondientes al marcaje de SMN/Smn por
microscopia confocal convencional en los axones de ratones silvestres (P3) y del
modelo SMAA7 (P9).

Genotipo Diametro (nm) n, N - Test Estadistico
(respecto a silvestre)
Silvestre 352,2+4,3 75,3
Control 4249+145 90,4 < 0,05%* Testde
Bonferroni
SMAA7 451,7+11,6 70, 3 < 0,005***

Tabla 4. Area de Smn en las NMJ de ratones silvestres a distintas edades.

Edad AreaSmn/AreaBTX n,N (respeth)o 2p3) Test Estadistico
P3 7,37+0,61 38,3
P6 7,18 3,52 28, 2 >0,05 Test de
P8 3,34+0,28 24,2 < 0,005** Bonferroni
P10 1,17+0,1 22,2 < 0,0005***
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Tabla 5. Area correspondiente al marcaje de SMN en las NMJ de ratones controles
y mutantes SMAA7 (P9).

Genotipo  Area SMN / Area BTX n, N . Test Estadistico

Silvestre 1,17+0,1 38,3

Control 6,34 + 1,63 16, 1 <0,05* Testde
Bonferroni

SMAA7 9,4+2722 14,1 < 0,005**

Tabla 6. Densidad y tamafio de los granos de SMN/Smn por microscopia de
superresolucion STED en las NMJ de ratones controles y mutantes SMAA7 (P9).

Parametro Genotipo  Valor Medio Test Estadistico
Diametro Control 1034+2,32 73,2 03 t de Student de
(nm) SMAA7  10031+1,93 77,2 dos colas
- Control 499,3+32,13 73,2 U de Mann-
mI:(;?:?:JdZ?‘ ) 0,0023**  Whitney de dos
R SMAA7 4189+3441 77,2 colas
Intensidad Control 830,8+ 71,62 73,2 U de Mann-
maxima 0,76 Whitney de dos
(ua.f.) SMAA7 966,1 + 1288 77,2 colas

Nota: En este caso, N indica el numero de terminales analizados, habiéndose realizado
un unico experimento (un ratén por genotipo)
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Tabla 7. Intensidad de HuD en las neuronas espinales del asta ventral en ratones
controles y mutantes SMAA7 (P9).

Intensidad Media n, N P Test Estadistico

Genotipo Tipo Celular

(u.a.f.)
Control Chat+ 1247 £ 70,92 158 ,4
Chat- 920,5+101,3 69, 3 0.0796 ANOVA de dos
SMAA7 Chat+ 1203 + 769,1 162,4 ' factores
Chat- 9949+172,4 62, 3

Tabla 8. Densidad de contactos sindpticos excitatorios vGLUT2+ en las
motoneuronas espinales en ratones controles y mutantes SMAA7 (P9).

5 T 0
Genotipo " contactos smaptlcos_zl n, i . Test Estadistico
Area motoneurona (Um™) reduccion
Control 0,059 + 0,005 43,3
32+11  0,0154* | dz S:‘ﬁg; de
SMAA7 0,04 £ 0,003 62, 4
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Tabla 9. Peso corporal de los ratones control y mutante del modelo Taiwanés en
funcion del dia postnatal.

Control Taiwanés
Dia Test
postnatal Peso (g) f Peso (g) Estadistico
0 150+0,03 3 1,33 +£0,02 5
1 182+001 3 1,60 £ 0,05 5
2 1,93+0,17 6 167+0,07 12
3 242+016 10| 1,98+0,07 17
4 283+0,19 10| 2,14+0,07 17 <0,01**
5 3,74+0,14 7 2,28+£0,12 10 < 0,001***
6 410+0,15 10| 242+0,09 16 < 0,001***
7 459+0,18 10| 2,45+0,09 16 < 0,001*** Test de
8 481 +0,22 6 256+0,14 11 < 0,001***  Bonferroni
9 581+023 10| 260+0,11 13 < 0,001***
10 6,42+0,19 10| 250+0,14 11 < 0,001***
11 6,75+0,11 10| 2,44+0,17 9 < 0,001***
12 720+0,16 10| 2,32+0,23 6 < 0,001***
13 7,68 + 0,36 7 2,52 + 0,47 2 < 0,001***
14 9,11 +0,17 3 2,68 1
15 10,40+0,01 3

Tabla 10. Tiempo de enderezamiento de los ratones control y mutante del modelo
Taiwanés en funcién del dia postnatal.

< 0,001***
< 0,001***

< 0,001***

Estadistico

Test de
Bonferroni

Control Taiwanés

pos[t)rlgltal Enderezamiento (s) n  Enderezamiento(s) n N liEsi
2 25,22 + 1,66 3 19,80 + 3,57 5
3 11,73+ 1,86 10 12,96 £ 1,41 17
4 18,57 £ 2,52 10 14,20 £ 1,83 17
5 12,19 + 3,12 7 15,87 + 2,78 10
6 16,00 £ 2,92 10 19,71+ 1,26 16
7 12,90 + 3,27 10 12,10+ 1,44 16
8 10,67 + 2,80 6 13,82 + 2,36 11
9 2,10 £ 0,94 10 16,18 + 2,56 13
10 0,77 £ 0,46 10 14,27 £ 2,50 11
11 0,23 +0,17 10 9,26 + 2,35 9
12 0,07 £ 0,04 10 16,56 + 4,43 6
13 0,05 £ 0,05 7 12,50 £ 0,17 2
14 0,00 £ 0,00 7 7,30 1
15 0,00 £ 0,00 7
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Tabla 11. Amplitud del EPP y mEPP, frecuencia de mEPP, fase de subida, constante
de tiempo de relajacion (z) y contenido cuéntico en los terminales motores de ratones
controles y mutantes Taiwanés (P7-10) a 0,5 Hz de estimulacion.

Parametro  Genotipo Valor Medio n,N % reduccion Test Estadistico

Amplitud Control 27,53 +2,57 50, 7 t de Student de dos
: , 0,73

EPP (mV)  Taiwanés 29,11+354 53,8 colas

Constantede  Control  0,92+0,09 26,4 163 0034+ Y de Mann-Whitney
subida(s)  Taiwanés 1,07+0,08 19,3 ! ! de dos colas

Constantede  Control  3,5+0,19 24,4 3743 0.039¢ Y deMann-Whitney

relajacion (s) | Taiwanés 4,81+£059 16,3 ! ! de dos colas
Amplitud Control  1,83+0,12 50,7 t de Student de dos

: , -49,72 0,0048**

MEPP (mV)  Taiwanés 2,74+0,23 53,8 colas
Frecuencia  Control  0,1+0,03 50,7 0054 Y de Mann-Whitney
mEPP (s*) | Taiwanés 06001 53,8 ! de dos colas
Contenido Control 14,82 +1,37 50,7 t de Student de dos

26,69 0,0138*

Cuantico Taiwanés 10,42 +0,81 53,8 colas

Tabla 12. Contenido cuantico maximo, facilitacion relativa, nimero de EPP hasta
llegar a la liberacion maxima, razon de liberacion entre los ultimos 40 EPP vy el
primero y liberacion acumulada en los terminales motores de ratones controles y
mutantes Taiwanés (P7-10) a 20 Hz de estimulacién.

0,
Parametro Genotipo  Valor Medio n,N - ., P Te,St.
reduccion Estadistico
Contenido cuantico Control 30,37 +5,06 19,5 t de Student de
e . : 42 97 0,007
maximo Taiwanés 17,32+1,89 13,5 dos colas
e Control 1096 £2,67 19,5 t de Student de
Facilitacion (% ; ; -21,44 0,0044
Hlitacion (%) Taiwanés 133,1+8,42 13,5 dos colas
N° EPP hasta Control 258+0,84 19,5 U de Mann-

liberacion maxima | Taiwanés 346097 13,5 ot 00092 Whitney de

dos colas
i Anti Control 138+1,06 19,5

Contenido cuantico _ : 30.14 0,0121 t de Student de

tras STD Taiwanés 9,64+1,05 13,5 dos colas
Razén de liberacion Control 58,08 +2,26 19,5 34.42 0.0084 t de Student de

40-80/1° (%) Taiwanés 78,07+7,95 13,5 ’ ’ dos colas
Control 1170+ 89,56 19,5 t de Student de

Cuantos acumulados Taiwanés 822,5+8573 135 -29,7 0,0118 dos colas
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Tabla 13. Amplitud del incremento de fluorescencia (AF) y constante de tiempo de
relajacion (z) en los terminales motores de ratones controles y mutantes Taiwanés
(P7-10) en ausencia y presencia de glucosa 10 mM.

Control Taiwanés
Glucosa (mMM) 10 0 10 0
AFmax 602,3+60,64 691,2+4553 7224+5196 721,4+58,22
n, N 53,9 59, 6 45,5 35,5
p * ** *
(respecto Control 10mM) U i U
Constante de relajacion (s) 9,88+£0,7 1553+1 10,64 £ 0,69 9,62 £ 0,64
n,N 53,9 59, 6 45,5 35,5
p *k*k
(respecto Control 10mM) <O s ey
Test estadistico U de Mann-Whitney de dos colas
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