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Abreviaturas

ACh: acetilcolina

AME: Atrofia Muscular Espinal

ASO: oligonucledtido sinsentido

AZ: zonas activas (Active Zone)

BSA: albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin)
BTX-Rho: bungarotoxina conjugada con rodamina
CCDV: canales de Ca?* dependientes de voltaje

Cdk5: Quinasa dependiente de ciclina 5 (Cyclin Dependent Kinase 5)
DcpS: enzima Scavenger mRNA-decapping

DMSO: dimetil sulféxido

EDL: Extensor digitorum longus
ELA: Esclerosis Lateral Amiotréfica
EPP: potencial de placa evocado (Evoked Endplate Potential)

ESE: potenciadores exdnicos del proceso de corte y empalme (Exonic Splicing
Enhancer)

FPP: facilitacién por pares de pulsos
HDAC: desacetilasas de histonas (Histone Deacetylases)

hnRNP: ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoproteins)

iPSC: células madre pluripotenciales inducidas (Induced Pluripotent Stem Cells)
JNK3: gen Jun quinasa 3

JNKS3: proteina Jun quinasa

LAL: Levator auris longus

m: contenido cuantico

MEPP: potencial de placa en miniatura (Miniature Endplate Potential)

n, N: n representa el numero de terminales o fibras musculares. N representa el

numero de ratones
n: sitios de liberacién de neurotransmisor

NAIP: proteina inhibitoria de apoptosis neuronal (Neuronal Apoptosis Inhibitory

Protein)

NF: neurofilamento
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Abreviaturas

NMJ: unién neuromuscular (neuromuscular junction)
NT: neurotransmisor

OEA: Obliquus externus abdominis

OIA: Obliquus internus abdominis

P: dia postnatal

PA: potencial de accion

PBA: fenilbutirato

PBS: tampon salino de fosfato

PBS-T: tampon salino de fosfato y Triton

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PFA: paraformaldehido
PGK: proteina fosfoglicerato quinasa (Phosphoglycerate Kinase)

PKC: proteina quinasa C (Protein Kinase C)
PLS3: proteina plastina 3

pr: probabilidad de liberacion vesicular

PRL: prolactina

RA: Rectus abdominis

ROI: region de interés (Region of interest)

RRP: contingente de vesiculas listas para ser liberadas (Readily Releasable

Pool)

SAHA: acido suberoilanilidohidroxamico

sem: error estandar de la media (Standard Error of the Mean)
SMA: Spinal Muscular Atrophy

SMNAZ7: proteina SMN truncada en el exén 7

SMN: gen de Supervivencia de Motoneuronas humano

SMN: proteina de Supervivencia de Motoneuronas

SNC: sistema nervioso central

snRNA: molécula pequefia de ARN (Small Nuclear RNA)

snRNP: ribonucleoproteinas  pequefias nucleares  (Small

Ribonucleoproteins)

Stx1B: sintaxina-1B
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SV: vesiculas sinapticas (synaptic vesicle)
SV2: proteina de las vesiculas sinapticas 2
Sytl: sinaptotagmina-1

Syt2: sinaptotagmina-2

Syt7: sinaptotagmina-7

TSA: tricostatina A

TVA: Transversus abdominis

Vm: potencial de la membrana plasmatica
VPA: acido valproico

ZPR1: gen Zinc Protein Finger 1

ZPR1: proteina Zinc Protein Finger 1
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Abstract

Spinal Muscular Atrophy (SMA), the most frequent genetic cause of infant
mortality, is an autosomal recessive neurodegenerative motor neuron disease
characterized by the loss of spinal cord a-motoneurons, muscle weakness and
progressive paralysis of axial and proximal limb muscles. SMA is caused by the
homozygous loss or mutation of the Survival Motorneuron 1 (SMN1) gene, which
codes for the Survival Motor Neuron (SMN) protein. This protein is ubiquitously
expressed, and it is important in the assembly of small nuclear ribonucleoproteins
(snRNPs). In SMA mouse models, neurotransmitter release is greatly impaired.
However, the molecular mechanisms of the synaptic dysfunction and the basis of

the selective muscle vulnerability are unknown.

The aims of the present study were to get a deeper insight into the origin
of the neurotransmitter release deficit at motor nerve terminals, and investigate
the molecular basis of selective muscle vulnerability in SMA. To this end, we
compared the molecular and functional properties of nerve terminals in muscles
with different degree of wvulnerability in the SMNA7 mouse model using
electrophysiological  techniques, immunostaining, confocal fluorescent
microscopy, and quantitative imaging analysis.

The results show that the expression levels of synaptotagmin-2 (Syt2), and
its interacting protein, synaptic vesicle protein 2 (SV2) B, were highly reduced in
SMA terminals in comparison with controls, while other synaptic proteins, as
syntaxin-1B (Stx1B) and synaptotagmin-7 (Syt7) were unaffected. We also found
that synaptotagmin-1 (Sytl) undergoes a process of physiological
downregulation during the postnatal development in nerve terminals of the most
vulnerable muscles, but not in the least affected, what could be particularly critical
when Syt2 is also pathologically decreased. Additionally, SMNA7 mice show a
reduction in the density of P/Q-type voltage dependent Ca?* channels in the
neuromuscular junction. Consistently with the reduction of Ca?* channels and the
low content of Syt2, Sytl, and SV2B in most affected neuromuscular synapses,
functional analysis of neurotransmission revealed a great reduction in evoked
release, impaired short term plasticity, low release probability and inability to
modulate normally the number of active release sites. Finally, despite the

structural and functional alterations which characterize the motor nerve terminals
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Abstract

in SMA, they still retain the ability to upregulate, to certain extend,

neurotransmission in the presence of modulators of synaptic release.
Together, we propose that the large reduction of Syt2 and SV2B are crucial

factors of the functional synaptic deficit and that the physiological downregulation

of Sytl plays a determinant role in selective muscle vulnerability in SMA.
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Resumen

La Atrofia Muscular Espinal (AME), la causa genética mas frecuente de
mortalidad infantil, es una enfermedad neurodegenerativa autosomica recesiva
caracterizada por la pérdida de las motoneuronas a de la médula espinal,
debilidad muscular y pardlisis progresiva de los musculos axiales y proximales.
La AME esta causada por la pérdida o mutacion en homocigosis del gen de
Supervivencia de Motoneuronas 1 (SMN1), que codifica para la proteina de
Supervivencia de Motoneuronas (SMN). Esta proteina se expresa ubicuamente
y es importante en el ensamblaje de las ribonucleoproteinas pequefias nucleares
(snRNP). En modelos de ratén de AME, la liberacion de neurotransmisor esta
gravemente alterada. Sin embargo, los mecanismos moleculares de la disfuncién

sinaptica y las bases de la vulnerabilidad muscular selectiva se desconocen.

Los objetivos del presente estudio fueron obtener una visibn mas profunda
del origen del déficit de la liberacidbn de neurotransmisor en los terminales
nerviosos motores, e investigar las bases moleculares de la vulnerabilidad
muscular selectiva en AME. Con este fin, se compararon las propiedades
moleculares y funcionales de los terminales nerviosos en musculos con diferente
grado de vulnerabilidad en el modelo de raton SMNA7 usando técnicas
electrofisiolégicas, inmunomarcaje, microscopia de fluorescencia confocal y

analisis cuantitativo de imagenes.

Los resultados muestran que los niveles de expresion de sinaptotagmina-
2 (Syt2), y su proteina de interaccion, la proteina de la vesicula sinaptica 2 (SV2)
B, estaban muy reducidos en los terminales AME en comparacion con los
controles, mientras que otras proteinas sinapticas, como sintaxina-1B ( Stx1B) y
sinaptotagmina-7 (Syt7), no se vieron afectados. También se encontré que
sinaptotagmina-1 (Sytl) se somete a un proceso de regulacion fisiolégica a la
baja durante el desarrollo postnatal en los terminales nerviosos de los musculos
mas vulnerables, pero no en los menos afectados, lo que podria ser
particularmente critico cuando Syt2 esta también patolégicamente disminuida.
Ademas, los ratones SMNA7 muestran una reduccién en la densidad de los
canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo P/Q en la unién neuromuscular. En
consonancia con la reduccion de los canales de Ca?*y el bajo contenido de Syt2,

Sytl y SV2B en las sinapsis neuromusculares mas afectadas, el analisis
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Resumen

funcional de la neurotransmision revel6 una gran reduccion en la liberacion
evocada, una alteracién de la plasticidad a corto plazo, una baja probabilidad de
liberacion y la incapacidad para modular normalmente el nimero de sitios de
liberacion activos. Por ultimo, a pesar de las alteraciones estructurales y
funcionales que caracterizan a los terminales nerviosos motores en AME,
todavia conservan la capacidad de regular positivamente, en cierta medida, la

neurotransmision en presencia de moduladores de la liberacion sinaptica.
Conjuntamente, proponemos que la gran reduccién de Syt2 y SV2B es un

factor clave en el déficit funcional sinaptico y que la regulacion fisiologica de Sytl

juega un papel determinante en la vulnerabilidad muscular selectiva en AME.
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Atrofia Muscular Espinal

1. Caracteristicas clinicas de la enfermedad

La Atrofia Muscular Espinal (AME) fue descrita clinicamente por primera vez en
el afio 1891 por el neurdlogo austriaco Guido Werdnig tras estudiar a dos
hermanos que presentaban atrofia y paralisis muscular en el tronco, cuello y
musculos proximales de las extremidades inferiores desde los diez meses de
edad. Dos afios mas tarde, el neurdlogo aleman Johann Hoffmann confirmaba la
descripcion hecha previamente por Werdnig, momento a partir del cual se

denomind enfermedad de Werdnig-Hoffmann (Werning, 1894, Hoffman, 1900).

Se trata de una enfermedad neurodegenerativa, monogénica, autosémica
recesiva, caracterizada por la degeneracién progresiva de las neuronas motoras
del asta anterior de la médula espinal, que cursa con debilidad y paralisis
muscular. Esta causada por la pérdida o mutacién en homocigosis del gen de
Supervivencia de Motoneuronas 1, SMN1 (Lefebvre et al., 1995). Este gen se

localiza en el cromosoma 5, en la posicion 5913.

En la actualidad se sabe que se trata de la enfermedad genética que
causa mas mortalidad infantil y la segunda enfermedad autosdémica recesiva mas
frecuente, tras la fibrosis quistica, con una incidencia de 1:10.000 nacidos vivos
y una frecuencia de portadores entre 1:40-1:60 (Pearn, 1980, Crawford and
Pardo, 1996).

Clinicamente, la enfermedad se clasifica en cuatro tipos en funcién de la
edad de aparicién de los sintomas y la evolucion (Munsat and Davies, 1992,
Russman, 2007) (Tabla I):

AME tipo | o enfermedad de Werdnig-Hoffmann: es la forma mas severa. Los
sintomas aparecen en el periodo neonatal o durante los seis primeros meses de
vida. Aparece debilidad muscular severa generalizada e hipotonia. Los pacientes
no poseen la capacidad de mantener una postura sentada sin apoyo y presentan
complicaciones respiratorias (insuficiencia respiratoria y neumonia), falleciendo,

generalmente, por fallo respiratorio antes de los dos afos de vida.
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AME tipo Il o enfermedad de Dubowitz: forma intermedia. Los sintomas
aparecen entre los seis y los 18 meses de vida. Estos pacientes son capaces de
sentarse sin necesidad de ayuda pero no pueden caminar de manera
independiente. Sus extremidades inferiores son generalmente mas débiles que

las superiores. Su esperanza de vida es de cuatro anos.

AME tipo Ill o enfermedad de Kugelberg-Welander: los sintomas aparecen a
partir de los 18 meses de edad. Estos pacientes llegan a caminar sin necesidad
de ayuda, al menos temporalmente, pero desarrollan debilidad muscular de
forma progresiva en los musculos proximales. Al igual que en el tipo I, las
extremidades inferiores son mas débiles que las superiores. Generalmente estos

pacientes alcanzan la edad adulta.

AME tipo IV o forma adulta: los sintomas aparecen en la edad adulta, y en
general, son pacientes que no presentan problemas respiratorios o nutricionales,
aunque presentan debilidad muscular leve o moderada en los musculos

proximales.

Tabla I. Clasificacién clinica de Atrofia Muscular Espinal. Modificado de
(Butchbach, 2016)

Edad de Capaz Capaz Capaz Esperanza N°.
aparicion de de de devida copiasSMN2
sentarse ponerse andar
de pie
I <6 meses No No No <2 afos 1-2
[l 6-18 Si No No 4 anos 3
meses
1] >18 Si Si Con ~40 afios 3-4
meses ayuda
\Y 20-30 Si Si Si Normal >4
afnos
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2. El gen SMN

El gen cuya alteracion es responsable de la AME se encuentra localizado en el
cromosoma cinco, concretamente en la region 5ql11.2-13.3 de
aproximadamente 750 kb (Brzustowicz et al., 1990, Gilliam et al., 1990, Melki et
al., 1990). Esta region contiene una duplicaciéon invertida de al menos cuatro
genes, los cuales poseen una copia en posicion telomérica y otra en posicion

centromérica (Fig. 1), y son los siguientes:

- Gen de Supervivencia de Motoneuronas (SMN): SMN1, o copia telomérica, y

SMN2, o copia centromérica.

- Gen de la Proteina Inhibidora de Apoptosis Neuronal (NAIP; del inglés Neuronal

Apoptosis Inhibitory Protein).

- Gen p44, que codifica para una subunidad del factor de transcripcion basal
TFIIH (BTFp44t y BTFp44c).

- Gen H4F5 (H4F5t y H4F5c), de funcién desconocida.

Region Regién

centromérica ' telomérica

p44c WNAIP SMN2 H4F5¢ H4F5t SMN1 NAIP p44t

N\

Figura 1. Representacién esquematica de la regiéon 5q11.2-13.3. Esta region
contiene la duplicacion de cuatro genes: p44, NAIP, SMN y H4F5. Imagen modificada
de (Wirth, 2000).

La identificacion de la deleccion o interrupcion del gen SMN1 en mas de
un 95% de los pacientes, asi como la presencia de mutaciones deletéreas en el
resto, permitio identificar a este gen como el responsable de la enfermedad
(Lefebvre et al., 1995, Lefebvre et al., 1998).
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El gen SMN se encuentra duplicado en humanos, diferenciandose el gen
SMN1 y SMN2 (Rochette et al., 2001). Su secuencia génica es homéloga, con
una identidad de un 99,9%, estando compuestos por nueve exones
(denominados 1, 2a, 2b, 3-8), y ocho intrones (Burglen et al., 1996, Monani et
al., 1999). A nivel genémico, ambos se diferencian en cinco pares de bases: (i)
una transicion g-a en el intron 6; (ii) transiciébn C-T en el exén 7; (iii y iv) dos

transiciones a-g en el intrén 7; y v) transicion G-A en el exdn 8 (Fig. 2).

9 CI; a a G SMN1
Exones 1, 2a, 2b, 3-6 Intrén 6 Exon 7 Intrén 7 Exon 8
|
SMN2
a T g g A

Figura 2. Localizacion de los nucle6tidos por los que SMN1y SMN2 se diferencian.
Imagen modificada de (Wirth, 2000).

La uUnica diferencia funcionalmente relevante es la transicion citosina-
timina (C-T) en el exdn 7 que se encuentra en medio de la secuencia de un
potenciador del proceso de corte y empalme exdnico (ESE; del inglés exon-
splicing enhancer), secuencia que regula la inclusién del exén 7 en los transcritos
de SMN (Fig. 3). Mientras que en SMN1 la C en esta posicion promueve la
inclusion del exén 7 en los transcritos, en SMN2 la T interrumpe la secuencia de
reconocimiento del ESE, lo que resulta en la exclusion del exén 7 en la mayoria
de sus transcritos (~90%). Esto conduce a que, mientras que SMN1 produce
proteina de Supervivencia de Motoneuronas (SMN) completa, SMN2 produce
Unicamente un 10% de la misma, siendo el 90% restante proteina truncada
(proteina SMNA?7), proteina inestable y rapidamente degradada (Lorson et al.,
1999, Monani et al., 1999, Burnett et al., 2009).
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SMN1 SMN2
Exén 6 Exon 7 Exén 8 Exén 6 Exén 7 Exén 8
Pre-ARNm " -t-
l Corte y empalme l
[ J
= - -
ARNm | I
Wy mu N
- . [
l Traduccion l
:/' 9 Y ‘/' () Y X x r
. . Ggl Qa®.
Proteina X, X X
Y . f_("' ~
( ) e € ¢
g 4 L y
Niveles normales de proteina SMN Niveles bajos de proteina SMN

Figura 3. Efecto de latransicién C-T en el exdn 7 en el proceso de corte y empalme.
La transicién C-T hace que la mayoria de los transcritos producidos por SMN2 carezcan
del ex6n 7 dando lugar mayoritariamente a proteina SMN truncada. Imagen modificada
de (Butchbach and Burghes, 2004).

El nimero de copias de SMN2 varia en la poblacion. En ausencia de
SMNL1, la severidad de la enfermedad correlaciona de manera inversa con el
namero de copias de SMN2 (Lefebvre et al., 1997), y por tanto, con los niveles
de proteina SMN. Aungue los pacientes de AME retienen alguna copia de SMN2,
los bajos niveles de SMN completa producidos por SMN2 son insuficientes para
el correcto mantenimiento del sistema neuromuscular, o que determina la
apariciéon de neurodegeneracioén, paralisis muscular y, en un gran nimero de

casos, la muerte.

3. La proteina de Supervivencia de Motoneuronas

3.1 Estructura de la proteina SMN

SMN es una proteina de 294 aa (38 KDa), compuesta por cuatro dominios

funcionales (Fig. 4):
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- Dominio K, rico en lisina, formado por los exones 2a y 2b, exones que estan

altamente conservados y que, respectivamente, se encuentran involucrados en

la union con gemina 2 y en su oligomerizacion (Young et al., 2000).

- Dominio Tudor, situado en el exdn 3. Este dominio es importante para la union

con proteinas Sm (Buhler et al., 1999).

- Dominio rico en prolina (P), que participa en la unién con profilina y se localiza

en el exon 5y parte del exon 6.

- Dominio YG, rico en tirosina y glicina, situado en el exén 6, importante para la

oligomerizacion (Talbot et al., 1997, Burghes and Beattie, 2009).

A

N | 1

B

K Tudor P YG
=
2a | 2b 3 4 5 6 7
oligomerizacion - -
unién
a gemina2 -
r
s
Extremo-N ~\
1 ~ Extremo-C
v "

: Al
= \ y gDominio

Figura 4. Diagrama de los
dominios de la proteina SMN y
su estructura 3D. A. SMN esta
formada por cuatro dominios
funcionales necesarios para la
oligomerizacion consigo misma,
para su unién a proteinas Sm, a
gemina 2 y a profilina. B. Modelo
de la estructura tridimensional de
SMN obtenida a partir de los datos
obtenidos mediante cristalografia
de difraccion de rayos X. Imagenes
modificadas de (Burghes and
Beattie, 2009) (A) y de (Seng et al.,
2015) (B).

Dado que la proteina truncada carece del exdn 7 y este exdn es

importante para la oligomerizacion de SMN, se ha sugerido que la incapacidad

para oligomerizar y la consecuente reduccion de su interaccién con otras

proteinas podria ser la causa de su inestabilidad (Lorson et al., 1998).
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3.2 Funcién

SMN es una proteina multifuncional, con un papel relevante en la supervivencia
de distintos organismos, desde Caenorhabditis elegans a Homo sapiens
(Schrank et al., 1997; Miguel-Aliaga et al., 1999, Chan et al., 2003; McWhorter et
al., 2003; Briese et al., 2009). Aunque no todas las posibles funciones de SMN
se conocen en su totalidad, la funcidn mejor caracterizada es la de su
participacion en la biogénesis y el ensamblaje de las ribonucleoproteinas
pequefias nucleares (snRNP; del inglés small nuclear ribonucleoproteins),
proteinas cruciales en el procesamiento de ARNm. Cada snRNP se compone de
una molécula pequefia de ARN nuclear (snRNA; del inglés small nuclear RNA),
un anillo de siete proteinas Sm (proteinas de union a ARN) y una serie de
proteinas especificas. SMN patrticipa en este proceso como parte de un complejo
proteico (complejo SMN) formado por las geminas 2-8 y la proteina de
interaccion con ARN, UNR (UNRIP) (Pellizzoni et al., 2002, Grimmler et al.,
2005). En el citoplasma, el complejo SMN interacciona con las proteinas Sm y
se unen al snRNA a través de gemina 5 (Battle et al., 2006). A continuacion, este
complejo se une a esnurportina e importina para ser transportado al nudcleo,
donde las snRNP van a madurar para cumplir su funcién (Fig. 5) (Narayanan et
al.,, 2002; Burghes and Beattie, 2009). SMN también participa en el
procesamiento de ARNm en el espliceosoma (Fischer et al., 1997, Liu et al.,
1997, Meister et al., 2001, Pellizzoni et al., 2002).
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Figura 5. Funciéon de SMN en el ensamblaje de snRNP. El complejo SMN interacciona
con las proteinas Sm en el citoplasma. Todo este complejo se une a la molécula de
snRNA (previamente sintetizado en el ndcleo), forman una snRNP, que posteriormente
sera transportada al nicleo para su maduracion. Imagen modificada de (Burghes and
Beattie, 2009).

Asi mismo, SMN parece estar involucrada en los procesos de
transcripcion y traduccion. En el primero caso, mediante su interaccion con el
factor de transcripcidon E2, con la enzima ARN polimerasa Il y con dpl03
(helicasa de ARN), pudiendo estar involucrada en la regulacién de la expresion
de genes esenciales para el desarrollo neuronal (Strasswimmer et al., 1999,
Campbell et al., 2000, Pellizzoni et al., 2001). En el segundo caso, SMN parece
asociarse con polirribosomas y reprimir la traduccion in vitro de proteina(s)
relacionada(s) con el ciclo celular (Sanchez et al., 2013), lo que podria contribuir

al desarrollo de la patologia.

En los axones, SMN se ha encontrado asociada a ARNm y a proteinas de
unibn a ARN, como son las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
(hnRNP; del inglés heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) R/Q, y las
proteinas FMRP, KSRP, HuD y COPI (Akten et al., 2011, Fallini et al., 2011,
Hubers et al., 2011, Peter et al., 2011). SMN pudiera regular el transporte y la
estabilidad de las moléculas de ARNm a lo largo del axén, asi como, la

traduccion local en los conos de crecimiento y sinapsis. Las motoneuronas
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deficientes en SMN en cultivo procedentes de ratones del modelo SMNA7
muestran una disminucion en la localizacién del ARNm de B-actina en los axones
y niveles bajos de actina en los conos de crecimiento (Rossol et al., 2003). Se
especula que esto puede ser debido a que como hnRNP R/Q y KSRP son
componentes del complejo ribonucleoproteico de B-actina, la ausencia de
interaccibn con SMN en AME podria comprometer su transporte axonal.
Ademas, se han encontrado bajos niveles de HuD en las proyecciones axonales
de motoneuronas deficientes en SMN (Fallini et al., 2011, Peter et al., 2011). Por
otro lado, un estudio mas reciente muestra reduccion de distintos ARNmM
relacionados con el crecimiento axonico y la formacion de sinapsis en el

compartimento axdnico en neuronas deficientes en SMN (Saal et al., 2014).

SMN también se ha implicado en la regulaciéon de la apoptosis celular
(Kerr et al., 2000). Estudios realizados en tejidos fetales de pacientes de AME
tipo | revelaron que durante el desarrollo embrionario las neuronas motoras
inmaduras sufren un periodo apoptético mas prolongado que las células de
individuos sanos (Simic et al., 2000, Soler-Botija et al., 2002). Ademas, la
ausencia o deficiencia de SMN incrementa los niveles de proteinas
proapoptoticas, como es Bax (Tsai et al., 2006a, Tsai et al., 2006b) y afecta a los
niveles de proteinas relacionadas con la supervivencia celular, como son Bcl-2,
Bcl-xL, B-sinucleina y p35 (Anderton et al., 2013). Asi mismo, SMN parece
participar en la formacion de granulos de estrés (Zou et al., 2011), poniendo de

manifiesto que podria ser importante para la supervivencia celular.

3.3 Localizacién

SMN se expresa ubicuamente (Schmid and DiDonato, 2007). Se localiza tanto
en el citoplasma como en el nucleo celular. Concretamente en el nicleo, en
estructuras denominadas géminis de los cuerpos enrollados, o “gems” (del inglés
Gemini of coiled bodies) (Liu and Dreyfuss, 1996). EI nimero de gems
correlaciona inversamente con la severidad de la enfermedad y se encuentra
significativamente reducido en fibroblastos de pacientes de AME tipo | y en
motoneuronas de ratones deficientes en SMN (Coovert et al., 1997, Patrizi et
al., 1999, Monani et al., 2000, Gogliotti et al., 2013).
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En las neuronas, SMN se encuentra en las espinas dendriticas, los axones
y los conos de crecimiento axoénico (Francis et al., 1998, Pagliardini et al., 2000,
Jablonka et al., 2001, Dombert et al., 2014). En la union neuromuscular (NMJ;
del inglés neuromuscular junction) esta presente en los terminales presinapticos
(Dombert et al., 2014).

4. Susceptibilidad de las neuronas motoras en AME

Aungue SMN se expresa ubicuamente, su actividad varia en funcion del tejido
(Coovert et al., 1997). Tras el desarrollo postnatal, SMN disminuye en todos los
tejidos excepto en las motoneuronas espinales (Pagliardini et al., 2000). Se
desconoce la causa por la que las motoneuronas inferiores requieren mas SMN
que otras células, asi como, el mecanismo por el que la deficiencia en SMN

produce la degeneracion de las neuronas motoras. Se postulan dos hipotesis
(Fig. 6):

1. SMN es esencial para el proceso de corte y empalme del ARNm de ciertos
genes importantes en el circuito motor (Gabanella et al., 2007, Pellizzoni, 2007,
Burghes and Beattie, 2009).

2. SMN es importante para el transporte axonal de ARNm y la expresion de
proteinas en la sinapsis motora (McWhorter et al., 2003, Rossoll et al., 2003,
Jablonka et al., 2007, Burghes and Beattie, 2009).
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Reduccion de SMN

Reduccion del ensamblaje Reduccion del ensamblaje
de snRNPs de snRNPs Figura 6. Mecanismos pro-
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Niveles bajos Reduccion de transporte mantenimiento de la sinapsis.
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l i alteracion en el ensamblaje de
SsnRNP o al defecto en el
Alteracion del proceso de Reduccion de la expresion transporte axonico de ARNmM.
corte y empalme de genes especificos de genes en la sinapsis |magen modificada de (Burghes

l l and Beattie, 2009).

Alteracion de la sinapsis Alteracién de la sinapsis

A pesar de ser las células mas vulnerables, no todos los contingentes de
motoneuronas se afectan en la misma medida, lo que puede definirse como
heterogeneidad en el grado de vulnerabilidad. En AME se afectan las
motoneuronas tipo a, pero no las tipo y u otro tipo de neuronas colinérgicas
(Powis and Gillingwater, 2016). Dentro de las motoneuronas a, se afectan mas
las inferiores que las superiores, y entre las inferiores, mas la de ciertos
musculos, por ejemplo, mas los musculos axiales y proximales que los distales,
aunque, por el momento, se desconoce con exactitud el mecanismo qué
determina que las neuronas motoras que inervan a un masculo en concreto sean
resistentes o vulnerables a la degeneracion en AME. Sin embargo, existen
evidencias de que las motoneuronas mas vulnerables presentan: (i) una
disminucion en los transcritos implicados en la union de SMN a ARN; (ii) una
reduccion de los marcadores de reparacion de ADN; y (iii) un incremento en las
vias de apoptosis celular (Murray et al., 2015). Ademéas, Thomson vy
colaboradores postulan que dado que las motoneuronas poseen niveles mas
bajos de inclusion del exén 7 de SMN2 que las células del asta dorsal de la
médula espinal (Ruggiu et al., 2012), puede ser que la eficiencia de este proceso

varie entre los distintos contingentes. Alternativamente, es posible que existan
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niveles variables de factores neuroprotectores en las distintas motoneuronas
(Thomson et al., 2012).

Por otro lado, no se ha podido establecer correlacion entre la
vulnerabilidad de las distintas motoneuronas y sus caracteristicas morfolégicas,
como ocurre en la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), en la que son afectadas
principalmente las neuronas motoras de mayor tamafio (Kanning et al., 2010,
Thomson et al., 2012). En AME, se sugiere que los musculos mas vulnerables
poseen mayor grado de denervacién de sus terminales motores (Ling et al.,
2012). Sin embargo, existe una gran controversia respecto a esta cuestion.

5. Defectos en la neurotransmisién en AME

La caracteristica principal de AME es la pérdida de neuronas motoras que se
produce durante el transcurso de la enfermedad. Sin embargo, distintos estudios
muestran que las neuronas motoras conservan la capacidad para alcanzar sus
musculos dianas (Murray et al., 2008, Ling et al., 2012), y que la pérdida es
precedida de alteraciones motoras y a nivel de la NMJ (Jablonka et al., 2000,
Monani et al., 2000, Cifuentes-Diaz et al., 2002, Le et al., 2005, Kariya et al.,
2008, Ling et al., 2012). Ademas, se produce un retraso y/o parada en la
maduracion postsinaptica ante la deficiencia en SMN (Kong et al., 2009). Estos
datos sugieren que la enfermedad no se debe a un defecto en la sinaptogénesis

sino en el mantenimiento de la sinapsis.

Los estudios realizados en la NMJ de los modelos de AME de Drosophila
melanogaster y de Mus musculus, modelo SMNA7, muestran que la deficiencia
en SMN afecta en gran medida a la neurotransmisién, modificando tanto la
amplitud como la cinética de las respuestas postsinapticas (Chan et al., 2003;
Kong et al., 2009; Ruiz et al.,, 2010). En el modelo SMNA7, se produce una
disminucién significativa del contenido cuéntico (nUmero de cuantos liberados
tras la llegada de un potencial de accion al terminal presinaptico) y un incremento
de la liberacion asincrénica, datos que sugieren que existe una alteracion en la
homeostasis de Ca?* (Fig. 7). Estas alteraciones son observadas en dos de los

musculos mas afectados, el Transversus abdominis (TVA) y el Tibial anterior
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(TA), sin que se vea afectada, por ejemplo, la liberacion en el musculo Levator
auris longus (LAL) (Fig. 7), lo que hace evidente la vulnerabilidad heterogénea
en AME (Kong et al., 2009, Ling et al., 2010, Ruiz et al., 2010). Sin embargo, se
desconoce cual es el origen de este déficit funcional, no pudiéndosele atribuir
Gnicamente a las alteraciones estructurales observadas en la NMJ: (i)
disminucién del numero de vesiculas sinapticas (SV), zonas activas (AZ) y
mitocondrias; (ii) alteracion de las proteinas del citoesqueleto; (iii) retraso en la
maduracion de la NMJ y de los receptores de ACh; y (iv) reduccion del tamafio
del area postsinaptica (Fig. 8) (Cifuentes-Diaz et al., 2002, Chan et al., 2003,
Kariya et al., 2008, Murray et al., 2008, Kong et al., 2009, Torres-Benito et al.,
2011, Torres-Benito et al.,, 2012a, Ackermann et al., 2013). Por tanto,
actualmente, uno de los principales objetos de los estudios en AME son las
bases moleculares de la disminucion en la liberacion sinaptica en los terminales

motores de los musculos mas vulnerables.
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Figura 7. Déficit funcional en el misculo TVA de ratones deficientes en SMN. A. El
contenido cuantico en el masculo LAL, considerado como resistente, no se encuentra
afectado. B. Reduccion del contenido cuantico en el TVA a P7-8 y P14-15. C. Alteracion
de la cinética de las respuestas evocadas en los terminales SMNA7. D. Incremento de
la liberacién asincrénica. Imagen modificada de (Ruiz et al., 2010).
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Figura 8. Alteraciones estructurales de los terminales SMNA7. A-D. Los terminales
motores de ratones SMNAY presentan defectos en la distribuciéon y en el area ocupada
por las SV (A) y las AZ (B), y una alteracion en los componentes del citoesqueleto (C y
D). Imagen modificada de (Torres-Benito et al., 2011).

6. Genes Modificadores

Aunque la severidad de AME se encuentra principalmente influenciada por el
namero de copias de SMN2, existen otros genes fuera del locus de SMN que
parecen actuar como modificadores. A continuacion, se exponen los principales

genes identificados hasta el momento.
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6.1 Plastina 3

Las plastinas son una familia de proteinas de union a actina. En humanos existen
dos isoformas: plastina-L y plastina-T, con un 83% de homologia en su extremo
C-terminal y con un sitio de unién a Ca?* préximo al extremo N-terminal. Plastina
T, también llamada plastina 3 (PLS3) o fimbrina T, es importante en la
organizacion de los filamentos de actina, controlando su longitud y reciclaje
(Giganti et al., 2005). Dado que actina participa de forma importante en el
crecimiento axénico y en la transmision sinaptica (Cingolani and Goda, 2008)

cualquier alteracién en su dindmica puede comprometer su funcion.

La importancia de PLS3 en la AME se descubri6 a partir de un estudio en
varias familias con hermanos discordantes. En ausencia de SMN1, y con el
mismo numero de copias de SMN2 que en los hermanos afectos, se hallaron
altos niveles de PLS3 en las células de los asintomaticos (Oprea et al., 2008).
Ademas, los niveles de actina filamentosa en linfoblastos de los individuos
asintomaticos fueron significativamente mas elevados, sugiriendo que PLS3
podria tener un papel protector. Se demostro, asi mismo, que en el modelo de
pez cebra de AME los niveles de ARNm y de pls3 son inferiores en los
organismos mutantes (Hao le et al., 2012) y que la sobreexpresion de PLS3
humano recupera los defectos axdnicos, motores y de la NMJ (Oprea et al., 2008,
Boon et al., 2009).

El mecanismo de accién por el que PLS3 cumple un papel de proteccion
en individuos no sintomaticos de familias discordantes se desconoce. La
sobreexpresion de PLS3 incrementa el tamafio de las fibras musculares, rescata
muchas de las alteraciones de la sinapsis neuromuscular y aumenta ligeramente
la supervivencia en el modelo Taiwanés de AME (Ackermann et al., 2013). Sin
embargo, estos resultados no han podido ser validados en otro de los modelos
(SMNA7), a pesar de encontrarse altos niveles de ARNm de PLS3 en
motoneuronas deficientes en SMN y un incremento de PLS3 en la médula
espinal (McGovern et al., 2015). Estos ultimos autores postulan que PLS3 podria
tener una penetrancia parcial, pudiéndose deber los efectos observados a un

efecto neuroprotector.
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6.2 ZPR1

La proteina SMNA7 posee defectos en la oligomerizacion consigo misma, con la
proteina SMN completa y con otras proteinas de interaccion, entre las que se
encuentra ZPR1 (del inglés: Zinc Protein Finger 1). SMN y ZPR1 interaccionan
a través de su extremo C-terminal, (Gangwani et al., 2001, Gangwani et al.,
2005). Esta interaccion es necesaria para la correcta localizacion de SMN en los

gems y su correcta funcion en el procesamiento de snRNP.

En modelos de raton, la ausencia del gen Zprl es embrionariamente letal
y produce la activacién de caspasas y muerte celular (Gangwani et al., 2005). La
reduccion de los niveles de Zprl produce una pérdida progresiva de neuronas

motoras (Doran et al., 2006), fenotipo muy similar al que se encuentra en AME.

El cruce del modelo SMNA7 con ratones con una mutacion en el gen Zpr
(Zpr*") produce un incremento de la severidad del fenotipo de AME y una
disminuciéon de la supervivencia, ademas de provocar defectos en la
mielinizacion y degeneracion de axones motores que aumenta la severidad de
la enfermedad. Por el contrario, la sobreexpresion de ZPR1 en fibroblastos de
pacientes de AME y en neuronas espinales de ratones deficientes en SMN
aumenta los niveles de SMN y corrige los defectos axonales (Ahmad et al.,
2012). Por otro lado, el estudio de este gen en familias discordantes de AME
muestra que los pacientes asintomaticos presentan niveles de expresion de

ZPR1 mas altos que sus hermanos afectos (Helmken et al., 2003).

6.3 Jun Quinasa 3

El gen IJNK3 codifica a la proteina Jun quinasa 3, proteina que se expresa
mayoritariamente en el SNC y pertenece a la familia de proteinas quinasas
conocidas como c-Jun N-terminal. JNK3 une y fosforila a la proteina c-Jun

(proteina que en combinacion con c-Fos forma el factor de transcripcion AP-1).
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Un estudio realizado por Genabai y colaboradores (Genabai et al., 2015)
demuestra que la cascada de sefalizacion JNK se encuentra activada en la
meédula espinal de pacientes AME y en las neuronas motoras de ratones SMNA?7,
lo que ha llevado a sugerir que JNK podria mediar la neurodegeneracion y que
su deficiencia podria ser un mecanismo de neuroproteccién, ya que la deleccién
de JNK3 in vivo produce una mejora del fenotipo (Fig. 9), sin que se modifiquen

los niveles de SMN.
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7. Estrategias terapéuticas

Actualmente AME es una enfermedad que no tiene cura y Unicamente los
cuidados paliativos sirven para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Sin
embargo, el incremento en el conocimiento de la causa y de la fisiopatologia de
la enfermedad que se ha producido durante los uUltimos afios ha posibilitado el
desarrollo de diversas estrategias terapéuticas. Dichas estrategias van

encaminadas en las siguientes direcciones:
1. Reemplazar o corregir la ausencia del gen SMN1 mediante terapia génica.

2. Reemplazar las neuronas motoras degeneradas o apoyar las células

restantes mediante la implantacion de células madres neurales.

3. Corregir el procesamiento del gen SMN2 para aumentar los niveles de
proteina SMN.
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En el desarrollo de estas terapias es muy importante conocer la ventana
temporal en la que se requieren altos niveles de SMN. La generacion de un
modelo de AME inducible por doxiciclina demostré que la induccion de SMN
durante la fase embrionaria resulta en un importante rescate del fenotipo de
AME, mientras que la induccién durante el periodo postnatal reduce su eficacia.
Por ejemplo, la induccion temprana (E13,5) incrementa la supervivencia de los
ratones deficientes en SMN a mas de 200 dias de edad mientras que la induccién
en periodo posterior (P0-P2) sélo incrementa la supervivencia media a 86 dias,
aunque algunos animales sobrevivieron ~200 dias (Le et al., 2011). Por tanto,
las terapias desarrolladas deben tener en cuenta el requerimiento de SMN tanto

temporal como espacial.

A continuacion, se explican detalladamente cada una de las estrategias

desarrolladas hasta el momento.

7.1 Terapia génica

En los dltimos afios se ha conseguido una mejora significativa de la
supervivencia de los modelos de ratén de AME tras la expresion de SMN humano
mediante vectores lentivirales (Azzouz et al., 2004), pero sobre todo con vectores
adenoasociados (AAV8-SMN, scAAV8-SMN y scAAV9-SMN) (Foust et al., 2009,
Bevan et al., 2010, Foust et al., 2010, Passini et al., 2010, Dominguez et al.,
2011, Benkhelifa-Ziyyat et al., 2013). La infeccion de fibroblastos de pacientes
AME tipo | con lentivirus incrementa los niveles de SMN y duplica el nimero de
gems (Azzouz et al., 2004). Asi mismo, la inyeccién del vector lentiviral-SMN en
varios musculos que participan en la movilidad, la respiracién y la alimentacion
en el modelo SMNA7 a P2 conduce a un retraso en la aparicion del fenotipo
motor caracteristico, incrementando ligeramente la esperanza de vida del animal
(no tratados: 13 £ 1,2 dias; tratados: 18 + 1,5 dias), los niveles de proteina SMN
en las neuronas motoras, y el numero de motoneuronas de la region espinal

lumbar y del nucleo facial en la etapa final de la enfermedad (Fig. 10A).

En relacién con los vectores adenoasociados, la inyeccion de AAV8-
hSMN en el dia de nacimiento (PO) en el SNC (ventriculos laterales cerebrales y
en la regién lumbar alta de la médula espinal) de ratones SMNA7 incrementa los
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niveles de SMN en la médula espinal, el tamafio de las fibras musculares, rescata
algunas alteraciones de la NMJ (la acumulacion de neurofilamentos (NF) y la
alteracion en la estructura de la placa motora), la funcién motora (coordinacion,
fuerza muscular y locomocién), y aumenta significativamente la supervivencia
media de los ratones afectos (de ~15 dias en los animales no tratados a ~50 dias
en los tratados). Esta supervivencia media alcanzé ~157 dias cuando las
inyecciones fueron realizadas con un vector complementario al adenoasociado
(scAAV8-SMN) que produce una expresion mas temprana del gen (Fig. 10B). La
inyeccion de scAAV8-hSMN acentla la mejora observada en la NMJ e
incrementa el nimero de neuronas motoras que expresaban SMN humano
(Passini et al., 2010). La ventaja de la utilizaciéon del vector scAAV9-hSMN frente
al anterior es su capacidad para atravesar la barrera hematoencefélica,
permitiendo asi que la administracion, tanto sistémica como por via intratecal,
sea minimamente invasiva. La inyeccién intravenosa de scAAV9-hSMN en el
modelo SMNA7 aumenta los niveles de SMN en la médula espinal, cerebro y
muasculo, mejora la funcidn motora, y corrige las alteraciones funcionales y
estructurales de la NMJ de los ratones afectos, asi como el peso y la
supervivencia media (~250 dias), siempre y cuando se inyecte a edades
postnatales tempranas (P1) (Fig. 10C) (Foust et al., 2010).
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Figura 10. Recuperacion del fenotipo de AME mediante la correccion de la
ausencia de SMN1 a través de terapia génica en el modelo de raton. A. La
incorporacién de SMN silvestre mediante vectores lentivirales incrementa el peso y la
supervivencia de los ratones afectos, aumentando el nimero de motoneuronas en la
médula espinal (ME) y en el nucleo facial (NF). B y C. Los virus adenoasociados (AACS,
SCAAV8 y scAAV9) aumentan el peso, la supervivencia y el niumero de neuronas
motoras en ratones SMNA7 en las regiones lumbar (L), toracica (T) y cervical (C).
Ademas, la utilizacién de scAAV9 restaura los valores de liberacién de secrecién en los
terminales motores en los ratones afectos (C). Imagenes tomadas de (Azzouz et al.,
2004, Foust et al., 2010, Passini et al., 2010) (A, By C, respectivamente).

Los ratones SMNA7 presentan alteraciones funcionales cardiacas,
caracterizadas por bradicardia y una disminucién de la capacidad contractil del
corazdén que, en parte, desaparecen tras la inyeccion de scAAV9-hSMN (Bevan
et al., 2010). Posteriormente, se ha optimizado este virus adenoasociado
mediante la expresion del gen SMN1 humano bajo el control del promotor PGK
(proteina fosfoglicerato quinasa), con incrementos de la supervivencia de los
ratones de hasta 350 dias tras la inyeccion intravenosa a P1 (Dominguez et al.,
2011). Por otro lado, la inyeccion intramuscular de scAAV9-hSMN en los
musculos gastronemio y triceps a PO incrementa la supervivencia media a ~165
dias (Benkhelifa-Ziyyat et al., 2013).
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7.2 Terapia celular

Esta estrategia se encuentra aun en una fase inicial de desarrollo pero pudiera
ser eficaz para prevenir la degeneracion de las motoneuronas en AME, ya sea
por la liberacion de factores neuroprotectores, la reduccion de sustancias toxicas

del ambiente o por el reemplazo de otros células neurales y no neurales.

En el modelo SMNA?7, el trasplante intratecal de células madres neurales
derivadas de la médula espinal demostr6 que estas células pueden migrar
correctamente hacia el parénquima y diferenciarse a neuronas motoras, tanto in
vitro como in vivo, aumentando asi su numero en el asta ventral de la médula
espinal. Ademas, son capaces de incrementar la longitud del axén y el area del
cono de crecimiento de las neuronas motoras co-cultivadas con células madres
neurales. A nivel muscular, se incrementa el area del masculo, el niamero de
miofibrillas y el tamafio de la NMJ. Estos efectos producen una mejora de la
funcién motora, atentan la pérdida de peso y aumentan la supervivencia de los
ratones deficientes en SMN en un 39,26% (Fig. 11) (Corti et al., 2008). Mas tarde,
este mismo grupo demostrd que células madres pluripotenciales derivadas de
células madres embrionarias y células madre pluripotenciales inducidas (iPSC;
del inglés induced plutipotent stem cells) tienen el mismo efecto terapéutico que

las derivadas de la médula espinal (Corti et al., 2010, Corti et al., 2012).
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Cabe destacar que junto con la utilizacién de células madres que provean
de los factores de crecimiento necesarios a las neuronas motoras, pueden
emplearse moléculas neuroprotectoras que mejoren la viabilidad celular. Por
ejemplo, la olesoxima (TRO19622), mediante la prevencion de la apertura del
poro de transicién mitocondrial ante situaciones de estrés oxidativo, es eficaz en
el mantenimiento de las neuronas motoras en cultivo en ELA (Bordet et al.,
2007).

7.3 Correccion del procesamiento del gen SMN2

Dado que todos los pacientes de AME conservan alguna copia de SMN2, este
gen parece ser una diana optima para el desarrollo de terapias. Esta estrategia
tiene diferentes abordajes: (i) regular el proceso de transcripcion; (ii) corregir el
proceso de corte y empalme; y (iii) disminuir la degradaciéon de ARNm. Todas
tienen como fin dltimo incrementar la cantidad de proteina SMN. A continuacion

se explica cada estrategia.

7.3.1 Regulacion del proceso de transcripcion de SMN2

Una amplia gama de moléculas utilizadas para este fin han sido probadas, entre
las que se encuentran prolactina (PRL), hidroxiurea, acido valproico (VPA),
tricostatina A (TSA), aclarubicina, butirato sodico, fenilbutirato (PBA) y acido
suberoilanilidohidroxamico (SAHA). Estas moléculas son inhibidoras de las
desacetilasas de histonas (HDAC) (excepto la PRL). Las HDAC promueven la
unién de las histonas con el ADN, lo que conduce a una condensaciéon de la
estructura del material genético, impidiendo su transcripcién. Ademas, se
consideran activadoras de la familia de proteinas Transductores de Sefial y
Activadores de la Transcripcion (STAT), familia de proteinas que juegan un papel
importante en los procesos de apoptosis, diferenciacién y crecimiento celular,
gue conlleva la modificacidén de la expresion de diversos genes. Concretamente
se ha demostrado que STAT5 es uno de los factores de transcripcion implicados
en la regulacion del gen SMN (Ting et al., 2007).
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La aplicacion de TSA o PRL incrementa los niveles de ARNm y de
proteina SMN completa tanto en lineas celulares derivadas de pacientes (Avila
et al., 2007) como en el cerebro y en la médula espinal de ratones tipo AME
(Farooq et al.,, 2011). Asi mismo, en el modelo SMNA7, TSA rescata la
degeneracion de las motoneuronas y la pérdida de entradas propioceptivas,
corrige las alteraciones de la NMJ, mejora la funcién motora, aumenta el peso y
la supervivencia de los ratones deficientes en SMN (Sumner et al., 2003, Avila
et al., 2007, Ting et al., 2007, Riessland et al., 2010, Farooq et al., 2011, Mentis
etal., 2011, Ling et al., 2012). Este abordaje tiene el inconveniente, sin embargo,

de que se puede alterar la expresion de otros genes.

7.3.2 Correccion del proceso de corte y empalme

Este abordaje tiene como finalidad aumentar la inclusion del exon 7 del gen
SMN2. Se utiliza para ello oligonucleétidos antisentido (ASO), pequefios
fragmentos de acido nucleico (13-25 nucleotidos), complementarios para una
secuencia especifica de un gen. Los oligonucleétidos disefiados permiten la
union de las proteinas potenciadoras del proceso de corte y empalme (proteinas
SR) al exon 7 (Fig. 12A), o inhiben la unién de factores de represion (Fig. 12B)
(Hua and Krainer, 2012, Porensky and Burghes, 2013).
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Figura 12. Inclusion del exdon 7 del gen SMN2 mediante ASO. El proceso de corte y
empalme de SMN2 es modificado a través de ASO que, o0 bien permiten la unién de las
proteinas SR al exdn 7 promoviendo asi su inclusién (A), o bloquean la unién de
hnRNPAL al sitio ISS-N1 (silenciador del proceso de corte y empalme) (B). Imagen
modificada de (Burghes and McGovern, 2010).

Las caracteristicas a tener en cuenta cuando se disefian los ASO son: (i)
deben incrementar la inclusion del exdn con alta eficiencia; (ii) tener una alta
resistencia a la degradacion celular; (iii) tener una alta especificidad por su diana;
(iv) poseer una baja toxicidad; y (v) poseer un alto poder de penetracion en las

células diana (Porensky and Burghes, 2013).

Gran cantidad de los ASO utilizados actualmente estan disefiados contra
el silenciador del corte y empalme intronico N1 (ISS-N1) (Sivanesan et al., 2013).
Se trata de una secuencia de 15 nucleétidos localizado en el intrén 7 de SMN2.
En células procedentes de pacientes AME tipo | se ha demostrado que, incluso
a baja concentracion, el ASO creado contra este silenciador aumenta los niveles
de SMN (Singh et al.,, 2006). En el modelo Taiwanés, la inyeccién por via
intracerebroventricular (una Unica inyeccién a P1) combinada con la inyeccion
por via subcutanea, en PO y P3, incrementa la supervivencia media de estos
ratones a ~173 dias, mientras que ambas inyecciones de manera independiente
aumentan la supervivencia a ~16 dias y ~108 dias, respectivamente (Hua et al.,
2011). Ademas, los niveles de inclusién del exén 7 y de proteina SMN completa

en diversos tejidos se vieron significativamente aumentados tras la inyeccion

53



Introduccién

subcutanea de manera dosis-dependiente. Asi mismo, el tratamiento con ASO
es capaz de recuperar el nimero de neuronas motoras espinales, el tamafio del
corazén y de las fibras musculares esqueléticas, la arborizacion de la NMJ y la
funcibn motora. Por otro lado, en el modelo SMNA7, la inyeccién por via
intracerebroventricular o por via venosa de ASO a PO produce efectos similares
a los descritos en el modelo Taiwanés, con un incremento de la supervivencia
de hasta ~100 dias (Porensky et al., 2012).

7.3.3 Reduccion de la degradaciéon de ARNm

Para poder abordar esta estrategia, actualmente, se estan utilizando compuestos
analogos a las quinazolinas, que inhiben la accion de la enzima DcpS (del inglés:
Scavenger mRNA-decapping enzyme) involucrada en la degradacion del ARNm.
Asi mismo, estas moléculas producen un aumento de la transcripcion de SMN2,

aungue se desconoce su mecanismo de accién (Singh et al., 2008).

La administracion oral temprana de distintos analogos de quinazolina,
como son el D156844 o RG3039, en ratones de modelos de AME mejora la
funciéon motora e incrementa la supervivencia (Butchbach et al., 2010, Gogliotti
et al., 2013, Van Meerbeke et al., 2013). A nivel celular, RG3039 incrementa
significativamente tanto el nUmero de células con gems como el nUmero de gems
por célulay recupera el retraso en la maduracion de la NMJ (Gogliotti et al. 2013).
La inyeccion intraperitoneal de RG3039 a PO en ratones SMNA7 restaura los
niveles de liberaciéon de neurotransmisor en el musculo extensor largo de los
dedos (EDL) a los niveles de los ratones controles, disminuye el porcentaje de
sinapsis silentes y previene la denervacion que caracteriza a algunos musculos
(Van Meerbeke et al., 2013).

La Tabla Il recoge las ventajas y desventajas que presentan la terapia
génica, la terapia celular, la utilizacion de ASO y de moléculas destinadas a la
correccion de la transcripcion de SMN2 que deberian ser tenidas en cuenta a la

hora del desarrollo de ensayos clinicos.
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Tabla Il. Ventajas y desventajas de las estrategias terapéuticas de AME

Estrategia Ventajas Desventajas
Terapia Unidosis Gran cantidad de virus
génica Necesita llegar al SNC
Terapia Aumento del numero de Se debe combinar con otras
celular motoneuronas a partir de otro terapias para incrementar la

tipo de células mejora en el fenotipo

Produccion directa y sencilla  Dosis repetidas

Seguridad y efectividad alta Biodistribucién y/o eficacia
ASO Accion especifica limitada en el SNC

SMN2 es expresado bajo su

promotor enddégeno

Pequefas Administracion oral Posibilidad de que presenten
moléculas Produccién sencilla otras moléculas diana

Actualmente algunas de estas sustancias estan siendo testadas en
ensayos clinicos (Tabla Ill). En el caso de la terapia génica, el empleo de
SCAAV9-SMN en pacientes parece haber dado resultados satisfactorios en
pacientes tipo | de entre cero y nueve meses de edad y ha finalizado la fase | del
ensayo clinico. En cuanto a la terapia de neuroproteccion, el empleo de
olexosima se encuentra en fase Il. En dicho ensayo, la compafiia francesa
Trophos la ha utilizado en un grupo de pacientes con AME tipo Il y tipo lll.
Olesoxima fue administrada via oral durante dos afios y se ha podido demostrar
qgue los pacientes que recibieron el compuesto mantuvieron su funcién motora

mejor que los individuos que recibieron la sustancia placebo.

En cuanto a las moléculas inhibidoras de las desacetilasas de histonas,
unicamente VPA ha completado la fase Ill. Sin embargo, sélo en un tercio de los
pacientes su administracion ha aumentado los niveles de proteina SMN
completa (Brichta et al., 2006).

Los ensayos dirigidos a corregir el proceso de corte y empalme del ARNm
de SMN2 son los que se encuentran en fases mas avanzadas. Concretamente,
un ensayo realizado por Biogen-IONIS en pacientes AME tipo | se encuentra en

fase lll. La administracién por via intratecal del ASO Nusinersen aplicado en tres
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dosis en un mes y con repeticion a los cuatro meses ha conseguido mejoras en
la funcibn motora de estos pacientes (pueden sostener la cabeza y mover los
miembros), reflejando que hay resultados esperanzadores para los pacientes

gue presentan la enfermedad en edades muy tempranas.

Por otro lado, un cribado de pequefias moléculas ha revelado la capacidad
de alguna de ellas de aumentar el corte y empalme correcto del ARNm de SMN2.
Dos de estos compuestos desarrollados por la farmacéutica Roche y Novartis
(RG7800 y LMIO70, respectivamente) estan en fase clinica. Recientemente, la
fase | con RG7800 ha finalizado. Todas las dosis estudiadas son seguras y
tolerables y existe un efecto sobre el proceso de corte y empalme dosis
dependiente. Por otro lado, LMIO70, se encuentra en fase I. Por ultimo, el empleo
de analogos de quinazolinas, concretamente el compuesto RG3039 de la
farmacéutica Repligen, ha finalizado la fase | con buena tolerancia a todas las
dosis administradas y con una inhibicién del 90% de la enzima DcpS.

Todos estos avances, junto con el producido en el conocimiento de las
bases moleculares y fisiopatologia de esta enfermedad, hacen vislumbrar un

horizonte de mejora de la calidad y esperanza de vida de los pacientes con AME.
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Tabla Ill. Resumen del estadio de los ensayos clinicos que se estan llevando a cabo en AME. Imagen modificada de
www.cureSMA.org

Compafias, compuestos y Descubrimiento preclinico Desarrollo clinico Aprobacion
estrategias terapeuticas _por la FDA*

lonis/Biogen-Nusinersen

Genentech/Roche/Olesoxima |

Citocinética/Astellas-CK-2127107

Novartis/LM1070

Avexis-AVXS-101

Genentech/Roche-RG7916

Genentech/Roche-RG7800 I

Inhibidor de DcpS

BioBlast / Pequefia molécula
Genzyme/Terapia génica

Genethon/Terapia génica

RaNA/IncARNSs

CALIBR/Pequefia molécula

OSU/UM/Morfolino ASO

Indiana U/Pequefia molécula

AurimMed/Pequefia molécula

Harvard/Pequefia molécula

Inhibidor de JNK

* FDA: Agencia de Administracion de Alimentos y Drogas de EE.UU.
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Objetivos

Objetivo General

Este proyecto tiene dos objetivos generales principales. Por un lado, investigar
en modelos de AME los mecanismos moleculares potencialmente responsables
del déficit funcional en la union neuromuscular y, por otro, determinar las bases
moleculares de la vulnerabilidad muscular en la Atrofia Muscular Espinal (AME).
Para ello utilizaremos técnicas electrofisiolégicas, de inmunomarcaje

fluorescente, microscopia confocal y analisis cuantitativo de imagenes.

Objetivos Especificos

1. Investigar si en la disminucion de la liberacion de neurotransmisor en los
terminales motores AME estan involucrados los canales de Ca?* dependiente de
voltaje, bien por un cambio en el tipo de canal que media la transmisién y/o por
una disminucion de su densidad. Determinaremos la distinta participacion de los
canales de Ca?* tipo P/Q y N sobre la amplitud de los potenciales postsinapticos,
asi como, la expresion y distribucién de los canales en los terminales controles

y mutantes.

2. Determinar si la disminucion de la liberacion de neurotransmisor en los
terminales motores AME se debe a una alteracién en la dependencia a Ca?* del
aparato secretor. Para ello se registraran los potenciales evocados a distintas
concentraciones de Ca?* extracelular en respuesta a un estimulo Gnico y un tren
de estimulos. Asi mismo, determinaremos si existe una alteracion en los
terminales mutantes en la modulacién por Ca?* de la probabilidad de liberacion

vesicular y/o del nUmero de sitios de liberacién activos.

3. Investigar si la expresion de proteinas presinapticas en los terminales motores
AME esté alterada y si ello se relaciona con el déficit funcional. Determinaremos
la expresion y distribucién de SV2A, SV2B, SV2C, Sytl, Syt2, Syt7 y Stx1B en
los terminales controles y mutantes mediante inmunomarcaje con anticuerpos
especificos. Las proteinas potencialmente afectadas seran estudiadas a distintas

edades para determinar el curso temporal de la alteracion.
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4. Investigar si la expresion de proteinas presinapticas en los terminales motores
se relaciona con la distinta vulnerabilidad muscular en AME. Determinaremos la
expresion y distribucién de distintas proteinas presinapticas en los terminales
controles y mutantes mediante inmunomarcaje con anticuerpos especificos en

musculos con distinto grado de afectacion.

5. Validar los posibles cambios en la expresion de proteinas presinpticas en dos
modelos distintos de AME. Para ello utilizaremos el modelo SMNA7 y el modelo

Taiwanés, que presentan un fenotipo morfologico y motor similar.

6. Determinar si los terminales motores AME poseen la capacidad de modular la
liberacion sinaptica mediante potenciadores de la neurotransmision. Para ello
utilizaremos tres drogas: roscovitina (inhibidor de Cdk5 y modificador de los
canales de Ca?* dependientes de voltaje), PDBu (un éster de forbol activador de
PKC/Munc13) y nifedipina (antagonista de los canales de Ca?* dependientes de
voltaje tipo L). Asi mismo, determinaremos el mecanismo de accion de estas
drogas sobre la probabilidad de liberacién vesicular y el nimero de sitios de

liberacién activos.
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Materiales y métodos

1. Modelos animales

Para la realizacion de este trabajo fueron utilizados dos modelos de raton:
modelo SMNA7 y Taiwanés. Todos los experimentos fueron realizados de
acuerdo con la Directiva del Consejo Europeo de Cuidado de Animales de
Laboratorio. Los animales de experimentacion se mantuvieron en condiciones
estandares (12:12 horas de luz-oscuridad y alimentacion ab libitum) en el

animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla.

1.1 Modelo SMNA?7

Este modelo fue desarrollado por Le y colaboradores (Le et al.,, 2005) y fue
cedido a nuestro laboratorio por el Dr. Arthur Burghes (Department of Molecular
Genetics, College of Biological Sciences, The Ohio State University, Columbus,
OH). El modelo se caracteriza por presentar una interrupciéon en el exon dos del
gen Smn murido y expresar dos transgenes humanos en homocigosis: SMN2 y
SMNA7 (dos y seis copias, respectivamente). El transgen SMNA7 produce
anicamente proteina SMN truncada, SMNA7, que puede oligomerizar con la
proteina SMN completa aumentando asi los niveles de proteina funcional, lo que
conduce a un incremento de la supervivencia de los ratones deficientes en SMN
hasta un maximo de dos semanas. La colonia se mantuvo mediante el cruce de
parejas con genotipo Smn*-; SMN2++; SMNA7+"*, con fondo genético FVBI/N,
obteniéndose animales controles (Smn**; SMN2++; SMNA7+*), heterocigotos
(Smn*-; SMN2++; SMNA7+*) y mutantes (Smn”-; SMN2**; SMNA7+*). Para los
experimentos fueron utilizados animales controles y mutantes hermanos de
camada de tres dias de edad (P3) (Fig. 13A) y animales con una edad

comprendida entre los nueve y once dias postnatales (P9-11) (Fig. 13B).
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SMNA7  Control Control

y

;
/—._

P3

SMNA?7

Figura 13. Aspecto de animales controles y mutantes utilizados en los
experimentos. A. Imagen de un animal control (derecha) y un animal mutante
(izquierda) a P3. B. Imagen de un animal control (derecha) y un animal mutante
(izquierda) a P9.

1.2 Modelo Taiwanés

Este modelo fue desarrollado por Hsieh-Li y colaboradores (Hsieh-Li et al., 2000)
y fue adquirido directamente a los laboratorios Jackson (nimero de stock:
005058). Presenta una mutacion en el exon 7 del gen Smn y contiene un solo
transgen humano, SMN2. Los animales muestran diferente severidad fenotipica
en funcién del nimero de copias de SMN2. Los animales de experimentacion
fueron obtenidos por cruces de progenitores Smn*-; SMN2°°y Smn--; SMN2*/*,
obteniéndose ~50% de la progenie con genotipo Smn*-; SMN2+*° (controles) y
~50% con genotipo Smn”; SMN2+° (mutantes). La supervivencia media de estos
ratones fue de seis dias y la maxima de 10 dias. Sin embargo, los ratones con
cuatro copias de SMN2 son viables y fértiles, aunque desarrollan necrosis en la
cola y en las orejas. Para los experimentos fueron utilizados animales controles

y mutantes hermanos de camada de siete dias de edad postnatal (P7) (Fig. 14).
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Figura  14.  Aspecto de  animales
heterocigotos (controles) y mutantes del
modelo Taiwanés utilizados en los
experimentos. Hermanos de camada,
heterocigoto (derecha) y mutante (izquierda) a
P7.

2. Genotipado de las lineas experimentales

El genotipado de los animales de experimentacion se llevd a cabo mediante
PCR, a partir de biopsias digitales y caudales de las que se extrajo el material

genético.

2.1 Protocolo de extraccién de ADN

Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante un minuto. A continuacion,
se afiadio 50 pl de una solucién de lisis alcalina (25 mM NaOH; 0,2 mM EDTA)
y se sometié a las muestras a un choque térmico a 65° durante 30 minutos y a
98° durante 18 minutos para permitir la rotura y disgregacion del tejido. Las
muestras se incubaron en hielo durante un minuto para evitar la evaporacion y
la alcalinidad se neutralizé con 50 pl de una solucion neutralizante (40 mM Tris
ajustado a pH 4 con HCI). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14000
rpm durante un minuto para separar el sobrenadante del precipitado y se recogio

50 ul del sobrenadante donde se encontraba el material genético.

2.2 PCRYy electroforesis

Una vez extraido el ADN, se procedié a realizar la amplificacién del gen de
interés por PCR en un termociclador (Biometra T1 thermocycler, Goéttingen,
Alemania). A continuacion, se detalla el protocolo para cada linea animal de

experimentacion.
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2.2.1 Modelo SMNA7

En este modelo, normalmente los transgenes SMN2 y SMNA7 no se genotiparon
ya que se encuentran en homocigosis. El gen Smn se genotipé como se detalla

a continuacion:

Secuencia cebadores:

NeoB: 5 GCA GCT GTG CTC GAC GTT GTC 3
A2R: 5 CCT TAAAGG AAGCCACAGCTTTATCZ

A2F: 5 GCT CTT GGC AAC CCT ACT GTC &

Composiciéon de la mezcla de reaccion:

16,8 pl de H20 MiliQ

5 ul de Tampon 5X (Bioline; 21105)

1 pl de cada cebador (30 pM)*

0,2 ul ADN polimerasa MyTaq (Bioline; 21105)

2 pl ADN

*Los cebadores A2F y A2R amplifican la banda silvestre (500 pb) y los cebadores
NeoB y A2R la banda mutante (1100 pb).

Programa termociclador

1) 95°C &

2) 95°C 15”

3) 62°C 15”

4) 65°C 30” (ciclo 2-4 repetidos 35 veces)
5) 65°C &’
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6) 4°C Infinito

Una vez finalizada la PCR, se revel6 el resultado de la amplificacién del
ADN por electroforesis en gel de agarosa (1%). En la Figura 15 se observa un
ejemplo del patron de bandas resultante de la electroforesis para una muestra

de un animal de cada genotipo.

(-I-) (/%) (+))

1100 pb —

Figura 15. Resultado del genotipado de los animales de experimentacién mediante
PCR. El procedimiento se llevé a cabo a partir de ADN extraido de biopsias digitales y/o
caudales procedentes de animales controles (+/+), heterocigotos (+/-) y mutantes (-/-).
Las bandas de 500 y 1100 pb corresponden a la banda silvestre y mutante,
respectivamente.

2.2.2 Modelo Taiwanés

En este modelo, el transgen SMN2 no fue genotipado rutinariamente ya que
todos los animales de experimentacion eran hemicigotos. EI gen Smn se

genotipd siguiendo las siguientes pautas:

Secuencia cebadores:
0IMR3468: 5 AGC CTG AAG AAC GAG ATC AGC 3
0IMR7893: 5 GCG TTGATG GCATTTCACTAJZ

0IMR7894: 5 TGC TCG TGG AAG TCAGTG AG 3

Composicion de la mezcla de reaccién:

10,8 pl de H20 MiliQ
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4 ul de MgCl2 (25 mM)

2,5 pl de Tampdn 10X (Biotools; 10043)
2 ul de cada cebador (10 pM)*

0,5 ul dNTPs (25 mM; Invitrogen)

0,2 ul Taqg polimerasa (Biotools; 10043)
1 ul ADN

*Los cebadores 3468 y 7893 amplifican la banda silvestre (180 pb) y los
cebadores 3468 y 7894 la banda mutante (160 pb).

Programa termociclador

1) 95°C &
2) 94°C 30”
3) 59°C 90”
4) 72°C 1’ (ciclo 2-4 repetidos 35 veces)
5) 72°C 2’
6) 4°C Infinito
El resultado de la amplificacion se obtuvo por electroforesis en gel de

agarosa (3%). En la Figura 16 se muestra un ejemplo del patron de bandas

resultante de la electroforesis para una muestra de un animal de cada genotipo.
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Figura 16. Resultado del genotipado de los animales de experimentacion de la
linea Taiwanés. Patrén de bandas para el gen Smn a partir de biopsias de animales
controles (+/+), heterocigotos (+/-) y mutantes (-/-). Las bandas de 180 y 160 pb
corresponden a la banda silvestre y mutante, respectivamente.

3. Preparaciones neuromusculares

Los experimentos realizados se llevaron a cabo en los masculos Transversus
abdominis (TVA), Obliquus internus adbominis (OIA) y diafragma. A continuacién

se explica detalladamente sus disecciones.

3.1 Transversus abdominis (TVA)

Se trata de un musculo esquelético con fibras principalmente de tipo lento que
se localiza en la capa interna de la pared abdominal, extendiéndose desde la
columna vertebral hasta la linea alba (Fig. 17A). Su principal funcion es contribuir
a la estabilidad de la columna vertebral y se considera un masculo constrictor del
abdomen. Recibe inervacién de los nervios espinales toracicos (T8-T12),
iliohipogastrico (rama superior del primer nervio lumbar (L1)) e ilioinguinal (rama

del primer nervio lumbar).

Para su diseccion los animales fueron decapitados y posteriormente
desangrados. A continuacion, el animal se coloc6 en decubito dorsal y se retird
la piel abdominal. Se disecciono toda la pared muscular abdominal y, el bloque
muscular junto con la caja toracica se coloco en una placa de Petri (@ 55 mm)
con la base cubierta de un elastémero de silicona (Sylgar), fijandose en la misma
con alfileres de 0,2 mm (Fig. 17B, a), para, posteriormente, proceder a la

diseccion de los musculos superficiales que cubren al TVA, eliminando asi el
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musculo Rectus abdominis (RA) y el Obliquus externus abdominis (OEA),
guedando expuesto el TVA, cuya region inferior esta cubierta por el Obliquus
internus abdominis (OIA) (Fig. 17A y B). Ademas, se eliminé el tejido conectivo

y adiposo que lo cubre y rodea.

R Transversus abdominis (TVA)
Rectus abdominis (RA) = — <
Obliquus externus
abdominis (OEA)

___Obliquus internus
abdominis (OIA)

e SULEER ... ...

Figura 17. Esquema anatomico y representacion de la diseccion de los masculos
abdominales. A. Representacion esquematica de la localizacion del musculo
abdominal transverso (TVA) y del oblicuo interno (OIA). B. Imagenes que ilustran los
pasos seguidos para la diseccion de dichos musculos. Tras la retirada de la piel
abdominal mediante escision de la linea media, se colocé todo el bloque muscular junto
con la caja toracica en una placa de Petri (a) en la que se eliminaron los musculos
superficiales que cubren al TVA (b).

3.2 Obliquus internus abdominis (OIA)

Se trata de un musculo situado en la parte anterolateral del abdomen (Fig. 17A).
Se inserta por su parte inferior en el ligamento inguinal y mediante aponeurosis
en las apdfisis espinosas de la dltima lumbar y primera sacra. Por su parte
superior se inserta en el borde inferior de los cuatro ultimos cartilagos costales
y, mediante la aponeurosis anterior, en la linea alba. Se encarga de la flexion y
rotacion del térax de forma unilateral y de la flexion del tronco, elevacion de la

pelvis, del aumento de la presién abdominal y de la espiracion de forma bilateral.
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Se encuentra inervado por los cuatro Gltimos nervios intercostales (T8-T12) y el
nervio abdominogenital. Su diseccién se llevé a cabo junto con la del TVA, como
se ha descrito anteriormente (Fig. 17).

3.3 Diafragma

Se trata de un musculo plano en forma de cupula que separa la cavidad torécica
de la abdominal. Se inserta en la cara posterior del apéndice xifoides del
esterndn y en las tres primeras vértebras lumbares. Es cdéncavo en la zona
superior (limite inferior de la cavidad toracica) y convexo en la region inferior
(techo de la cavidad abdominal), y su parte media es aponeurética, alrededor de
la que se encuentran las bandas musculares, llamandose a cada regién que se
extiende desde la linea media a la regién intercostal hemidiafragma (Fig. 18A).
Es un musculo de tipo mixto. Un 80% de sus fibras son resistentes a la fatiga
(55% de tipo | y 25% de tipo lla). Recibe inervacién del nervio frénico, que
contiene axones de los nervios espinales cervicales (C3-C5). Es un musculo
esencial para el organismo debido a su participacién en la respiracion.

Para su diseccion los animales fueron decapitados, desangrados y
colocados en posiciobn decubito dorsal. Se retir6 toda la pared muscular
abdominal y se retiraron los 6rganos internos del animal. A continuacion, el
diafragma se extrajo del animal junto con las costillas y el esternén y se coloco
en una placa de Petri (@ 55 mm) con la base cubierta de un elastomero de
silicona (Sylgar), fijandose en la misma con alfileres de 0,2 mm. Finalmente, se
limpid la porcidn tendinosa que divide a los dos hemidiafragmas (Fig. 18).
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Figura 18. Representacion anatémica
del diafragma y su diseccion. A.
Localizacion del diafragma en el
organismo. B. Diseccién del diafragma en
el raton. Tras la retirada de la piel
abdominal, encontramos al diafragma
flanqueado por el cartilago costal (a). A
continuacion, se diseccion6 el diafragma
junto con las costillas para, finalmente,
fijarlo en una placa de Petri (b).

Diafragma

B Hemidiafragma Aponeurosis

Las preparaciones musculares se mantuvieron en todo momento bafiadas
por una solucidon cuya composicion fue la siguiente (en mM): 135 NaCl, 12
NaHCOs, 5 KCI, 1 MgClz, 20 Glucosa, y de 1 o 2 CaClz (experimentos
electrofisiolégicos e inmunofluorescencia, respectivamente), con una
osmolaridad comprendida entre 290-310 mOs/Kg. Esta solucion se mantuvo
continuamente gaseada con carbégeno (5% COz2, 95% O2), para mantener el pH
en torno al pH fisiolégico (~7,35). La diseccién se llevdo a cabo bajo un

microscopio estereoscopico (Nikon SMZ 1500; Fig.19).

Para los registros electrofisiologicos del TVA, tras la diseccion y limpieza
del musculo, se identificd y limpié la rama intercostal que lo inerva usando tijeras
pequefias (F.S.T 15000-10). Tras ello, el musculo se fij6 en una camara de
registro de metacrilato con un volumen de tres ml, con base de Sylgar, con un

sistema de intercambio de solucion.
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Figura 19. Microscopio estereoscépico Nikon SMZ 1500. Imagen tomada de
http://www.origio.com

4. Registro intracelular mediante microelectrodos de vidrio

4.1 Procedimiento y dispositivo experimental

Estos experimentos se realizaron en el musculo TVA de ratones controles y
mutantes SMNA7 con edad comprendida entre los nueve y 11 dias postnatales

(P9-11). El dispositivo experimental utilizado (Fig. 20) se compuso de:

- Electrodo de succién para la estimulacion del nervio (Fig. 21A)

- Estimulador de pulsos aislado (Modelo 2100, AM-Systems) (Fig. 21B)

- Amplificador de registro intracelular (TEC-05X, Npi electronic GmbH) (Fig.
21C)

- Microscopio de transmision directa (BX50WI, Olympus)

- Micromanipulador (Narishige, MHW-3)

- Interfase (PowerLab 4SP) (Fig. 21D)

- Ordenador

- Programa para la adquisicion y monitorizacion de las sefales (Chart5,
ADInstruments)

- Sistema de intercambio de solucién
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Céamara de registro

Mesa antivibratoria (Newport)

Jaula de Faraday

Figura 20. Dispositivo experimental utilizado para el registro intracelular mediante
microelectrodos de vidrio.

Para realizar el registro electrofisiologico de los potenciales de placa en
miniatura o espontaneos (MEPP; del inglés miniature endplate potential) y
evocados (EPP; del inglés endplate potential) de las diferentes fibras
musculares, el nervio intercostal del musculo TVA se estimulé mediante un
electrodo de succién, compuesto por un tubo de polietileno conteniendo un hilo
de plata clorurado (Ag-AgCl), que actué como catodo, y cuyo exterior quedod
recubierto con otro hilo conductor, que actué como anodo (Fig. 21A). El electrodo
de succion se conect6 al estimulador de pulsos aislado (Fig. 21B) y a un sistema
de succion compuesto por un tubo de polietilieno y una jeringa con solucion
extracelular y una llave de tres pasos para mantener la presion negativa. La
estimulacién se llevé a cabo mediante pulsos cuadrados de 0,2 ms de duracion,
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con voltaje comprendido entre 1,5-40 V, a frecuencia de 0,5 0 20 Hz, en funcién

del experimento a realizar.

Succién

—

) estimulador
anodo (+) de pulsos
aislado

5 @) s @ @S §  Powerdab/i
@ () ) §

e © © 9o 9
- \ _ B 5 & 3 =
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Figura 21. Componentes del dispositivo experimental. A y B. Electrodo de succién
utilizado en la estimulacion del nervio que se encuentra conectado al estimulador de
pulsos aislado (B) (AM-Systems. Modelo 2100) y a un sistema de succién. C.
Amplificador de registro intracelular (TEC-05X, Npi electronic GmbH). Imagen tomada
de http://www.npielectronic.de. D. Interfase PowerLab 4SP. Imagen tomada de AD
Instruments.

El electrodo intracelular se fabricé a partir de capilares de vidrio con un
estirador horizontal (P-97, Sutter Instrument; Fig. 22) con los siguientes
parametros: calor: 540; velocidad: 80; fuerza de estirado: 200; tiempo: 200. La
resistencia de los microelectrodos fue de 10-30 MQ una vez llenados con una
solucion conductora de KCI 3 M. En su interior se introdujo un hilo de plata
clorurado conectado al amplificador de registro. Para la penetracion de las fibras
musculares se utiliz6 un micromanipulador (Narishige, MHW-3). El dispositivo
también disponia de un electrodo conectado a tierra que se coloco en la solucién

de la camara de registro.
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Fig. 22. Estirador de vidrio horizontal utilizado en el registro intracelular. Modelo
P-97. Imagen modificada de www.sutter.com

La contraccidon muscular fue inhibida con p-conotoxina GIIIB (2-4 uM,
Alomone Laboratories), blogueante especifico de los canales de sodio voltaje
dependientes del musculo (Nav 1.4). Los datos fueron adquiridos con el programa
Chart5 (ADInstruments). Todos los registros se llevaron a cabo a temperatura
ambiente (22-23°C). En la Figura 23 se muestra un ejemplo de los EPP y mEPP
registrados a 0,5 (Fig. 23A) y 20 Hz (Fig. 23B).
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Figura 23. Registro de los potenciales de placa espontaneos (mMEPP) y evocados
(EPP) a las distintas frecuencias estudiadas (0,5 y 20 Hz). A y B. Potenciales de
placa evocados (EPP) y espontaneos (mEPP) registrados en una fibra muscular a 0,5
Hz y 20 Hz, respectivamente.

4.2 Analisis de los registros electrofisiologicos

Con el programa Chart5 se analizé la amplitud y cinética de los EPP y mEPP
registrados en los distintos experimentos. La amplitud de los EPP y los mEPP se
normaliz6 a un potencial de membrana de reposo de -70 mV (potencial de

membrana teorico), siguiendo la siguiente formula:
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(70 — 5)
= —— (1)

Vm —Er
donde f es el factor de normalizacion, Vm el potencial de membrana registrado y
Er es el potencial de reversion de la corriente a través de los receptores de ACh

(en nuestro caso, se consider6 Er con un valor de -5 mV).

A continuacion, la amplitud de los EPP fue corregida por la sumacion no

lineal (Boyd and Martin, 1955, Kretschmannova and Zemkova, 2004):

__ amplitud EPP
EPPCTll - 1_amplitudEPP (2)

(-Vm)—Er

donde EPPcnl es la amplitud del potencial postsinaptico corregido.

Finalmente, se obtuvo la amplitud de los potenciales evocados

doblemente corregidos:
EPPcnl&70 = f *+ EPPcnl (3)

Una vez normalizadas las amplitudes de los EPP y mEPP se calculo el
contenido cuantico (m; niamero de cuantos que se liberan tras la llegada de un
potencial de accion al terminal presinaptico) por dos métodos (Del Castillo and
Katz, 1954):

1. Método directo:

amplitud media EPP (mV)

m= amplitud media mEPP (mV) (4)

2. Método indirecto:

] namero de estimulos )
m=In
numero de fallos
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El método indirecto se utilizé para la cuantificacion del contenido cuantico
en los experimentos con bajo Ca?* (< 0,75 mM Ca?*) y en los experimentos en
presencia de los antagonistas de los canales de Ca?*, dada la alta aparicion de

fallos durante los protocolos de registro.

El contenido cuantico depende de dos parametros: (i) pr: probabilidad de
liberacion de las vesiculas sinapticas; y (i) n: nimero de sitios de liberacion
activos. Su relacion viene dada por la siguiente ecuacion (Del Castillo and Katz,
1954):

m=n*p, (6)

Para obtener los valores de pry n por analisis binomial (Wang et al., 2010,
Ruiz and Tabares, 2014) se midio la amplitud de los EPP y de los mEPP durante
100 estimulos a ambas frecuencias estudiadas (0,5 y 20 Hz). A continuacion, se
calculé el contenido cuantico medio por el método directo para esos 100
estimulos (amplitud del EPP / amplitud media de mEPP) y se calcul6 la varianza
de m (Var(m)). Una vez calculados el contenido cuantico y su varianza se

aplicaron las siguientes ecuaciones para obtener los valores de pry n:

__ m —Var(m)

Pr=—"T—" (7)

m
n=— (8)

4.3 Modificadores de la neurotransmisién

En los experimentos realizados en este trabajo se utilizaron diversos compuestos
gue moadifican la liberacién sinaptica (Tabla 1V), tanto bloqueantes especificos de
los canales de Ca?* tipo P/Q (Cav2.1) y tipo N (Cav2.2), como potenciadores de

la liberacion sinaptica.
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Tabla IV. Listado de los compuestos quimicos utilizados en los registros

electrofisiolégicos

Compuesto Concentracion Referencia/ Funcion Reconstituyente
Casa
Comercial
w- 200 nM RTA500/ Antagonista Solucién
agatoxina Alomone de los externa
IVA canales de

Ca?* tipo P/Q

w- 1uM C-300/ Antagonista Solucién
conotoxina Alomone de los externa
GVIA canales de
Ca?* tipo N
Antagonista
Nifedipina 50 uM N-120/ de los DMSO
Alomone canales de (<0,005%)
Ca?* tipo L
Agonista de
PDBu 1uM 524390/ Muncl3 y/o DMSO
Calbiochem PKC (<0,005%)
R- 100 uM 557360/ Bloqueante DMSO
roscovitina Calbiochem de Cdk5 (0,1%)
S- 10-100 puM 557362/ Bloqueante DMSO
roscovitina Calbiochem de Cdk5 (0,1%)

En todos los experimentos, salvo que se indique lo contrario, la
preparacién neuromuscular se incub6 durante ~20 minutos con el compuesto

antes del registro electrofisiolégico.
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5. Inmunofluorescencia

Mediante inmunofluorescencia se estudio la expresion y distribucion de diversas

proteinas que juegan un papel importante en el proceso de la transmision

sinaptica en la NMJ (Fig. 24).

Canales de calcio P/Q v Sinaptotagmina 7

V Sinaptotagmina 1 Sintaxina 1B l' Receptores nicotinicos de ACh

Sinaptotagmina 2 \SVQ ABYyC

Figura 24. Dibujo esquematico de la localizacion en la NMJ de las proteinas
estudiadas. A la derecha de la sinapsis neuromuscular aparece una magnificacion de
una vesicula sinaptica con las proteinas sinaptotagmina 1y 2 y SV2 (se representan
conjuntamente sus distintas isoformas).

5.1 Protocolo

1. La preparacion neuromuscular (TVA, OIA o diafragma, segun el experimento
realizado) procedente de ratones controles y mutantes, se diseccion6é en
solucion externa (2 mM Ca?* extracelular) como se ha descrito en el Apartado 3
de esta seccion.

2. La muestra se mantuvo durante 30’ en solucion externa burbujeada con
carbogeno y 10’ en solucion externa sin Ca?* para evitar la exocitosis masiva de

vesiculas tras la fijacion con paraformaldehido (PFA).
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3. La preparacion se fijé con PFA (4%) durante 90’ a 4°C.

4. La preparacion se lavo tres veces con PBS y se conservo durante toda la
noche a 4°C en PBS.

5. El musculo se incubé con glicina 0,1 M en PBS durante 30’. La glicina se une
a grupos aldehidos derivados del PFA evitando asi la aparicion de
autofluorescencia derivada de la formacion de grupos de aldehidos con

proteinas.

6. La preparacion se permeabilizé durante 90’ con Triton 1% en PBS (PBS-T) en

los que se renovo la solucion seis veces (2x5’; 2x10’; 2x30’).

7. La preparacion se incub6 durante tres horas con 5% BSA (del inglés Bovine
Serum Albumine) en PBS-T, para bloquear las uniones inespecificas de los

anticuerpos.

8. La muestra se incubd con el anticuerpo primario diluido en PBS-T + 2,5% de
BSA durante 30’ a temperatura ambiente, y, posteriormente, a 4°C durante toda

la noche.

9. La preparacion se mantuvo 30’ a temperatura ambiente para posteriormente
lavar el anticuerpo primario ocho veces con Triton al 0,05% en PBS. Los tiempos

de lavado dependieron del anticuerpo primario utilizado (desde 50’ a 150’).

10. La muestra se incub6 durante una hora con el anticuerpo secundario
correspondiente y bungarotoxina-rodamina (BTX-Rho; Sigma-Aldrich; T0195)
(para tefiir el area postsinaptica ya que la bungarotoxina se une a los receptores
nicotinicos de ACh) en PBS-T 0,05% + 5% BSA. A partir de este momento las
preparaciones se cubrieron con papel de aluminio para evitar el apagamiento de

los fluoréforos por exposicion a la luz.
11. La preparacioén se lavo durante 90’ (1x30’; 6x10’) con PBS-T 0,05%.

12. Finalmente, el masculo se montd bajo un microscopio estereoscopico (Nikon

SMZ1500) en un portaobjetos. Se afiadié ~15 ul de medio de montaje Slowfade
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(Invitrogen; S36936) para cubrir el masculo y se selld la preparacion con un

cubreobjetos.

5.2 Anticuerpos

En la Tabla V se resumen los anticuerpos utilizados en este trabajo:

Tabla V. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados

Anticuerpo Concentracion Especie Ref./Casa Anticuerpo
primario Comercial secundario
SV2A 1:200 Conejo 119002/SYSY  Alexa 647 (cabra anti-
conejo
SV2B 1:200 Conejo 119102/SYSY  Alexa 647 (cabra anti-
conejo
Svac 1:500 Conejo 119203/SYSY  Alexa 647 (cabra anti-
conejo
Sytl 1:250 Ratén 105011/SYSY CF 488 (cabra anti-raton)
Syt2 1:200 Conejo 105123/SYSY  Alexa 647 (cabra anti-
conejo
P/Q-CCDV 1:500 Conejo 152203/SYSY Alexa 647 (cabra anti-
conejo
Syt7 1:500 Conejo 105173/SYSY Alexa 647 (cabra anti-
conejo
Stx1B 1:1000 Conejo 110403/SYSY  Alexa 647 (cabra anti-
conejo

Anticuerpo Concentracién Ref./Casa Comercial
secundario

Alexa 647 1:500 A21236 / Invitrogen
(cabra anti-conejo)

CF-488 1:500 BT-20014/ Biotium
(cabra anti-raton)

6. Adquisicion y andlisis de imagenes
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6.1 Microscopia confocal y adquisicion de imagenes

Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio laser confocal multiespectral
motorizado Olympus FV1000 (Fig. 25).

Figura 25. Microscopio confocal Olympus FV-1000 utilizado para la adquisicion de
imagenes. A la izquierda de la imagen se pueden observar los laser de los que se
compone el microscopio (laser de argon y rojo en la parte superior, y laser verde en la
parte inferior).

La Figura 26 muestra los componentes del microscopio confocal. Su
funcionamiento se basa en que la luz emitida por el sistema laser (fuente de
excitacion) pasa a través de un diafragma o “pinhole”, es reflejada mediante un
espejo dicroico y es enfocada en un punto de la muestra a través de la lente de
un objetivo (Fig. 26, linea verde). La sefial emitida por el punto iluminado vuelve
por el mismo camino Optico, pasa por el espejo dicroico y es enfocada en un
fotomultiplicador, pasando previamente por otro diafragma o “pinhole” que sirve
para eliminar las sefales procedentes de regiones externas al plano focal (Fig.

26, linea roja).
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Fotomultiplicador — 4

— Pinhole
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emisiéon en foco
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Planos
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Figura 26. Esquema de los componentes del microscopio confocal. Imagen
modificada de (Claxton et al., 2005).

El microscopio confocal utilizado en nuestros experimentos esta equipado
con tres lineas laser de excitacion: (i) Laser de argdn con excitacion a 458, 488
y 515 nm; (ii) laser de helio-nedn verde con excitacion a 561 nm; (iii) laser de
helio-nedn rojo, con excitacion a 633 nm. Se utilizd un objetivo de inmersion en
aceite de 60X con una apertura numérica de 1,42. Las imagenes fueron
adquiridas de forma secuencial para los diferentes laser utilizados en secciones
Opticas de 0,5 um y una apertura confocal de ~115. Las imagenes fueron
adquiridas con el programa FV10-ASW 1.7 Viewer (Olympus), utilizando para
cada proteina de estudio los mismos parametros de adquisicion (intensidad del
laser, voltaje (hv), ganancia y umbral de fondo (offset)), en los terminales

nerviosos motores controles y mutantes.

6.2 Analisis de imagenes

Las imagenes fueron analizadas siguiendo rutinas del programa ImageJ v1.48.

Para determinar la expresion y distribucién de las distintas proteinas sinapticas
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estudiadas se analizé la superficie ocupada por la sefal fluorescente

correspondiente. El procedimiento para su analisis siguio los siguientes pasos:

1- Area postsinaptica. En primer lugar se delimitd la regién de interés, ROI (del
inglés region of interest), con la proyeccion maxima de las imagenes
correspondientes al marcaje de BTX-Rho. A continuacion, la imagen se convirtio
de 16 bits (RGB) a 8 bits (escala de grises) y se establecié el umbral de
intensidad de forma semiautomatica. Finalmente, se midio el area total de los

pixel por encima del umbral.

2- Areas proteinas presinapticas. Se obtuvo la proyeccion maxima de las
imagenes y se transformd a 8-bits. Se midi6 el area correspondiente a la proteina
de interés ajustando el umbral de intensidad de fluorescencia de forma
semiautomética. Utilizando el mismo ROI y umbral de intensidad se obtuvo el
fondo de la imagen para su posterior substraccion.

7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utilizo el programa informatico SPSS

v.22. Se sigui6 el siguiente procedimiento:

1. Estudio de la normalidad de la variable

Se emplearon dos test de normalidad segun el tamafio muestral:

1. Test de Shapiro- Wilk: se utiliz6 en aquellos casos en los que el tamafio

muestral (n) de la variable en estudio es < 50.

2. Test de Kolmogorov-Smirnov: se utiliz6 cuando el tamafio muestral tiene un

valor superior (> 50).

La obtencion de un valor de significacion (p) mayor a 0,05 significé que la
variable seguia una distribucion normal. En caso contrario, se rechazo la

condiciéon de normalidad.
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2. Estudio de la homogeneidad de varianzas

Este estudio se aplico en el caso de las variables que seguian una distribucion
normal. Se utilizé el test de Levene para estudiar la homogeneidad de varianzas,

gue se aceptd cuando el test resulté en un valor de p > 0,05.

3. Estudio de las diferencias entre los grupos experimentales para

variables cuantitativas

- En el caso de que se cumpliese la normalidad, las variables se analizaron
mediante la prueba t de Student, asumiendo varianzas iguales o desiguales en

funcioén del resultado del test de Levene.

- Las variables que no seguian una distribucion normal se analizaron por el test

no parameétrico U de Mann-Whitney.

- En los experimentos en los que habia mas de dos grupos experimentales las
diferencias estadisticas fueron analizadas utilizando el test de analisis de la
varianza (ANOVA) para aquellas variables que seguian una distribucién normal
y el test de Kruskal-Wallis para aquellas que no cumpliesen la condicién de

normalidad. A continuacion, se explica el procedimiento detalladamente:

- ANOVA de un factor: las muestras a las que se aplico dicho test ademas
de seguir una distribucion normal debian de presentar homogeneidad de
varianzas. Un valor de p < 0,05 significé que existian diferencias significativas
entre los diferentes grupos experimentales. Para conocer entre qué grupos
existian dichas diferencias se empled posteriormente un test de comparaciones
multiples: el test de Bonferroni 6 el test de Tamhane si presentaban

homogeneidad de varianzas o no, respectivamente.

- Test de Kruskal-Wallis: es el test no paramétrico equivalente al ANOVA.
En este caso para identificar entre qué grupos experimentales existian
diferencias significativas se utilizé el test no paramétrico U de Mann-Whitney

aplicandole la llamada correccién de Bonferroni. Dicha correccién se basa en la
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consideracion de significacion estadistica en aquellos casos en los que p tenga
un valor inferior a la razén entre a (0,05) y el n® de posibles comparaciones dos

a dos.

Excepto en el caso de la aplicacion de la correcciéon de Bonferroni, en
todos los casos la significacion estadistica siguio el siguiente patrén: * p < 0,05;
** p < 0,005; *** p <0,0005. Se compararon los grupos experimentales dos a dos
(ratones controles versus ratones mutantes o ratones controles o mutantes en

ausencia o presencia de los modulares de la neurotransmision).
Todos los datos son representados como la media + error estandar de la
media, siendo n el nimero de fibras musculares o terminales nerviosos motores

y N el nimero de ratones en los que se llevo a cabo el experimento.

4. Estudio de las diferencias entre los grupos experimentales para

variables cualitativas
En el caso de las variables cualitativas el procedimiento seguido para el estudio
de las diferencias entre grupos experimentales se llevé a cabo tal y como se

describe a continuacion:

1. Calculo de la desviacion estandar mediante la siguiente ecuacion:

SdDev = /p(1 —p) 9

donde p es el cociente entre la caracteristica que estamos estudiando y el total

de la muestra.

2. Calculo del error estandar mediante la formula:

sem = w (10)
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donde N es el tamafio muestral.

3. Andlisis estadistico: para comprobar si dos muestras pertenecen o0 no a la

misma poblacion se estimo el valor z, dado por la ecuacion:

1-p2
z= i 1)

\/[%Ipl)] + [p2(1 — p2)/n2)]

siendo ply p2 el cociente entre el nimero de veces que se presenta la condicion
deseada y el tamafio total de la muestra, y n1 y n2 el tamafio de la muestra en
cada condicion experimental. Finalmente, se comprobo en las tablas estadisticas
el valor de z para obtener el valor de significacion estadistica (p), el cual
dependera de los grados de libertad (v), calculados de la siguiente forma: nl1 +
n2 — 2.
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Resultados
I: Transmisién sinapticay Ca?*

La deficiencia en SMN en AME produce un déficit funcional en los terminales
nerviosos motores. Para determinar si la Ca?*-dependencia de la liberacién
sinaptica y los pardmetros responsables de la misma (probabilidad de liberacién
(pr) y numero de sitios de liberacidon (n)) estan alterados en la sinapsis
neuromuscular se realizo el estudio electrofisiolégico en el mlsculo Transversus
abdominis (TVA) de ratones controles y mutantes del modelo SMNA7 en una

edad postnatal comprendida entre los nueve y 11 dias de edad.

1. Los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo P/Q y N median la

neurotransmision en los terminales SMNA7

La liberacion de neurotransmisor (NT) se produce por el incremento de Ca?* en
el terminal nervioso tras la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje,
en respuesta a la despolarizacién producida por la llegada de un potencial de
accion (PA). Durante las dos primeras semanas de vida postnatal, en la NMJ de
rata y ratéon, se produce un cambio paulatino en el tipo de canal de Ca?* que
media la secrecion, siendo los canales tipo N (Cav2.2) reemplazados por los tipo
P/Q (Cav2.1) (Rosato Siri and Uchitel, 1999). En este trabajo hemos investigado
si la disminucion de la liberacion sinaptica que se produce en los terminales
motores en el modelo SMNA7 (Kong et al., 2009; Ruiz et al.,, 2010) podria
deberse a: (i) un retraso en la expresiéon de los canales P/Q y, por tanto, en un
acoplamiento mas débil entre la entrada de Ca?* y la liberacion, dado que los
canales de Ca?* tipo N se sitan a mayor distancia de los sitios de liberacion que
los canales tipo P/Q (Wang et al., 2008); y/o (ii) una disminucion en la densidad

de canales de Ca?* en los terminales presinapticos (Fig. 27).

En primer lugar, exploramos el/los tipo/s de canal/es que regulan la
liberacién de NT en las fibras del masculo TVA de ratones controles y AME
mediante el uso de bloqueantes especificos de los canales de Ca?* tipo P/Q y N,

w-agatoxina IVA (200 nM) y o-conotoxina GVIA (1 uM), respectivamente.
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ANANIAN

Canales de Ca2* tipo P/Q Canales de Ca2* tipoN () Vesicula sinaptica

Figura 27. Representacién esquematica de la relacion entre los canales de Ca%"y
el sitio de liberacién en un terminal motor. A. En sinapsis maduras, los canales de
Ca?* de las zonas activas son de tipo P/Q. B. En sinapsis inmaduras, son los canales
tipo N los encargados de regular la exocitosis. C. Una alteracién en la liberaciéon
sinaptica puede deberse a una reduccién en la densidad de canales.

En presencia de w-agatoxina IVA, ni la amplitud ni la frecuencia de los
MEPP se modific6 en ningln caso. Sin embargo, la amplitud de los EPP
disminuyo significativamente, tanto en los controles como en los mutantes (Fig.
28A), lo que resulté en una reduccion del contenido cuantico del ~98% en los
terminales controles y del ~86% en los terminales SMNA7 (Fig. 28B; Tabla | del

Anexo ).

En presencia de o-conotoxina GVIA, bloqueante de los canales de Ca?*
tipo N, la liberacion espontanea no se vio modificada, pero la amplitud de los
EPP se redujo en ambos genotipos. En este caso, el contenido cuantico se
inhibié en ~63% en los controles y ~72% en los ratones SMNA7 (Fig. 28B; Tabla

| del Anexo ).

Estos resultados indican que la neurotransmisién se encuentra mediada
de forma similar en los terminales controles y deficientes en SMN por los canales
de Ca?* tipo P/Q y N, por lo que la reduccién en la liberaciéon de NT que se

produce en AME no se debe a una alteracién en el tipo de canal que la regula.
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Figura 28. Los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo P/Q y tipo N median la
transmision sinaptica en SMNA7. A. Registros representativos de EPP registrados en
fibras controles y SMNA7 en ausencia y en presencia de w-agatoxina (200 nM). B.
Porcentaje de reduccién del contenido cuantico mediante el bloqueo de los canales de
Ca?"tipo P/Q por w-agatoxina y el de los canales tipo N por w-conotoxina, tanto en los
ratones controles como en los mutantes. Los nameros en las barras indican las fibras
musculares registradas. N = 2-4 ratones por genotipo. Test t de Student. *: p <0,05; ***:
p < 0,0005.

2. Disminucioén de la expresién de los canales de Ca?*tipo P/Q en AME

A continuacion, estudiamos si la expresion y distribucién de los canales de Ca?*
tipo P/Q se encontraba alterada en los terminales motores del TVA mediante

inmunofluorescencia.

En los terminales controles, la sefial correspondiente a los canales de
Ca?*fue mas extensa que en los terminales mutantes donde presenté un aspecto
mas punteado (Fig. 29A). En los histogramas de distribucién de areas (Fig. 29B)

puede observarse como las de los terminales mutantes estan desplazadas a la
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izquierda en comparacion con los controles. Tras la normalizacion de la sefial al
tamafio de la placa motora, el promedio de la reduccion en los mutantes fue del
~36% (Fig. 29C, Tabla Il del Anexo 1), muy similar a la reduccion en la sefial de

las AZ en el terminal previamente descrita (Torres-Benito et al., 2011).

Estos datos sugieren que la reduccién en la secrecion de NT en la NMJ
del modelo SMNA7 se debe, en parte, a una disminucién en la densidad de los

canales de Ca?* tipo P/Q.

A

anti-P/Q-CCDV anti-P/Q + BTX-Rho

O

Control
~O
w

o
N

d k%

o
-—

Area anti-P/Q /
area postsinaptica

SMNA7

66| |60

[ Control
[0 SMNA7

o
o

B

Control SMNA7

N
()
RN
(@)

o O

4 12 2028 36 44 5260 O4 12 2028 36 44 5260
area anti-P/Q (um?) area anti-P/Q (um?)

N° de terminales
-

Figura 29. Los canales de Ca?* tipo P/Q estan reducidos en los terminales
deficientes en SMN. A. Imagenes representativas de la expresion y distribucion de los
canales de Ca?'tipo P/Q tras el marcaje con un anticuerpo anti- P/Q (verde) en controles
(paneles superiores) y SMNA7 (paneles inferiores). Los receptores nicotinicos fueron
tefiidos con BTX-Rho (rojo). Barra de calibracién: 10 um. B. Histogramas de distribucién
del &rea ocupada por los canales en cada terminal. C. Raz6n media entre la sefal
correspondiente al marcaje de los canales P/Q y el &rea teflida con BTX (4rea
postsinaptica). Los nUmeros en las barras indican los terminales analizados y los puntos
muestran el valor medio en cada uno de los ratones de experimentacion. N = 4 ratones
por genotipo. Test U de Mann-Whitney. ***: p < 0,0005.
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3. Ausencia de cambios significativos en la sensibilidad y cooperatividad
a Ca?* en los terminales deficientes en SMN

Dada la reduccién en la sefial correspondiente al marcaje de los canales de Ca?*
observada, seguidamente estudiamos la dependencia de Ca?* de la transmision
sindptica. Para ello se registraron los EPP y mEPP de fibras del musculo TVA de
ratones controles y mutantes a distintas concentraciones de Ca?* extracelular
(0,2-3 mM) durante estimulacién a baja frecuencia (0,5 Hz).

En ambos genotipos, la amplitud de los EPP se incremento
significativamente cuando se aumenté el Ca?* desde una concentracion de 1 a 3
mM (2,7 y 1,6 veces, en ratones controles y mutantes, respectivamente) (Fig.
30A y B). Sin embargo, la liberacion espontanea no se vio afectada (Fig. 30C).
En la Tabla Ill del Anexo | se recogen los valores de los distintos parametros

para todas las concentraciones de Ca?* estudiadas.

La relacion entre el contenido cuantico y la concentracion de Ca?*
extracelular se muestra en la Figura 30D. Como se puede observar en la curva
de ajuste (funcion de Hill), la liberacion en los mutantes alcanzo6 un valor maximo
~2,5 veces menor que en los terminales controles (control: 21,1 £ 1,7 cuantos;
SMNA7: 8,3 + 1,3 cuantos). Sin embargo, no se vieron significativamente
alteradas ni la sensibilidad a Ca?* (concentracion de Ca?* a la que se libera el
50% de la secrecion maxima: control: 1,3 + 0,1 mM; SMNA7: 1,06 + 0,2 mM) ni
la cooperatividad aparente (nimero de iones de Ca?* que son necesarios para
la fusién de las vesiculas con la membrana y la posterior liberacion de NT:
control: 2,9 £ 0,9; SMNA7: 4,1 + 2,3). Estos resultados no apoyan, por tanto, un

cambio en el mecanismo de acoplamiento entre la entrada de Ca?*y la secrecion.
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Figura 30. Ca?" dependencia en los terminales controles y deficientes en SMN. A.
Registros representativos de potenciales evocados en presencia de 1 y 3 mM de Ca?*
extracelular. B y C. Valores medios de la amplitud de los potenciales evocados (B) y
espontaneos (C) a ambas concentraciones de Ca?* en ambos genotipos. D. Contenido
cuantico medio en funcién de la concentracion de Ca?* extracelular. Las lineas
representan el ajuste de los datos a una funcién de Hill. Los niUmeros en las barras y en
el gréfico D indican las fibras musculares registradas. N = 3-15 ratones por genotipo.
Test no parametrico U de Mann-Whitney. *: p < 0,5; ***: p < 0,0005.

4. El incremento de Ca?* extracelular no aumenta los sitios de liberacion

en los ratones SMNA7

La liberacion sinaptica, tanto en la NMJ de vertebrados como de invertebrados,
puede ajustarse a un modelo estadistico binomial en el que el contenido cuantico
viene determinado por el producto de dos parametros: (i) probabilidad de
liberacion de las vesiculas sinapticas (pr); y (ii) nUmero de sitios de liberacion (n)

(Bennett et al., 1975, Searl and Silinsky, 2003). Siguiendo este modelo, hemos
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investigado cdmo cambian los parametros pry n en los terminales controles y

SMNA7 en funcion del Ca?* extracelular.

En los terminales controles, el aumento de Ca?* extracelular no produjo
cambios significativos en el valor de pr (~0,4) (Fig. 31A, simbolos oscuros; Tabla
[l del Anexo I). Este resultado era esperado ya que, normalmente, pr alcanza un
valor estable a concentraciones relativamente bajas de Ca?* extracelular (~1
mM) (Searl and Silinsky, 2003). En cambio, n aumenté significativamente (~3,8
veces) al aumentar el Ca?* extracelular desde 0,75 a 3 mM (Fig. 31B, simbolos
oscuros). Sin embargo, en los terminales mutantes el mecanismo que regula el
incremento del contenido cuantico es diferente. En este caso, el aumento de Ca?*
extracelular produjo un incremento significativo en el valor medio de pr (~1,8
veces) entre 1 y 3 mM de Ca?* extracelular (Fig. 31A, simbolos grises; Tabla lIl

del Anexo I), sin modificar el valor de n (Fig. 31B, simbolos grises).

La comparacion de los valores de pry n entre ratones controles y mutantes
reveld que a 1 mM Ca?* p; es significativamente menor en los mutantes. Por el
contrario, n solo es significativamente mayor en los controles a concentraciones
de Ca?* 22 mM (Fig. 31A y B; asteriscos).

Estos resultados sugieren que la limitacion que existe en la liberaciéon de
NT en los terminales deficientes en SMN se debe a la incapacidad de estos
terminales para incrementar n, equivalente al contingente de vesiculas listas
para ser liberadas (RRP; del inglés readily releasable pool), si aumenta la

entrada de Ca?* durante un potencial de accion.
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Figura 31. El incremento de Ca?" extracelular no aumenta el nUmero de sitios de
liberacién activos en los terminales SMNA7. A. Probabilidad de liberacion (pr) media
en las fibras registradas en los terminales controles (simbolos oscuros) y mutantes
(simbolos claros). B. Numero de sitios de liberacion medio en los terminales controles y
mutantes a las distintas concentraciones de Ca?" extracelular estudiadas. Los nlimeros
en el grafico B indican el nimero de fibras registradas. N = 3-15 ratones por genotipo.
Para el andlisis estadistico de p: se utiliz6 el test pardmetrico ANOVA de un factor con
test de Bonferroni para las comparaciones multiples en los ratones controles y el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis para el resto. Los asteriscos indican las diferencias
significativas entre genotipos (test U de Mann-Whitney). *: p < 0,05; **: p < 0,005.

5. La acumulacién de Ca?* durante la estimulacion repetida compensa

parcialmente el déficit de neurotransmision

La limitacién en la regulacién del tamafio del RRP en los terminales SMNA7 en
respuesta a un PA, nos llevé a investigar este fendmeno a una frecuencia de
estimulacion en la que se produce un aumento de Ca?* en el terminal. Para ello
se realizaron los registros a una frecuencia de estimulacion de 20 Hz, y una

concentracion extracelular fija de Ca?* de 1 mM.

La amplitud de los EPP se incrementd progresivamente al inicio del tren
en ambos genotipos, siendo proporcionalmente mayor el incremento en los
mutantes dada la menor amplitud de la primera respuesta (Fig. 32A). Es de
interés sefialar que el andlisis del contenido cuantico mostré6 que en ambos
genotipos se alcanzo el mismo nivel de liberacion tras las primeras respuestas
(Fig. 32B).
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Durante la estimulacion a alta frecuencia se calculd la existencia de
facilitacién o depresion en funcién de la relacion existente entre el segundo y
primer estimulo (EPP2/ EPP1). Una relacion > 1 (facilitacion) sugiere una pr inicial
baja. En cambio, una relacion < 1 (depresion) sugiere lo contrario. En nuestros
experimentos, observamos una mayor facilitacion en los terminales mutantes
(Fig. 32C). También estudiamos la ‘razon de liberacion’ expresada mediante el
cociente entre la amplitud media de las ultimas 50 respuestas y la primera
respuesta. Los terminales mutantes presentaron una mayor razon de liberacion

(Fig. 32D), dada la menor depresion relativa existente durante el registro.

Estos resultados demuestran que la facilitacion producida durante la
estimulacién repetida a alta frecuencia puede compensar el limite en la secrecién

de NT que existe en los terminales deficientes en SMN ante estimulos Unicos.
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Figura 32. La estimulacion a 20 Hz compensa la limitacion en la secreciéon de los
terminales SMNA7. A. Registros representativos de las diez primeras respuestas en
una fibra control y una fibra mutante. B. Contenido cuantico medio en los terminales
controles y SMNA7 durante el registro de 100 PA. Las lineas discontinuas indican los
valores medios de la primera respuesta en cada genotipo. C y D. Facilitacion por pares
de pulsos (FPP) (C) y razén de liberacién (D) en ambos genotipos. Los nimeros en las
barras muestran las fibras registradas. N = 7-9 ratones por genotipo. Test U de Mann-
Whitney. *: p < 0,05; **: p < 0,005.

Dado que a baja frecuencia de estimulacion los terminales mutantes
pueden aumentar ligeramente su liberacion al aumentar el Ca?* extracelular
hasta alcanzar un valor asintético con 2 mM (Fig. 30D), realizamos los
experimentos a 20 Hz con una concentracion de Ca?* extracelular de 2 mM. Al
comienzo del tren de estimulos en ambos genotipos se produjo un aumento en
la respuesta evocada, siendo mucho mas pronunciado en los mutantes (Fig.
33A). Ademas, la facilitacion por pares de pulsos (FPP) y la “razén de liberacion”

(Fig. 33C y D) fueron significativamente superiores en los ratones mutantes
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comparado con los controles. Sin embargo, las respuestas en los mutantes no

alcanzaron los valores controles (Fig. 33B).
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Figura 33. La estimulacion a alta frecuencia y el aumento en el Ca?" extracelular
no modulan de manera conjunta la liberacién sinaptica de los terminales SMNA7.
A. Trazos representativos de las diez primeras respuestas evocadas en una fibra control
y una fibra mutante. B. Contenido cuantico medio de las fibras controles y mutantes
registradas durante un tren de estimulos. Las lineas discontinuas indican los valores
medios de las primeras respuestas para cada genotipo. C y D. Facilitacién por pares de
pulsos (FPP) (C) y raz6n de liberacion (D). Los nimeros en las barras indican las fibras
registradas. N = 5-7 ratones por genotipo. Test no paramétrico U de Mann-Whitney. *: p
<0,05; **: p < 0,005.

Los valores de liberacibn acumulada con 1y 2 mM calcio, a 20 Hz, se
muestran en la Figura 34A & B. En la Figura 34C y D se muestra la comparacion
entre el numero total de cuantos liberados a ambas frecuencias vy
concentraciones de Ca?* extracelular estudiadas. Como se puede observar, en

los terminales controles el nimero total de cuantos liberado aument6 al aumentar
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la concentracién de Ca?* en ambas frecuencias de estimulacion (Fig. 34C; Tabla
IV del Anexo I). Sin embargo, en los terminales mutantes sélo aumento al

aumentar la concentracion de Ca2+ a baja frecuencia de (Fig. 34D; Tabla IV del

Anexo ).
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Figura 34. La secrecion en los terminales deficientes en SMN no se modula
eficazmente. A y B. Comparacion del valor medio de la liberacion acumulada durante
100 estimulos a 20 Hz en 1y 2 mM de Ca?* extracelular en ambos genotipos. C y D.
Comparacion del nimero total de cuantos liberados por los terminales controles y
mutantes en funcién de la frecuencia y de la concentraciéon de Ca?* extracelular. Los
nameros en las barras indican las fibras registradas. N = 3 — 9 ratones por genotipo.
Test no paramétrico U Mann-Whitney. ***: p < 0,0005.
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II. Alteracidon de la expresion de proteinas sinapticas en AME

Para investigar las posibles bases moleculares que subyacen a los defectos en
la neurotransmision en AME, estudiamos mediante inmunofluorescencia la
expresion y distribucién de diferentes proteinas sinapticas en los terminales
nerviosos de musculos con distinto grado de afectacién: TVA y OIA, como
muasculos mas vulnerables, y diafragma, como musculo mas resistente. Se
utilizaron ratones controles y mutantes del modelo SMNA7 a distintas edades
(P3 y P9-11). Posteriormente, los resultados obtenidos se validaron para las
proteinas mas afectadas en el modelo Taiwanés (musculo TVA, P7).

1. Reduccion de los niveles de SV2 en los terminales SMNA7

Los mamiferos expresan tres isoformas de la proteina de las vesiculas sinapticas
2 (SV2) (Bajjalieh et al., 1992, Bajjalieh et al., 1993, Bajjalieh et al., 1994, Janz
and Sudhof, 1999). Cada isoforma (SV2A, SV2B y SV2C) esta codificada por un
gen distinto. SV2 posee una estructura formada por 12 dominios transmembrana
altamente conservados (Bajjalieh et al., 1992). Aunque no se conoce con
exactitud su funcién, numerosos estudios sugieren que SV2 facilita que las

vesiculas sean competentes para la exocitosis (Chang and Sudhof, 2009).

Las alteraciones en la liberacién de NT descritas en el apartado anterior
en los terminales SMNA7, junto con el hecho de que en pez cebra se ha descrito
que SV2 esta disminuida en los terminales motores deficientes en Smn (Boon et
al., 2009), nos llevé a explorar si la expresion y distribucion de las diferentes

isoformas de esta proteina en los ratones mutantes estaban alteradas.

En los animales controles, todas las isoformas se expresaron
abundantemente en las NMJ del musculo TVA (Fig. 35; panel izquierdo). En
cambio, en los mutantes SMNA?7, la expresion fue significativamente menor (Fig.

35; panel derecho).
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Figura 35. Expresion de las isoformas de SV2 en terminales controles y mutantes
en el masculo TVA. Proyeccién confocal méxima de terminales motores controles y
mutantes tras el marcaje con anticuerpos contra SV2A, B y C (verde). Los receptores
de ACh fueron tefiidos con BTX-Rho (rojo). P9-11. Barra de calibracién: 10 um.

La reduccion de la superficie total de la sefial fluorescente para cada una
de las isoformas de SV2 se puso de manifiesto, asi mismo, por el desplazamiento
a la izquierda de la distribucién de las areas correspondientes en los mutantes.
Es més, en un pequefio porcentaje de terminales mutantes no se detecto sefial
para SV2A (8%) o SV2B (6%) (Fig. 36A). La normalizacion del area de cada
proteina al tamafio de la placa motora revel6 que la isoforma mas disminuida fue
SV2B, seqguida de SV2C y SV2A (Fig. 36B; Tabla V del Anexo ).
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Figura 36. Disminucion mayoritaria de SV2B en los terminales SMNA7. A.
Distribucion de areas de las sefiales para cada isoforma, normalizada a las areas
postsinapticas, en NMJ controles (blanco) y mutantes (gris). B. Valores promedios de
las sefiales para cada isoforma. Los numeros en las barras indican los terminales
analizados y los puntos la media por ratén. N = 3-4 ratones por genotipo. Test t de
Student. *** p < 0,0005.

2. La expresion de Sytl y Syt2 se encuentra alterada en los terminales

deficientes en SMN

Distintos estudios muestran que SV2 regula la expresion, estabilidad y/o trafico
de sinaptotagmina (Schivell et al., 1996, Lazzell et al., 2004, Schivell et al., 2005,
Yao et al., 2010). SV2 y sinaptotagmina interaccionan a través de la union del
extremo amino terminal de SV2 con el dominio de unién a Ca?*, C2B, de
sinaptotagmina. Por ello, investigamos si la expresiéon y distribucion de dos de
las principales isoformas de sinaptotagmina, sinaptotagmina-1 (Sytl) y -2 (Syt2),

estan alteradas en los terminales motores del TVA en los mutantes.
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En los ratones controles, todos los terminales TVA presentaron sefial para
Syt2, mientras que la sefial de Sytl fue nula o muy baja (Fig. 37A, panel
izquierdo). Por el contrario, en los mutantes las sefiales fluorescentes fueron
similares para ambas isoformas (Fig. 37A, panel derecho). La comparacion de
area entre controles y mutantes revel6 una reduccion de Syt2 (60%) y un
aumento de Sytl (640%) en los mutantes (Fig. 37B; Tabla VI del Anexo ).

Control SMNA7

Syt2 Syt1
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Figura 37. Syt2 esta reducida en los terminales deficientes en SMN. A. Imagenes
representativas de terminales motores controles y SMNA7 en los que se puede ver la
distribucién de Syt2 (verde) y de Sytl (rojo). Las lineas discontinuas delimitan el area
postsinaptica. Barra de calibracién: 10 um. B. Razén media entre el area presinaptica
(sefial de Sytl o Syt2) y el area postsinaptica. Los nimeros en las barras muestran las
sinapsis analizadas y los puntos la media de cada uno de los ratones de
experimentacion. N = 4-5 ratones por genotipo. Test no paramétrico U de Mann-
Whitney. *** p < 0,0005.
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3. Expresion diferencial de SV2B, Sytl y Syt2 en funcién del grado de

vulnerabilidad de los mUsculos en AME

En AME, los distintos grupos musculares no se afectan en la misma medida,
aunque su causa se desconoce. Para comprobar si las alteraciones en las
proteinas sinapticas antes descritas en el TVA se correlacionan con el grado de
afectacion muscular, estudiamos la expresion y distribucion de SV2B, Sytl y Syt2
en las NMJ del musculo OIA (musculo, junto con el TVA, altamente afectado en
la enfermedad) y del diafragma (musculo considerado como resistente) (Kariya
et al., 2008, Ling et al., 2012).

En el OIA, SV2B presento un patron y unos niveles de expresion similares
a los observados en el TVA, es decir, una alta reduccioén (~70%) en los mutantes
con respecto a los controles (Fig. 38C). En cambio, en el diafragma, la
disminucién fue menor (~28%) (Fig. 38A y C; Tabla VII del Anexo 1), como lo
refleja también el pequefio desplazamiento hacia la izquierda de la distribucion
en el histograma de areas (Fig. 38B). Es de interés sefialar que el nivel de SV2B
en el diafragma de los mutantes fue aproximadamente dos veces superior que

en el del TVA y OIA de estos ratones (véase Discusion).
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Figura 38. La expresion de SV2B en los terminales mutantes del diafragma esta
menos afectada que en el TVA y OIA. A. Ejemplos representativos del patron de
expresion y distribucion de SV2B en los terminales controles y mutantes del diafragma.
Barra de calibracién: 10 um. B. Histograma de distribucion del area presinaptica con
respecto a la postsinaptica. C. Area ocupada por SV2B normalizada al &rea
postsinaptica en los genotipos y musculos especificados. Los niumeros en las barras
indican los terminales analizados y los puntos la media por raton. N = 3 ratones por
genotipo. Test t de Student. *** p < 0,0005.
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En relacion a Sytl y Syt2, en el OIA se observd el mismo patron de
expresion que en el TVA (imagenes no mostradas), es decir, presencia de Sytl
solo en los terminales mutantes y de Syt2 en ambos genotipos. En cambio,
ambas isoformas fueron evidentes en el diafragma de controles y mutantes,
sugiriendo que en distintos musculos las proteinas sinapticas se regulan de
forma diferente (Fig. 39A). Los valores medios de las sefiales de ambas
proteinas en los dos genotipos se muestran en la Figura 39B y C y en las Tablas
VIl 'y IX del Anexo I.
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Figura 39. Niveles de expresién de Sytl y Syt2 en el OIA y en el diafragma. A.
Imagenes confocales representativas de la sefial de Syt2 (verde) y Sytl (rojo) en los
terminales nerviosos motores controles y SMNA7 del diafragma. Las lineas discontinuas
delimitan el &rea postsindptica. Barra de calibracién: 10 um. B y C. Razon media entre
el area pre- y postsinaptica (tefiidas con anticuerpos contra Sytl y Syt2 y con BTX-Rho,
respectivamente) en el OIA y en el diafragma. Los niumeros en las barras indican las
sinapsis analizadas y los puntos la media por raton. N = 3 ratones por genotipo. Test U
de Mann-Whitney. *** p < 0,0005, * p < 0,05.
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La Figura 40 resume los niveles de expresion de ambas isoformas (Sytl
y Syt2) en los tres musculos estudiados. En los terminales controles, los niveles
totales en el diafragma fueron més elevados que en el TVA (~29%) y en el OIA
(~38%). En mutantes, en todos los mduasculos, los niveles fueron

significativamente menores que en los animales controles.

Conjuntamente, estos datos sugieren que la variabilidad en la expresion
de estas proteinas sinapticas en los distintos masculos estudiados podria afectar
a su vulnerabilidad en AME.
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Figura 40. Expresion diferencial de Sytl y Syt2 en funcién del musculo y su
vulnerabilidad. Suma de la sefial de Sytl y Syt2 en los terminales nerviosos motores
de los musculos estudiados. La linea discontinua representa el nivel mas bajo de
sinaptotagmina encontrado en los musculos de los ratones controles.

4. Cambios en la expresion de SV2B, Sytl y Syt2 durante el desarrollo

postnatal

Los resultados arriba descritos muestran alteraciones en la expresion de SV2B,
Sytl y Syt2 en un estadio relativamente avanzado de la enfermedad (P9-11).
Dado que las alteraciones motoras de AME comienzan a aparecer en etapas
mas tempranas, P1, (Le et al., 2005), exploramos si existia una alteracion en la
expresion y distribucién de las proteinas a P3. Como se muestra en la Figura 41,

en el TVA, todas las proteinas estudiadas presentaron una expresion
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significativamente menor en los terminales SMNA7 que en los controles, siendo
Syt2 la mas reducida. En la parte derecha de la figura se comparan los
promedios de las sefiales en ambos genotipos a P3 y P9-11. Obsérvese, que
mientras la expresion de Sytl y Syt2 siguio la misma tendencia en los terminales
controles y mutantes (disminucién de Sytl y aumento de Syt2) con la edad, SV2B
disminuy®¢ significativamente en los mutantes pero no en los controles (Fig. 41A;
Tabla X del Anexo I).

Estos resultados mostraron que en edades tempranas existen

alteraciones en la expresion de diversas proteinas sinapticas que se acentlan

durante el transcurso de la enfermedad.
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Figura 41. Defectos en la expresién de proteinas sinapticas en los terminales
SMNA7 en un estadio temprano de la enfermedad. A-C. Proyeccion maxima de
imagenes confocales de terminales motores controles y mutantes teflidos con
anticuerpos contra la proteina de interés (SV2B, Sytl y Syt2, respectivamente) y BTX-
Rho. Barra de calibracion: 10 um. A la derecha de las imagenes se muestra la expresion
a las dos edades analizadas. N = 3 ratones por genotipo.

5. La expresion de sintaxina-1B y sinaptotagmina-7 no se encuentra

alterada en los terminales SMNA7

La deficiencia en sintaxina-1B (Stx1B), proteina que forma parte del complejo
SNARE, compromete la liberacion sinaptica a nivel de la NMJ (Wu et al., 2015),

y produce un fenotipo motor similar al de AME. Dado este antecedente, y la
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disminucién encontrada en SV2 (A-C), and Syt (1 y 2), estudiamos si la sefal
correspondiente a Stx1B estaba alterada en los terminales presinapticos del
musculo TVA.

En la Figura 42A se muestra un ejemplo de la expresion de Stx1B en los
terminales y en los axones motores en los ratones controles y mutantes. En
ambos genotipos, las sefiales de Stx1B fueron abundantes. El analisis reveld
una reduccién significativa de Sx1B (~20%) en los terminales deficientes en SMN
con respecto a los controles. Sin embargo, esta diferencia desaparecié cuando
las sefiales se normalizaron al area postsinaptica, lo que sugiere que la
reduccion era debida al menor tamafio de los terminales (Fig. 42B; Tabla XI del
Anexo I).
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Figura 42. Stx1B se expresa sin alteraciones aparentes en los terminales
nerviosos motores mutantes. A. Imagenes representativas de un terminal control
(izquierda) y otro mutante (derecha) marcados con anticuerpos anti-Stx1B (verde) y
BTX-Rho (receptores de ACh, rojo). Barra de calibracién: 10 um. B. Valores medios del
area de la sefial de Stx1B por unidad de superficie postsinaptica. Los numeros en las
barras indican el numero de NMJ analizadas y los puntos el valor medio por raton. N =
3 ratones por genotipo. Test no paramétrico U de Mann Whitney.

Asi mismo, estudiamos los niveles de expresion de una tercera
sinaptotagmina, sinaptotagmina-7 (Syt7). La eleccion de esta proteina se basé
en que Syt7 contribuye a la liberacidén asincrénica en la NMJ del pez cebray en

sinapsis centrales (Wen et al., 2010, Bacaj et al., 2013), y que los terminales
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nerviosos del modelo SMNA7 presentan alteraciones en la liberacién asincronica
(Ruiz et al., 2010).

Los ensayos, sin embargo, mostraron que no existian diferencias
significativas en las sefales fluorescentes en los terminales nerviosos del TVA

en controles y mutantes (Fig. 43; Tabla XII del Anexo ).

Estos resultados sugieren que ni Stx1B ni Syt7 estarian contribuyendo a

la aparicion de las alteraciones funcionales descritas en la NMJ en el modelo

SMNA?7.
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Figura 43. La expresiéon de Syt7 no se ve aparentemente alterada por la deficiencia
de SMN. A. Terminales motores control (panel izquierdo) y mutante (panel derecho)
marcados con un anticuerpo contra Syt7 (verde). Barra de calibracion: 10 um. B.
Normalizacion del area presinaptica con respecto al postsinaptico. Los niameros en las
barras indican el nimero de NMJ analizadas y los puntos el valor medio en cada uno de
los ratones de experimentacién. N = 2 ratones por genotipo. Test paramétrico t de
Student.
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7. Las alteraciones en la expresion proteica no se deben Unicamente a un

retraso en la maduracion

En el modelo SMNA7 de AME, la NMJ sufre un retraso en el proceso de
maduracién (Kariya et al., 2008, Murray et al., 2008, Kong et al., 2009, Ruiz et
al., 2010), por lo que para explorar si existia correlacion entre este retraso y las
alteraciones en las proteinas sinapticas, estudiamos el grado de maduracion de
las NMJ a P3y a P9-11, en el musculo TVA.
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El andlisis del tamafio del area postsinaptica mostré que a P3 no existian
diferencias significativas entre ambos genotipos, pero si a P9-11 con una
reduccion en los mutantes (~24%) con respecto a los controles (Fig. 44; Tabla
XIlI del Anexo ).
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Figura 44. Cambios en el tamafio del area postsinaptica durante el desarrollo
postnatal. A. Ejemplos representativos de placas motoras en controles y mutantes, a
P3 y P9-P11. Barra de calibracion: 10 um. B. Area postsinaptica media en ambos
genotipos y edades. Los nimeros indican los terminales analizados (n). N > 3 ratones

por genotipo. Test U de Mann Whitney. *** p < 0,0005.

Seguidamente estudiamos los cambios morfoldgicos que se producen en
la estructura del terminal durante el desarrollo postnatal. Cuantificamos el
namero de terminales en los que los receptores de ACh se encuentran
dispuestos de forma punteada (inmaduros), en pliegues (maduros) o en
estructuras intermedias, asi como el niumero de terminales sin perforaciones
(inmaduros), y con pequefias, medias y grandes perforaciones (maduros). Los
resultados de este estudio mostraron que los terminales mutantes presentaron
solo un ligero retraso en la maduracion a P3 en comparacion con los controles
(Fig. 45). Asi mismo, observamos que los terminales continuaron madurando,
aungque mas lentamente que los controles, entre la primera y segunda semana
de vida.
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Figura 45. Pliegues y perforaciones en los terminales nerviosos motores durante
el desarrollo en AME. A y B. Porcentaje de terminales con los receptores de ACh
dispuestos con diferente patron y con distinto tamafio de perforaciones en funcion de su
grado de maduracion. C: control; M: mutante.

8. Validacion de las alteraciones encontradas en el modelo SMNA7 en el

modelo Taiwanés

A fin de validar los resultados obtenidos en el modelo SMNA7 en relacion a las
proteinas sindpticas, estudiamos en el modelo Taiwanés de AME (Hsieh-Li et al.,
2000) la expresion y distribucion de SV2B, Sytl y Syt2, en los terminales motores
del masculo TVA, a P7 (Fig. 46 y 47).

Smn-/-;SMN2 (+/0) Smn+/-;,SMN2 (+/0)

Figura 46. Expresion de SV2B en los terminales nerviosos del musculo TVA en el
modelo Taiwanés. Los ratones heterocigotos y mutantes (panel superior e inferior,
respectivamente) expresan SV2B en el terminal presinaptico. Barra de calibracién: 10
pm.
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Smn-/-:SMN2 (+/0) Smn+/-:SMN2 (+/0)

Figura 47. Expresién de las isoformas Sytl y Syt2 en los terminales nerviosos del
modelo Taiwanés. Los terminales procedentes de ratones heterocigotos expresan
principalmente Syt2 (paneles superiores). En cambio, los ratones mutantes expresan
ambas isoformas. Barra de calibracién: 10 pm.

En este modelo, como en el SMNAY7, el tamafio del area postsinaptica fue
~20% menor en los mutantes que en los hermanos de camada controles (Fig.
48A; Tabla XIV del Anexo 1). La normalizacién del area presinaptica ocupada por
la sefial fluorescente de cada una de estas proteinas al area postsinaptica revelo
una disminucién significativa de SV2B (~48%) y Syt2 (38%) y un incremento de
Sytl (205%) en los ratones AME en relacion a los controles (Fig. 48B; Tabla XV

del Anexo ).

Estos resultados muestran que los defectos observados en estas
proteinas son comunes en ambos modelos y es por ello que podrian
considerarse como potenciales marcadores moleculares en AME, si se

confirmase en pacientes.
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Figura 48. Deficiencia de SV2B y Syt2 en los ratones Smn-/-; SMN2(+/0). A. Area
media postsinaptica. B. Area de la sefial correspondiente de cada proteina con respecto
al area postsinaptica en los terminales mutantes, normalizada a los valores control en
cada caso. Los numeros en las barras indican el numero de NMJ analizadas. N = 3
ratones por genotipo. Test t de Student para el analisis estadistico de SV2B y el area
postsinaptica, y U de Mann-Whitney para Sytl y Syt2. *** p < 0,0005.

122



Resultados

lll. Regulacion positiva de la actividad sinaptica en AME

Los resultados descritos anteriormente demuestran que la deficiencia en SMN
afecta al contenido de ciertas proteinas sinapticas y a la regulacién de la
exocitosis en la NMJ. En la presente seccion investigamos hasta qué punto la
neurotransmision en los terminales motores de los ratones SMNA7 puede
modularse positivamente actuando sobre alguno de los componentes de la
magquinaria de secrecién afectados por la deficiencia en SMN: canales de Ca?*y
componentes implicados en la preparacion de las vesiculas para su posterior
fusion con la membrana plasmética. Por ello empleamos distintas moléculas que
se sabe actuan sobre los terminales presinapticos en condiciones normales. Las
drogas utilizadas fueron tres: (1) roscovitina, inhibidor de Cdk5 y modificador de
los canales de Ca?*, (2) PDBu, un éster de forbol que activa a la proteina quinasa
C (PKC) y Munc13, y (3) nifedipina, inhibidor de los canales de Ca?* tipo L. Para
este estudio se registro la liberacion evocada y espontanea en fibras del masculo
TVA de ratones controles y SMNA7, entre P9-11. Estos experimentos fueron
realizados con una concentracién de Ca?* extracelular de 1 mM y a baja
frecuencia de estimulacion (0,5 Hz). En aquellos casos en los que se indique,
algunos experimentos se realizaron a una mayor frecuencia de estimulacion
(dado que previamente hemos observado que aumenta el numero de cuantos
liberados) o concentracion de Ca?* extracelular (ya que parece existir una
limitacion en la liberaciéon de NT cuando aumenta el flujo de Ca?*).

1. Roscovitina

1.1 R-roscovitina modulala neurotransmision através de los canales
de Ca?* tipo P/Q

La roscovitina (2-(1-etil-2-hidroxietolamino)-6-bencilamino-9 isopropilpurina) es
una molécula inhibidora de la quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5), de la que
existen dos enantiomeros: R- y S-roscovitina. Distintos autores han mostrado
gue R-roscovitina incrementa la liberacién de NT en la NMJ de rana adulta (Cho
and Meriney, 2006) y en sinapsis centrales (Tomizawa et al., 2002, Yan et al.,
2002, Kim and Ryan, 2010, 2013).
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Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio mostraron que la
aplicacion aguda de R-roscovitina (100 uM) en preparaciones neuromusculares
ex vivo incrementa significativamente la liberacion de NT en la NMJ de ratones
controles y SMNA7 (Fig. 49A y B; Torres-Benito, 2012b, Balk et al., en
preparacion). En el presente trabajo hemos investigado el mecanismo de accion
de esta droga sobre la neurotransmision en la NMJ de ratones controles y AME,
en funcién de las hipotesis propuestas actualmente por otros autores en otras
sinapsis: (i) inhibicion de Cdk5; (ii) inhibicion del cierre (desactivacién) de los

canales de Ca?*.

Para ello comparamos el efecto de R- y S-roscovitina sobre la
neurotransmision. Ambos enantidmeros inhiben Cdk5 (Meijer et al., 1997), sin
embargo, distintos estudios demuestran que S-roscovitina no ejerce ningun
efecto sobre la cinética de los canales de Ca?* en la NMJ y en sinapsis centrales
de rana adulta (Cho and Meriney, 2006; Buraei et al, 2008). En nuestros
experimentos, S-roscovitina fue aplicada a distintas concentraciones (10, 50 y
100 puM) en preparaciones neuromusculares (TVA) de ratones controles. La
liberacién de NT disminuy6 de forma dosis-dependiente (Fig. 49C y D; Tabla XVI
del Anexo 1), efecto parcialmente reversible al lavar la preparacion con solucion
fisiolégica. Por tanto, estos resultados indican que R- y S-roscovitina tienen
efectos opuestos sobre la neurotransmision en la NMJ de ratén, y apoyan la

hipotesis de que R-roscovitina actla a través de los CCDV.
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Figura 49. S-roscovitina inhibe la neurotransmisién de forma dosis-dependiente.
A. Ejemplos de EPP representativos en fibras controles y mutantes antes (-R-rosc.) y
después (+R-rosc.) de su exposicion a R-roscovitina (100 uM). B. Contenido cuantico
medio en ambos genotipos. Test U de Mann-Whitney. C. Registros representativos de
las respuestas evocadas a distintas concentraciones de S-roscovitina. D. Valor medio
del contenido cuantico en solucion control (0 uM S-rosc.) y en presencia de distintas
concentraciones de S-roscovitina. Los numeros en las barras muestran las fibras
registradas. N = 1-2 ratones. Test paramétrico de comparaciones multiples ANOVA de
un factor. *** p < 0,0005, *p < 0,05.
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A continuacién, exploramos si la accion potenciadora de la
neurotransmision de R-roscovitina estaba mediada por los canales de Ca?* tipo
P/Q, principales protagonistas de la neurotransmision en esta etapa del
desarrollo. La Figura 50A muestra que en presencia de m-agatoxina (200 nM),
bloqueante especifico de los canales P/Q, R-roscovitina no aumento la liberacion
de NT (Fig. 50A; Tabla XVII del Anexo I). Seguidamente, repetimos estos
experimentos blogueando los canales de Ca?* con w-agatoxina tras la exposicion
a R-roscovitina en ambos genotipos. R-roscovitina incremento significativamente
la amplitud de los EPP y el contenido cuantico tanto en los terminales controles
(226 y 184%, respectivamente) como en los mutantes (377 y 297%) (Fig. 50B;
Tabla XVIII del Anexo I). En ambos casos este efecto fue inhibido tras bloquear
los canales de Ca?* tipo P/Q (Fig. 50B; Tabla XVIII del Anexo ).

Conjuntamente, estos resultados sugieren que R-roscovitina potencia la

neurotransmision, tanto en animales controles como en mutantes, a través de

los canales de Ca?*tipo P/Q.
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Figura 50. En presencia de w-agatoxina, R-roscovitina no aumenta la liberacion
de neurotransmisor. A. Registros representativos de las respuestas evocadas (trazos),
y amplitud media de EPP y contenido cuantico en las distintas condiciones de
experimentacion en las NMJ de ratones controles. B. Registros representativos de
respuestas evocadas en las distintas condiciones estudiadas en animales controles
(trazos superiores) y SMNA?Y (trazos inferiores). Amplitud media de los EPP y contenido
cuantico en ambos genotipos en las diferentes condiciones de experimentacion. Los
nameros en las barras indican las fibras registradas. N = 2-3 ratones. Test no
paramétrico de comparaciones mdltiples, Kruskal-Wallis. *** p < 0,0005.

1.2 R-roscovitina reduce el nUmero de terminales nerviosos silentes

La aplicacion aguda de R-roscovitina en preparaciones neuromusculares ex vivo
ademas de aumentar la liberacion de NT, tanto en ratones controles como en
mutantes, incrementd significativamente el porcentaje de fibras musculares que
presentaron potenciales evocados dobles, indicativo de fibras poliinervadas,
caracteristica de las fibras musculares durante las dos primeras semanas de vida
(Sanes and Lichtman, 1999; Ruiz et al., 2010).

En la Figura 51A se muestra un ejemplo representativo de un EPP Unico
(trazo izquierdo) y de un EPP doble (trazo derecho). En una misma fibra, la
frecuencia de aparicion de eventos dobles se incremento tras la aplicacion de R-
roscovitina (Fig. 51B). La Figura 51C muestra el porcentaje de fibras con EPP
dobles con respecto al total de fibras registradas. En los animales controles, la
proporcién aumentd desde el 7 al 48%, mientras que en los mutantes pasoé del
22% al 67% (Tabla XIX del Anexo I).

Estos datos sugieren que, al igual que en sinapsis centrales (Tomizawa et

al., 2002, Kim and Ryan, 2010), roscovitina es capaz de activar terminales
nerviosos silentes, tanto controles como deficientes en SMN.
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Figura 51. La aplicacion aguda de R-roscovitina incrementa el numero de
terminales nerviosos activos. A. Ejemplo representativo de EPP de una misma fibra
muscular antes y después de la aplicacion de R-roscovitina. Las flechas negras sefialan
el pico del EPP. B. Nimero de terminales activos en una misma fibra muscular antes y
después de la aplicacion de R-roscovitina. C. Representacion del porcentaje de fibras
musculares con EPP dobles con respecto al total de fibras registradas. Los nUmeros en
las barras muestran las fibras musculares registradas. N = 7-10 ratones por genotipo. **
p < 0,005.

2. Ester de forbol

2.1 PDBu incrementa la liberacién de NT aumentando el niUmero de

sitios activos de liberacion

La ausencia de regulacion del numero de sitios de liberacion activos al aumentar
el Ca?* extracelular en los terminales SMNA7 sugirié que podria ser debido a la
reduccion en el numero total de vesiculas descrita en estos terminales (Fig. 52b,
(Kong et al., 2009, Ruiz et al., 2010, Torres-Benito et al., 2011, Torres-Benito et
al., 2012) y/o a la reduccion del numero de vesiculas en estado competente para
su fusién con la membrana plasmatica, de acuerdo con las deficiencias en SV2B
y Syt2 encontradas (Fig. 52c; (Jorgensen et al., 1995, Chang and Sudhof, 2009,
Young and Neher, 2009, Nowack et al., 2010).
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a. cebado b. vacio c. no cebado

ANPANPZON

Canales de Ca2* tipo P/Q O Vesicula sinaptica

Figura 52. Representacion esquemaética hipotética de los estados de los sitios de
liberacién en terminales controles y mutantes. En los terminales controles (a), el
aumento de Ca?* en el terminal durante la estimulacion eléctrica incrementa el nimero
de sitios de liberacién activos (cebados). Esto no ocurre en los terminales mutantes
(b,c), debido a que no hay suficientes vesiculas disponibles (b) o a un defecto en el
proceso de cebado (docking/priming) (c).

Para investigar ambas posibilidades utilizamos un éster de forbol que
estimula la liberacion sinaptica tanto en la NMJ de rana y raton (Haimann et al.,
1987, Searl and Silinsky, 2003, Ruiz et al., 2008) como en el SNC (Malenka et
al., 1986, Nichols et al.,, 1987). Los ésteres de forbol son analogos de los
diacilglicéridos (DAG) y acttan activando a PKC y Munc13. La activacion de esta
dltima rompe la uniéon de sintaxina y Muncl8 promoviendo la formacién del
complejo SNARE (Betz et al.,, 1997, Betz et al., 1998, Brose et al., 2000,
Richmond et al., 2001, Ma et al., 2011). Ademas, también se postula que la
activacion de Munc13 reduce la barrera de energia para la fusion de las vesiculas
con la membrana plasmatica (Basu et al., 2007, Schotten et al., 2015). Por tanto,
que el forbol fuese capaz de aumentar la liberacion de NT incrementando el
namero de sitios activos de liberacidn en los mutantes, seria indicativo de que
existian suficientes vesiculas y de que existia un defecto en el cebado de las

vesiculas.

Los registros se realizaron en fibras del musculo TVA de ratones controles
y SMNA7 en ausencia y en presencia de forbol 12, 13-dibutirato (PDBu; 1 uM).
A baja frecuencia de estimulacion (0,5 Hz), el PDBu incremento la amplitud de
los EPP en ambos genotipos (controles: ~227%; SMNA7: 300%) (Fig. 53A y B;
Tabla XX del Anexo I). La frecuencia de los mEPP incrementé significativamente,

tanto en los terminales controles (~923%) como en los mutantes (452%), sin que
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se viera alterada su amplitud, lo que sugiere que se trata de un efecto
presinaptico (Fig. 53D y E; Tabla XX del Anexo I). El contenido cuantico aumenté
tanto en los ratones controles (189%) como en los mutantes (153%) (Fig. 53C;
Tabla XX del Anexo ).

Seguidamente, para determinar si el incremento en la liberacion de NT
puede atribuirse a un incremento en pr y/o en n, ambos parametros fueron
estudiados por analisis binomial. El analisis mostré que PDBu incrementé la
liberacién sinaptica a través de un aumento en n, tanto en los terminales
controles (~300%) como en los mutantes (265%), es decir, PBu aumento el
tamafo del RRP (Fig. 53F y G; Tabla XX del Anexo I).

En conjunto, estos resultados sugieren que, al igual que ocurria con la
aplicacion de roscovitina, los terminales SMNA7 conservan la capacidad para
modular el nUmero de cuantos liberados, y que el proceso de acercamiento de

las vesiculas a la membrana plasmatica puede ser estimulado.
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Figura 53. PDBu incrementa el contenido cuantico a través de un incremento en
el nimero de sitios de liberacion. A y B. Registros representativos de EPP y su
amplitud media en solucién control y en presencia de PDBu en ambos genotipos. C.
Contenido cuantico medio en terminales controles y mutantes. D y E. Amplitud y
frecuencia media de los MEPP en presencia y ausencia de PDBu en ambos genotipos.
Fy G. Probabilidad y namero de sitios de liberacién sin y con PDBu en ambos genotipos.
Los numeros en las barras indican las sinapsis registradas. N = 5 ratones por genotipo.
Test no paramétrico U de Mann-Whitney. *** p < 0,0005.

A continuacién, exploramos el efecto de PDBu a una mayor frecuencia de
estimulacién (20 Hz). En la Figura 54A se observa la variacion del contenido
cuantico durante el tren de estimulos en solucion control y tras la aplicacion de
PDBu. Durante el registro, se produjo un incremento de la amplitud del primer
pulso, sin cambios aparentes durante el transcurso del tren entre la situacion
control y en presencia de PDBu en ambos genotipos. El andlisis del nimero total
de cuantos liberados reveld, como era de esperar, que no existian diferencias
significativas entre ambas condiciones de experimentacion (con y sin PDBuU) ni
en los terminales controles ni en los mutantes (Fig. 54B; Tabla XXI del Anexo ).
Sin embargo, a baja frecuencia de estimulacion si se produjo un incremento

significativo del mismo en presencia de PDBu (Fig. 54C; Tabla XXI del Anexo I).

Estos datos sugieren que la modulacién que ejerce PDBu sobre la
neurotransmision se produce sélo a baja frecuencia de estimulacién en los
terminales SMNA7. Puede que a una mayor frecuencia el sistema de liberacion
se sature, limitando la respuesta de los terminales ante la aplicacién de este

compuesto.
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Figura 54. PDBu no aumenta el numero total de vesiculas liberadas a alta
frecuencia de estimulacién. A. Contenido cuantico medio durante el tren de
estimulacion en los terminales controles y mutantes. B. Numero total de vesiculas
liberadas durante el registro a 20 Hz de estimulacién. C. Comparacion del niumero total
de cuantos liberados a baja (0,5 Hz) y alta frecuencia (20 Hz) en ambos genotipos
durante 100 estimulos. Los numeros en las barras indican las fibras registradas. N = 3-
5 ratones por genotipo. Test U de Mann-Whitney.*** p < 0,0005; * p < 0,05.

Por ultimo, exploramos el efecto de PDBu con una concentracion de Ca?*
superior (2 mM). Se registraron de 5-10 fibras en solucién control y el mismo

namero con PDBuU (1 puM) a baja frecuencia de estimulacion (0,5 Hz). El analisis
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de las respuestas evocadas y espontaneas revel6 que PDBu incrementaba
significativamente el contenido cuantico y la frecuencia de mEPP en los
terminales mutantes (Fig. 55A-E; Tabla XXII del Anexo 1). Sin embargo, no
produjo un aumento significativo del numero de sitios de liberacion (Fig. 55G;

Tabla XXII del Anexo I), como si seguia ocurriendo en los terminales controles.

Estos resultados sugieren que con 2 mM de Ca?* extracelular, con la que
la corriente de Ca?* es practicamente maxima, la capacidad de las moléculas
exogenas para modular la transmision sinaptica en los terminales deficientes en

SMN es menor que a menores concentraciones.
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Figura 55. PDBu no es capaz de regular latransmision sinaptica en los terminales
SMNA7 en presencia de 2 mM Ca?*. A. Trazos representativos de EPP en ausencia y
presencia de PDBu en ambos genotipos. B. Amplitud media de los EPP. C. Contenido
cuantico medio en las fibras musculares registradas en cada condicién. D y E. Amplitud
y frecuencia de mEPP. F y G. Probabilidad y nimero de sitios de liberacion en cada
situacion experimental en ambos genotipos. Los numeros en los barras indican las fibras
registradas. N = 5 ratones por genotipo. Test no paramétrico U de Mann-Whitney. *** p
< 0,0005; ** p < 0,005; * p < 0,05.

3. Nifedipina

3.1 Nifedipina aumenta la transmisién sinaptica aumentando el

numero de sitios de liberacién activos

La nifedipina es una dihidropiridina, antagonista de los canales de Ca?* tipo L,
gue es capaz de aumentar la liberacién de NT en sinapsis centrales y en la NMJ
de ranas y de ratas recién nacidas o en la NMJ de ratones adultos en fase de
regeneracion (Sugiura and Ko, 1997, Rosato Siri and Uchitel, 1999, Hirasawa
and Pittman, 2003, Piriz et al., 2003). En el presente trabajo hemos investigado
si esta molécula podria regular la neurotransmision en el modelo SMNA7 de
AME.

El andlisis mostré que nifedipina (50 uM) aumentd significativamente la
amplitud de los potenciales evocados en respuesta a un potencial de accion en
ambos genotipos, como se puede observar en los registros representativos de la
Figura 56A, asi como, por el desplazamiento a la derecha en la distribucion de
las amplitudes (Fig. 56B; Tabla XXIII). Por el contrario, la amplitud media de los
mMEPP no cambié significativamente en presencia de la droga, pero si en su
frecuencia (Fig. 56C y D; Tabla XXIIl). Como cabia esperar, nifedipina aumento
el contenido cuantico en ambos genotipos (Fig. 56E; Tabla XXIII). El analisis de
los parametros binomiales (pry n) mostro, por un lado, un incremento significativo
de pr (~170%) en los terminales controles tras la aplicacion de la droga vy, por
otro, un aumento de n en los mutantes (~300%) (Fig. 56F y G). Estos datos
confirman que el RRP puede ser eficazmente aumentado farmacologicamente

en los terminales mutantes.
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Figura 56. Incremento del contenido cuantico en presencia de nifedipina en el
modelo SMNA7. A. Registros representativos en ausencia y en presencia de nifedipina
en ratones controles (parte superior) y mutantes (parte inferior). B. Histograma de
frecuencia de la amplitud de los EPP en ambos genotipos. C. Distribucion de la amplitud
de los mEPP en las condiciones experimentales. C: control; M: mutante. D. Frecuencia
de mEPP en ausencia y presencia de nifedipina. E. Contenido cuantico medio en
ausencia y en presencia de nifedipina. F y G. Probabilidad y niamero de sitios de
liberacion en ambos genotipos. Los numeros en las barras indican las fibras registradas.
N = 5 ratones por genotipo. Test t de Student (contenido cuantico) y test U de Mann
Whitney. *** p < 0,0005; * p < 0,05.
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El efecto de la nifedipina con estimulaciones repetidas a alta frecuencia
(20 Hz) se explor6 con trenes de pulsos de 100 estimulos. En los terminales
controles, la droga produjo una gran facilitacion durante la primera fase del tren
(Fig. 57A) y, como resultado, un aumento significativo del niumero total de
cuantos liberados (Fig. 57B). En los terminales mutantes, sin embargo, el efecto
fue mucho menor. Por tanto, en los ratones mutantes nifedipina s6lo aumento el
tamafio del RRP a baja frecuencia de estimulacion (Fig. 57C; Tabla XXIV). Estos
datos sugieren de nuevo que existe una posible limitacion en la aplicacion de
estas moléculas dada la saturacion de la maquinaria de secrecion por la

deficiencia en SMN.
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Figura 57. A 20 Hz de estimulacién nifedipinano es capaz de regular el tamafio del
RPP en los terminales SMNA7. A. Contenido cuantico medio durante el registro
intracelular de la liberacion evocada y espontanea en terminales controles y mutantes.
B. Liberacion acumulada en solucién control y en presencia de la droga en ambos
genotipos. C. Comparacién del numero total de vesiculas liberadas a 0,5y 20 Hz. Los
nameros en las barras indican las fibras musculares registradas. N = 4 ratones por
genotipo. Test no paramétrico U de Mann-Whitney. *** p < 0,0005. ** p < 0,005; * p <

0,05.
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Las enfermedades de motoneuronas, como la Esclerosis Lateral Amiotrofica
(ELA) o la Atrofia Muscular Espinal (AME), se caracterizan por la degeneracion
neuronal y la paralisis muscular que se produce durante el transcurso de la
enfermedad. No obstante, no todos los musculos se afectan en la misma medida.
Las diferencias moleculares de los distintos contingentes de motoneuronas
podrian contribuir a la vulnerabilidad selectiva en ambas enfermedades. Sin
embargo, los componentes moleculares que determinan estas diferencias se

desconocen.

En AME, la caracterizacion de diferentes modelos animales ha puesto de
manifiesto una gran cantidad de alteraciones estructurales y funcionales a nivel
de la NMJ, lo que ha supuesto un gran avance en el conocimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad. Sin embargo, a pesar de estos progresos, por
el momento se desconoce el origen de estas alteraciones y cual/es es/son el/los
mecanismo/s implicado/s en la neurodegeneracion causada a raiz de los bajos
niveles de SMN en AME. En este trabajo hemos investigado el origen de la
disfuncion sinaptica y las bases moleculares de la distinta vulnerabilidad
muscular que caracteriza a la enfermedad. Para ello hemos estudiado en el
modelo SMNA7 la expresion y distribucidn de varias proteinas sinapticas en los
terminales motores de musculos afectados en distinto grado, estudio que hemos
combinado con el analisis electrofisioldgico de la alteracion en la liberacion de
neurotransmisor. Los resultados de este trabajo demuestran que: (i) en todos los
musculos estudiados existe una gran reduccion de SV2By Syt2 en los terminales
motores de los ratones SMNA7; (ii) en los terminales motores de los musculos
mas vulnerables en AME, Sytl se regula fisiolégicamente a la baja durante la
maduracién postnatal, lo que sumado a la disminucién de Syt2 en los mutantes
hace que los niveles totales de estas dos proteinas sea muy reducido, (i) la
densidad de canales de Ca?* tipo P/Q en los terminales SMNA7 esta disminuida,
sin que se vea alterado el tipo de canal que regula la neurotransmision; y (iv) los
terminales motores deficientes en SMN conservan la capacidad para regular la

liberacién a través de diferentes compuestos.

143



Discusién
El papel del Ca?* en la secreciéon en AME

Estudios estructurales y funcionales en diversos modelos animales de AME han
descrito alteraciones a nivel de la NMJ (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). Concretamente, en el modelo SMNA7, la NMJ en uno de los musculos
mas afectados, el TVA, presenta alteraciones estructurales y funcionales tras la
primera semana de vida. Estas alteraciones comprenden reduccién del tamafio
de la placa motora acompafiada de signos de inmadurez, disminucion de
vesiculas sinapticas, zonas activas y mitocondrias, alteracion de la distribucion
de las vesiculas y zonas activas, modificaciones del citoesqueleto en los
terminales, disminucion del contenido cuantico e incremento anormal de la
liberacién asincrénica (Kong et al., 2009, Ruiz et al., 2010, Torres-Benito et al.,
2011).

En este trabajo hemos investigado el posible origen del déficit en la
liberacién de neurotransmisor. Nuestros resultados muestran que la disminucion
en la secrecion evocada en los terminales SMNA7 no se debe a una alteracion
en el tipo de canal de Ca?* dependiente de voltaje que regula la neurotransmision
(Fig. 28). Sin embargo, si existe una reduccion en la densidad de los canales de
Ca?* tipo P/Q (Fig. 29); este hallazgo puede considerarse similar a la reduccion
de canales de Ca?* tipo N en motoneuronas deficientes en SMN en cultivo
primario (Jablonka et al., 2007). La reduccién en los canales de Ca?* tipo P/Q en
el terminal motor presinaptico coincide con la disminucion previamente descrita
en la expresion de bassoon (Torres-Benito et al., 2011), proteina de andamiaje
de las zonas activas que co-localiza con los canales P/Q en la sinapsis
(Davydova et al., 2014). En relaciéon con las posibles consecuencias funcionales
de la reduccién de los canales de Ca?* tipo P/Q, estudios realizados en ratones
nulos para la subunidad aiA muestran que la transmision neuromuscular se
encuentra comprometida, lo que afecta a la plasticidad sinaptica, la fuerza
muscular y la coordinacion motora (Nudler et al., 2003, Urbano et al., 2003,
Depetris et al., 2008, Urbano et al., 2008, Nanou et al., 2016). Por tanto, una
reduccion en la expresion de los canales de Ca?* en la NMJ explicaria, al menos

en parte, el fenotipo motor observado en los ratones SMNA7 y el déficit en la
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liberacion de NT de los terminales motores mas afectados, maxime cuando
nuestros resultados muestran que no existe una sobreexpresion de otro tipo de
canal de Ca?* que compense la disminucién de la densidad de los canales tipo
P/Q, como si ocurre en el ratéon nulo para los canales de Ca?* tipo P/Q (Nudler
et al., 2003, Urbano et al., 2003).

Asi mismo, desde un punto de vista funcional, los resultados anteriores
sugieren que las vesiculas sinapticas en los ratones mutantes experimentarian
una menor concentracion de Ca?* en los sitios de liberacion, lo que podria afectar
a la probabilidad de liberacion (pr) y/o a la regulacién de los sitios activos (n). El
analisis binomial mostré que pr en los terminales mutantes, a bajo Ca?* y en
respuesta a un potencial de accion, fue menor que en los terminales controles
(Fig. 31B). Sin embargo, al aumentar el Ca?* extracelular pr alcanzé valores
normales, sugiriendo que la disminucién de la secreciéon en Ca?* fisiolégico no
se debe a este factor. Mucho més llamativo fue el hallazgo de la no regulacion
de n por Ca?* extracelular en los terminales mutantes, al contrario que en los
controles (Fig. 31C). Ello no puede explicarse por la disminucion del nUmero de
vesiculas en el terminal (véase resultados con PDBu, roscovitina y nifedipina),
sino que sugiriere una alteracion en la regulacion de los sitios activos a nivel de

la maquinaria molecular.

SV2 y sinaptotagmina en AME

Una amplia variedad de proteinas sinapticas son necesarias para la correcta
transmision de la informacion, por lo que cualquier alteracién en alguna de ellas
podria comprometer la liberacion y la eficacia sinaptica. El estudio de la
expresion y distribucion de diversas proteinas sinapticas en la NMJ de ratones
controles y AME en el presente trabajo revelo: (i) la disminucion en el contenido
total de sinaptotagmina (1 y 2) y (ii) la disminucion de SV2 (en especial, SV2B),
en los terminales SMNA7. Pero, ¢ cuales son las consecuencias funcionales de

los bajos niveles de las isoformas de SV2 y sinaptotagmina 1y 27?

Aungue la funcién de SV2 no se conoce con exactitud, parece estar

involucrada en la regulacion de la secrecion en sinapsis centrales (Crowder et
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al., 1999, Janz et al., 1999) y en células cromafines (Xu and Bajjalieh, 2001),
particularmente en el proceso de cebado de las SV y en la regulacién de la
concentracion de Ca?* en el terminal presinaptico (Janz et al., 1999, Chang and
Sudhof, 2009, Wan et al., 2010). Estos datos, junto con la disminucion de SV2
en los terminales motores en el modelo de pez cebra de AME (Boon et al., 2009),
nos condujo a investigar la expresion y distribucion de las distintas isoformas de
esta proteina en la NMJ del modelo de ratbn SMNA7. Es de interés resaltar que
aunque nuestros datos muestran reduccion en las tres isoformas de SV2 en los
terminales mutantes del musculo TVA, SV2B es la mas afectada (Fig. 35y 36),
superando en gran medida la reduccion previamente observada en el area
ocupada por las vesiculas sinapticas en este musculo (Torres-Benito et al.,
2011). Por otro lado, el estudio de la expresiéon y distribucion de SV2B en
musculos con distinto grado de afectacién (OIA y diafragma) revel6 que existe
una correlacién entre el contenido de SV2B y el grado de susceptibilidad
muscular a la enfermedad. Por ejemplo, en el diafragma (musculo considerado
como resistente en AME), los niveles de SV2B en los terminales mutantes son
significativamente mayores que los encontrados en los terminales del OIA y del

TVA (musculos muy afectados en la enfermedad) (Fig. 38).

Ademas de sugerir que SV2 participa en el proceso de cebado de las
vesiculas, otros estudios muestran que SV2 esta involucrada en la regulacion de
la estabilidad y/o trafico de sinaptotagmina (Schivell et al., 1996, Lazzell et al.,
2004, Schivell et al., 2005, Yao et al., 2010). Esto nos llevé a estudiar las
isoformas mayoritarias de sinaptotagmina: Sytl y Syt2. Su funcién mas conocida
es la de actuar como sensores de Ca?* en la exocitosis (Stevens et al., 2003;
Pang et al., 2006a; Xu et al., 2007), siendo Syt2 un sensor mas rapido que Sytl
(Xu et al., 2007). Ademas, ambas isoformas parecen participar en el cebado, la
fusion y la endocitosis de las SV durante el ciclo vesicular (Young and Neher,
20009).

Dada la importancia de Sytl y Syt2 en la transmisién sinaptica,
estudiamos la expresion y distribucion de ambas isoformas en los terminales
motores deficientes en SMN. Nuestros datos revelan que los terminales

mutantes, en todos los musculos estudiados, presentan una reduccion
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significativa en los niveles de expresion de Syt2 (Fig. 37 y 39). En relacion a Sytl,
el contenido de esta proteina en los terminales mutantes de los musculos mas
vulnerables (TVAy OIA) es mas elevado que en los ratones controles. Ello podria
deberse a un efecto compensatorio, acorde con el aumento del porcentaje de
terminales que expresan Sytl en el raton nulo de Syt2 (de un 40 a un 90%) (Pang
et al., 2006b). Sin embargo, el contenido total de sinaptotagmina en los
terminales mutantes en el TVA y OIA es menor que el de los terminales controles.
Ademas, los niveles totales de sinaptotagmina en los terminales mutantes

parecen correlacionar con el grado de afectacion muscular en AME (Fig. 40).

En linea con los resultados obtenidos en este trabajo, el fenotipo del ratén
SMNA7 (menor tamafio del animal (aunque al nacer son indistinguibles), menor
peso, menor supervivencia, defectos motores y alteraciones en la NMJ (Lee et
al., 2005, Kong et al., 2009; Ruiz et al., 2010, Torres-Benito., 2011)) es
comparable, no solo con el fenotipo de los ratones deficientes en la subunidad
a1A de los canales P/Q, sino también con el fenotipo funcional de los ratones
nulos para Sytl o Syt2 y SV2, en los que la neurotransmision se encuentra muy
alterada: disminucion de la liberacién evocada, reduccion del tamafio del RRP y
baja probabilidad de liberacion (Geppert et al., 1994, Crowder et al., 1999, Janz
et al., 1999, Xu and Bajjalieg, 2001, Pang et al., 2006a, Pang et al., 2006b,
Kochubey et al., 2016). Por tanto, la reduccion del contenido de Syt2 y de SV2B
en los terminales motores deficientes en SMN mas vulnerables podria explicar
el déficit funcional que caracteriza a estos terminales. Respecto a Sytl, los
resultados aqui presentados indican que Sytl seria una proteina clave en la
determinacion de la vulnerabilidad en AME. Estos resultados, estdn en
consonancia con datos preliminares obtenidos en pacientes de AME tipo | que
muestran sobre-expresion de Sytl en los contingentes de las motoneuronas mas
resistentes a la enfermedad (Lee et al., 2013) y con un aumento de la liberacion
asincronica en los terminales deficientes en SMN (Ruiz et al., 2010). Ademas, la
reproduccion de estos resultados en el TVA de ratones del modelo Taiwanés
(Fig. 46-48) sugiere que Sytl, Syt2 y SV2B podrian ser marcadores moleculares
de la enfermedad, siempre y cuando se encontrase este mismo patron en

pacientes.
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Regulacion fisiologica de sinaptotagmina durante el desarrollo postnatal

El estudio de la expresion y distribucion de SV2B, Sytl y Syt2 durante el
desarrollo postnatal (entre P3 y P11) ha revelado que: (i) la disminucion del
contenido de SV2B, Sytl y Syt2 no parece ser debida a cambios degenerativos
de la sinapsis ya que las proteinas estan reducidas a P3 (Fig. 41), antes de que
aparezcan signos de degeneracion, y (ii) el contenido de Sytl y Syt2 en los
terminales motores se regula fisiologicamente de forma inversa, al igual que en
el céliz de Held (Kochubey et al., 2016).

En relacion a la regulacion fisiolégica de Sytl y Syt2, aunque ocurre en
todos los musculos estudiados, la velocidad a la que se produce varia entre los
grupos musculares. Mientras que en el TVA y OIA se produce en el intervalo
comprendido entre P3y P11 (Fig. 41), en el diafragma se produce en un periodo
posterior, dado que todos los terminales analizados a P9-11, tanto controles
como mutantes, todavia conservan expresion de Sytl. Un poco mas tarde (P14-
16) s6lo en el 40% de los terminales se detecta Sytl (Pang et al., 2006b),
mientras que a P21 ya no se evidencia (Tejero, observacién no publicada). Estos
datos sugieren que en los terminales donde la regulacién a la baja de Sytl es
mas lenta, da tiempo a que se produzca la maduracion de la NMJ y, por tanto,

hace que la sinapsis sea menos sensible a la deficiencia en SMN.

Posibles causas de las alteraciones sinapticas en AME

El origen de las alteraciones observadas en las proteinas sinapticas se
desconoce. La NMJ de los ratones SMNA7 se caracteriza por un retraso en la
maduracién (Kong et al., 2009; Ruiz et al.,, 2010), lo que podria afectar al
contenido de las proteinas sinpticas. Esta posibilidad es apoyada por la
presencia de Sytl a P9-11 en los terminales mutantes del TVA. Sin embargo,
varios de nuestros resultados contradicen esta hipétesis: (i) el cambio del tipo de
canal de Ca?* que media la neurotransmision no esta retrasado (Fig. 28); (ii) los
bajos niveles de Sytl y Syt2 podrian explicarse por un retraso en la maduracion
pero no los de SV2B, ya que Unicamente disminuye en los terminales deficientes

en SMN (Fig. 41); (iii) no todas las proteinas sinapticas se ven alteradas por la

148



Discusiéon

deficiencia en SMN (Fig. 42 y 43); (iv) en etapas tempranas del desarrollo, P3,
los signos de inmadurez son muy poco evidentes (Fig. 44 y 45); y (v) en modelos
menos severos de AME, por ejemplo en A2G, existe una alteracion funcional sin
defectos en la maduraciéon de la NMJ (Ruiz et al., 2014). Por tanto, el problema
existente en la maduracion no seria la Unica causa de estas alteraciones, por lo
que otras posibilidades deben ser tenidas en consideracion. Entre ellas podrian
encontrarse una alteracion en la sintesis, en el transporte y/o en la estabilidad
de las proteinas sinapticas alteradas o en la molécula de ARNm correspondiente.
Distintos estudios muestran que las proteinas de union a ARN, COPI y HuD,
interaccionan con SMN, encontrandose bajos niveles de las mismas en los conos
axonicos de neuronas deficientes en SMN (Fallini et al., 2011, Peter et al., 2011).
Ademas, se postula que el transporte de proteinas y ARNm a lo largo del axén
se ve afectado por la deficiencia en SMN (Dale et al., 2011). Por tanto, bajos
niveles de SMN afectarian a su unién con las proteinas de unién a ARN y con el
ARN correspondiente, afectando al transporte y a la correcta localizacion de las

proteinas en la sinapsis.

Regulacion positiva de la neurotransmision en AME

La no regulaciéon del nimero de los sitios de liberaciéon activos (n) por el Ca?*
extracelular en los terminales SMNA7 en uno de los musculos mas afectados en
AME, el TVA, sugiere dos posibles hipétesis: (i) la existencia de una alteracion a
nivel molecular en el aparato secretor; y (i) que no hayan mas vesiculas
disponibles para liberar su contenido, tal y como sugiere la reduccion en el
ndmero de vesiculas en los sitios de liberacion en estado de cebado o de fusion
en los terminales AME (Kong et al., 2009, Martinez-Hernandez et al., 2013). Los
datos presentados en esta memoria apoyan la primera hipoétesis, ya que existe
una alteracion en la expresion de Sytl, Syt2 y SV2B en AME. Para validar la
segunda hipétesis investigamos la posible regulacion positiva de la liberacién en
los terminales deficientes en SMN estimulando diferentes vias del aparato
secretor. En ello se basa el andlisis funcional llevado a cabo en presencia de

PDBu, nifedipina y roscovitina.
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En relacion al éster de férbol, encontramos que PDBu incrementa la
liberacion de NT, tanto en los terminales controles como en los terminales
SMNA7, en consonancia con otros estudios que muestran que los ésteres de
forbol estimulan la liberacién de NT, tanto en sinapsis centrales (Malenka et al.,
1986, Nichols et al., 1987, Huang et al., 1988) como en la NMJ de rana y raton
(Haimann et al., 1987, Shapira et al., 1987, Caratsch et al., 1988, Huang et al.,
1988, Sebastiao and Ribeiro, 1990, Redman et al., 1997, Searl and Silinsky,
2003, Virmani et al.,, 2005, Ruiz et al., 2008). El analisis binomial de los
parametros que determinan el contenido cuantico (pr y n) revela que el
incremento en la secrecion sinaptica se produce a través de un aumento en el
namero de sitios de liberacion activos (Fig. 53), es decir, se produce un aumento
del tamafio del RRP, que puede ser también regulado por la acumulacién de
Ca?* durante alta frecuencia de estimulacién cuando la concentraciéon de Ca?*
extracelular es inferior a la fisiologica (1 mM) (Fig. 32-34). Aunque tanto PDBu
como la frecuencia de estimulacién son capaces de modular la neurotransmisién
en los terminales SMNA7, nuestros datos indican que no poseen un efecto
sinérgico ya que el incremento en la neurotransmision en los mutantes en
presencia de PDBu se restringe a una baja frecuencia de estimulacién (0,5 Hz)
y concentracion de Ca?* extracelular (1 mM) (Fig. 54 y 55). Por tanto, estos
resultados rechazan la hipétesis de que los terminales mutantes no posean mas

vesiculas listas para liberar su contenido.

Siguiendo esta linea de investigacion y dado el papel crucial que juega la
entrada de Ca?* en el proceso de exocitosis, profundizamos en la identificacion
de moléculas agonistas de los diferentes canales. Ya que cualquier alteracion en
los canales puede resultar en cambios significativos en la magnitud de la
secrecion, estas moléculas agonistas pueden aportarnos nuevas herramientas
para entender su papel en la exocitosis. En el presente proyecto aplicamos dos
compuestos moduladores de los canales de Ca?*: nifedipina y roscovitina.
Ambos incrementan la secrecion sinaptica, tanto en los terminales controles

como en los mutantes (Fig. 49 y 56).
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La nifedipina es una dihidropiridina utilizada en clinica para el tratamiento
de la hipertensién y angina de pecho. Aunque diferentes estudios muestran que
incrementa tanto la liberacion evocada como la espontanea en la NMJ de rata
en etapas inmaduras del desarrollo (Sugiura and Ko, 1997, Piriz et al., 2003) y
en el SNC (Hirasawa and Pittman, 2003), su mecanismo de accién se
desconoce. Se postula que incrementa la liberacion evocada a través de la
inhibicion de los canales de Ca?* tipo L, ya que el flujo de Ca?* a través de ellos
promoveria la liberacion de un neuropéptido o neuromodulador desconocido que
inhibiria a los canales de Ca?* tipo P/Q y tipo N (Sugiura and Ko, 1997, Piriz et
al., 2003). En nuestro trabajo nifedipina regula la liberacion de NT a través de la
regulacion del tamafio del RRP en los mutantes (Fig. 56). En cuanto al estudio
de su mecanismo de accion, resultados preliminares obtenidos en nuestro
laboratorio tras la aplicacion de verapamil (3 uM), antagonista de los canales tipo
L también utilizado en clinica, apoya la hipétesis de un efecto independiente de
los canales, ya que verapamil inhibe la neurotransmision en nuestro modelo de
estudio, aunque esta cuestion debe ser estudiada en mayor profundidad. Pero,
a pesar de las limitaciones en el conocimiento del mecanismo de actuacion de la
nifedipina, recientemente, su aplicacion en un modelo de ratén de Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD) muestra efectos beneficiosos (Altamirano et al.,
2013), lo que abre nuevas perspectivas hacia posibles dianas en el tratamiento

de enfermedades neuromusculares, como es la AME.

En relacién con roscovitina, en este trabajo hemos investigado su
mecanismo de accion. Se trata de una molécula originariamente descrita como
inhibidora de Cdk5 (Meijer et al., 1997) de la que existen dos enantibmeros: R-y
S-roscovitina. Cdk5 es una quinasa involucrada en procesos de migracion
neuronal, neuritogénesis, exo- y endocitosis, y en la formacién y mantenimiento
de la NMJ (Nikolic et al., 1996, Ohshima et al., 1996, Chae et al., 1997, Fu et al.,
2001, Li et al., 2001, Cheng and Ip, 2003, Tan et al., 2003, Tomizawa et al.,
2003). R-roscovitina es capaz de regular la transmisién singptica tanto en
sinapsis centrales (Tomizawa et al., 2002, Yan et al., 2002, Kim and Ryan, 2010,
2013) como en la NMJ de rana adulta (Cho and Meriney, 2006), efecto que se
produce mediante la modulacién de la actividad y cinética de los CCDV tipo N
(Buraei et al., 2005, Cho and Meriney, 2006, Buraei et al., 2007, Buraei and
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Elmslie, 2008, Destefino et al., 2010) y P/Q (Yan et al., 2002). Sin embargo, su
mecanismo de accién no se conoce con exactitud. Actualmente, se barajan dos
hipotesis: (i) roscovitina incrementa la secrecion mediante la inhibicion de Cdk5
(Tomizawa et al., 2002); y (ii) roscovitina actia de manera independiente a Cdk5,
uniéndose a los canales de Ca?* (Yan et al., 2002, Buraei et al., 2005, Cho and
Meriney, 2006, Buraei et al., 2007, Buraei and Elmslie, 2008, DeStefino et al.,
2010). La primera hipétesis se basa en que Cdk5 fosforila a los canales de Ca?*
en el sitio de interaccidn con otras proteinas presinapticas, conocido como sitio
synprint del lazo citoplasmico LII-1ll de la subunidad a1 (Catterall, 1995, Sheng
et al., 1996, Yokoyama et al., 2005, Szabo et al., 2006), impidiendo su unién con
las proteinas del complejo SNARE y sinaptotagmina y, por tanto, la liberacion de
NT. La segunda hipoétesis postula que el efecto de roscovitina sobre la actividad
y cinética de los canales de Ca?* es directo y que el sitio de interaccién con los
canales es extracelular ya que la droga no actla si se aplica intracelularmente
(Yan et al.,, 2002, Cho and Meriney, 2006). Tanto los resultados obtenidos
previamente en nuestro laboratorio (Torres-Benito, 2012b), como en el presente
trabajo, muestran que R-roscovitina es capaz de incrementar la liberacion
evocada en los terminales controles y en los deficientes en SMN del musculo
TVA (Fig. 49A y B). Ademéds, nuestros resultados sugieren que R-roscovitina
actla a través de los canales de Ca?*, ya que la aplicaciéon de su enantiomero S-
roscovitina, inhibidor especifico de Cdk5, produce sobre la liberacion sinaptica el
efecto opuesto (Fig. 49C y D). Estos resultados van en la misma direccion que
otros estudios dbénde se observa que S-roscovitina y olomoucina, ambos
inhibidores especificos de Cdk5, no tienen efecto sobre la cinética de
desactivacion de los canales de Ca?* (Tomizawa et al., 2002, Buraei et al., 2005,
Cho and Meriney, 2006, Buraei et al., 2007, Buraei and Elmslie, 2008).

Aunque diferentes canales de Ca?* se expresan en la NMJ de rata y ratén
y participan en la liberacion de NT, a la edad a la que los registros se han llevado
a cabo en este trabajo (P9-11), los canales de Ca?* tipo P/Q son los mayoritarios,
tanto en los terminales controles como en los mutantes (Fig. 28). Esto plantea la
cuestion de si el incremento en la neurotransmision que se observa en la NMJ
de nuestro modelo de estudio esta mediada a través de un incremento en la

actividad de los canales de Ca?* tipo P/Q. Los experimentos con m-agatoxina
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IVA, bloqueante especifico de los canales P/Q, claramente muestran que el
efecto de R-roscovitina se produce a través de los canales de Ca?* tipo P/Q, ya
que su aplicacién inhibe totalmente la neurotransmision (Fig. 50). Estudios
preliminares con m-conotoxina GVIA, blogueante especifico de los canales tipo
N, apoya el mecanismo de accion de R-roscovitina a través de los canales P/Q,
ya que en presencia de o-conotoxina R-roscovitina sigue ejerciendo efecto sobre

la liberacion de NT.

Ademas de su accién a través de los canales de Ca?* tipo P/Q, hemos
demostrado que R-roscovitina es capaz de disminuir el nimero de terminales
motores silentes (Fig. 51). Durante el desarrollo postnatal temprano (dos
primeras semanas de vida) la poli-inervacion es una caracteristica de las fibras
musculares (Sanes and Lichtman, 1999). Posteriormente, se produce un cambio
de poli- a mono-inervacién. Durante este proceso, uno de los axones que inervan
a la fibra muscular se vuelve menos activo antes de ser retirado. Aunque no se
sabe con exactitud cdmo esta regulado este proceso, una posibilidad es por el
apagado de canales de Ca?* implicados en la liberaciéon de NT (Miyazaki et al.,
2004). Nuestros datos apoyan esta hipotesis ya que R-roscovitina incrementa la
frecuencia de fibras con respuestas dobles, tanto en los terminales controles
como en los mutantes. Ademas, este incremento en el nUmero de sinapsis
activas también se produce en sinapsis centrales (Tomizawa et al., 2002, Kim
and Ryan, 2010). Todos estos resultados sugieren que la regulacion de la
actividad de los canales de Ca?* involucrados en la liberacion de NT es
importante para establecer el nUmero de entradas sinapticas funcionales en las

redes neuronales.

Conjuntamente, los resultados obtenidos tras la aplicacion de distintos
moduladores de la neurotransmision rechazan la hipétesis de que no existen mas
vesiculas disponibles para liberar su contenido ante una estimulacién. Sin
embargo, hay que tener en consideracion que los terminales SMNA7 poseen un
limite en la neurotransmision que hace que las distintas vias de estimulacion de

la liberacion se vean, en cierta medida, comprometidas.
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En conclusion, los hallazgos descritos en este proyecto dejan entrever los
mecanismos moleculares implicados en la disfuncion sinaptica en AME.
Especificamente, la reduccion en los canales de Ca?* tipo P/Q y de las proteinas
sinapticas SV2B y Syt2 explicaria en gran medida la disminucion de la liberacién
evocada en AME. En este trabajo proponemos que la disminucién de SV2B y
Syt2 es de gran relevancia en aquellos musculos en los que se produce una
regulacion fisiologica de Sytl a la baja, dando lugar a una gran vulnerabilidad de
los mismos ante la deficiencia en SMN. Ademas, nuestros resultados muestran
la capacidad de mejorar la funcion sinaptica de los terminales deficientes en SMN
mediante la regulacion del tamafio del RRP y aumentando el ndmero de
terminales activos, lo que abre nuevas posibilidades para posibles estrategias

terapedticas.
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Conclusiones

1. Tanto en ratones controles como en SMNA7, la neurotransmision esta
regulada por los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo P/Q (mayoritarios)
y tipo N en los terminales motores del musculo TVA. Sin embargo, los canales
de Ca?* tipo P/Q estan significativamente reducidos en los terminales AME.

2. En los terminales motores de los ratones SMNA7 la sensibilidad a Ca?* de la
maquinaria secretora no esta comprometida aunque la liberacion de
neurotransmisor es inferior a la de los controles e independiente de la

concentracion extracelular de Ca?*.

3. La reduccién del contenido cuantico en las terminaciones motoras SMNA7 se
debe a la ausencia de modulacion del nimero de sitios de liberacién activos en
funcién del Ca?* extracelular. A bajo Ca?*, también la probabilidad de liberacién

vesicular es menor en los terminales mutantes.

4. La facilitacion durante la estimulacion a alta frecuencia compensa

parcialmente el déficit secretor en los terminales motores SMNA?7.

5. En los musculos que presentan gran vulnerabilidad en AME (TVA y OIA), los
terminales sufren una gran reduccion en el contenido de SV2B y Syt2, mientras
que otras proteinas, Stx1B y Syt7, no se encuentran alteradas.

6. Sytl se regula fisiolégicamente a la baja en los terminales motores durante el
desarrollo postnatal. La velocidad de este proceso varia entre musculos, siendo
mas rapida en el TVA y OIA que en el diafragma. Por tanto, cuando los niveles

de Syt2 y Sytl son bajos las sinapsis se convierten en altamente vulnerables.

7. La alteracion en las proteinas presinapticas (SV2B, Sytl y Syt2) en los
terminales SMNA7 aparece durante la etapa temprana de desarrollo postnatal
(P3). Esto sugiere que el retraso en la maduracion que sufren estas sinapsis no

es la unica causa del déficit proteico en AME.
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8. R-roscovitina aumenta la neurotransmision a través de la modulacion de los
canales de Ca?* tipo P/Q. Ademas, disminuye el nimero de sinapsis silentes,

tanto en ratones controles como en mutantes.

9. La liberacion de neurotransmisor en los terminales AME puede ser modulada
positivamente mediante un incremento en el nimero de sitios de liberacion

activos tras la aplicacion de un éster de forbol (PDBu) o nifedipina.

10. La alteracion en la expresion de SV2B, Sytl y Syt2 en AME podria ser un

marcador molecular de la enfermedad.

11. En resumen concluimos que la pérdida o reduccion de Syt2 y SV2 determina
el déficit funcional en AME y que la expresion diferencial fisiolégica de Sytl

contribuye en gran medida a la vulnerabilidad muscular.
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Conclusions

1. In control and SMNA7 mice, neurotransmission is regulated by P/Q-
(majoritary) and N-type voltage dependent Ca?* channels in the TVA motor nerve
terminals. However, P/Q-type channels are significantly reduced in SMA

terminals.

2. Ca?* sensitivity of the secretory machinery is not compromised in SMNA7
motornerve terminals, even though neurotransmitter release is less than in

controls, and is independent of extracellular Ca?* concentration.

3. Quantum content reduction in SMNA7 motor nerve terminals is due to the
absence of extracellular Ca?* modulation of the active release site number. At low

Ca?*, the probability of release is also lower in mutant terminals.

4. Facilitation during high frequency of stimulation partly compensates the

secretory deficit in SMNA7 motor nerve terminals.

5. In nerve terminals of highly affected SMA muscles (TVA and OIA), SV2B and
Syt2 content is very low, while other proteins, such as Stx1B and Syt7, are

unaffected.

6. Sytl is physiologically downregulated in motor nerve terminals during postnatal
development. The time course of this process varies among muscles, being faster
in the TVA and OIA than in the diaphragm. Our data suggest that when Syt2 and

Sytl levels are low synapses become highly vulnerable.

7. Alteration in presynaptic proteins (SV2B, Sytl and Syt2) in SMNA7 terminals
appears during early postnatal development (P3). This suggest that the
maturation delay suffered by these synapses is not the only cause of the protein
deficit in SMA.

8. R-roscovitine increases neurotransmission through P/Q-type Ca?* channels
modulation. Additionaly, it reduces the number of silent synapses, in both control

and mutants muscles.
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9. Neurotransmitter release in SMA terminals can be positively modulated
through an increase in the number of active release sites after application of

phorbol ester (PDBu) or nifedipine.

10. The alteration in the expression of SV2B, Sytl and Syt2 could be a molecular

marker of the disease.
11. Altogether, we propose that loss/reduction of Syt2 and SV2 determines the

functional motor deficit in SMA and that the physiological differential expression

of Sytl importantly contributes to muscle vulnerability.
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ANEXO |

Tabla I. Valores promedios (+s.e.m.) del contenido cuéntico en ausenciay
en presencia de bloqueantes de los canales de Ca?* tipo P/Q y tipo N

Genotipo  Condicion  Contenido % p
cuantico reduccion
- ®-aga 7,47 £0,9 13,4
+ w-aga 0,18+0,1 15,4

9Q8*** < 0,0005

Control
- ®-CON0 6+1,04 7,2
63* 0,03
+ wW-cono 224+1,1 6,2
- w-aga 451+0,8 13,4
86*** < 0,0005
+ w-aga 0,63+0,2 21,4
SMNA7

- ®-Cono 400+0,5 11,2
+ W-cono 2,88 +0,7 9,2

72* 0,01

Tabla Il. Valores promedios (+s.e.m.) de las areas correspondientes al
marcaje de los canales de Ca?' tipo P/Q (por unidad de superficie

postsindptica) en las NMJ del musculo TVA de ratones controles y
mutantes

Genotipo Area P/Q / area n, N %
postsinaptica reduccion
Control 0,23+ 0,01 66, 4 |

SMNA7 0,15+ 0,01 60, 4 36 + 3% < 0,0005 ‘
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Tabla Ill. Valores promedios de la amplitud de EPP, mEPP, contenido cuantico y parametros binomiales pry n en funcién
de la concentracion de Ca?* extracelular en los ratones controles y mutantes

Control Amplitud EPP (mV) Amplitud mEPP (mV) Contenido cuantico n
X x£sem (n, N) X zsem (n, N) X = sem (n, N) X x£sem (n, N)
[C&2+]e(mM)
0,2 0,67 £0,41 (22, 4) 2,78 +0,21 (17, 4) 0,28 + 0,17 (22, 4)
0,5 2,30+£0,85 (14, 3) 2,49 + 0,35 (14, 3) 1,29 + 0,52 (14, 3)
0,75 7,39+£1,15(18, 2) 2,15+ 0,15 (18, 2) 3,59 + 0,58 (18, 2) 0,37 £ 0,09 20,20 + 6,61
(8,2) (8,2)
1 14,04 £ 1,05 (109, 19) 1,91 £ 0,06 (109, 19) 7,37 £ 0,45 (109, 19) 0,39 £ 0,02 33,33+ 4,63
(74, 19) (74, 19)
15 23,65 + 2,00 (31, 4) 2,20+0,14 (31, 4) 11,81 +1,04 (31, 4) 0,38+0,04 47,31+12,20
(22, 4) (22, 4)
2 38,06 + 2,86 (62, 8) 2,20 £ 0,09 (62, 8) 17,23 £1,03 (62, 8) 0,43+0,03 69,61 +13,50
(47, 8) (47, 8)
3 37,68 £ 4,94 (30, 5) 1,92 + 0,15 (30, 5) 19,09 + 2,11 (30, 5) 0,47 +0,05 76,67 £ 23,27
(25, 5) (25, 5)
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Amplitud EPP (mV)

Amplitud mEPP (mV)

Contenido cuantico

Anexos

X +sem (n, N)

X +sem (n, N)

X +sem (n, N)

[C3.2+]e(mM)
0,75 0,06 = 0,02 (34, 6) 2,36 £ 0,25 (13, 6) 0,71 £ 0,19 (26, 6)
1 11,97 £ 0,58 (116, 19) 2,93+0,11 (116, 19) 4,49 + 0,23 (116, 19) 0,31 +£0,02 25,49 + 3,97
(77, 19) (77, 19)
1,5 14,63 £ 1,61 (31, 6) 2,82 +0,16 (31, 6) 5,40 £ 0,59 (31, 6) 0,34 £ 0,03 19,03 + 2,58
(21, 6) (21, 6)
2 19,07 £ 2,03 (21, 4) 2,23+0,18 (21, 4) 8,79 £ 0,70 (21, 4) 0,51 £ 0,07 20,78 + 3,42
(14, 4) (14, 4)
3 19,53 £ 3,03 (15, 3) 2,63 +0,32 (15, 3) 7,85+1,01 (15, 3) 0,58 + 0,09 19,51 +7,31
(15, 3) (15, 3)
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Tabla IV. Valores promedios del numero total de cuantos liberados
(+s.e.m.) en funcion de la frecuencia de estimulacion y la concentracion
extracelular de Ca?* en los ratones controles y mutantes tras 100 estimulos

Control Cuantos n, N Cuantos
totales totales
802 £ 93 32,7 832+ 75 60, 7

**%x **%x

‘8 2mM 2226+138 60,7 <0,0005 1562+69 60,7 <0,0005

n, N

Cuantos n, N Cuantos
totales totales
o 1mM 599 + 63 30,9 799 + 65 30,9

L& rxk 0,394
‘ Q 2mM  975+103 24,5 <0,0005 779+124 24,5

n, N

Tabla V. Valores promedios (+s.e.m.) de las areas correspondientes al
marcaje de las distintas isoformas de SV2 en las NMJ del musculo TVA en
ratones controles y mutantes (P9-11)

Proteina  Genotipo  Area SV2-/ n, N %
area reduccion
postsinaptica

Control 0,28 £ 0,01 61, 4 42 + 4% < 0,0005
SMNA7 0,16 £ 0,01 61, 4

Control 0,44 + 0,02 60, 4 83 + Prik < 0,0005
SMNA7 0,07 £0,01 62, 4

SMNA7 0,23 £ 0,02 37,3
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Tabla VI. Valores promedios (t+s.e.m.) de las areas correspondientes al
marcaje de Sytl o Syt2 en la NMJ del muUsculo TVA en ratones controles y
SMA (P9-11)

Proteina  Genotipo Area Syt- / n, N % de
area cambio

postsinaptica

Control
SMNA7 0,10 + 0,01 73, 4 91x**

0,02 + 0,004 65, 4 640 + < 0,0005

Control 0,29 +0,01 67,5 63 +£3** <0.0005
SMNA7 0,11 £0,01 52,5

Tabla VII. Valores promedios (+s.e.m.) de las areas correspondientes al
marcaje de SV2B en las NMJ de los musculos OIA y diafragma en ratones
controles y SMA (P9-11)

Misculo  Genotipo  Area SV2B / n, N %
area reduccion
postsinaptica

Control

SMNA7 0,13+ 0,02 39, 3

SMNA7 0,24 + 0,02 49, 3
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Tabla VIII. Valores promedios (ts.e.m.) de las areas correspondientes al
marcaje de Sytl y Syt2 en las NMJ del diafragma en ratones controles y
SMA (P9-11)

Proteina  Genotipo Area Syt- / n, N %

area reduccioén
postsinaptica

Control

0,26 + 0,02 43,3 20+ 6%+ < 0,0005
SMNA7 0,20+0,01 39, 3

Control 0,19 + 0,02 43, 3 45+ 4% < 0,0005
SMNA7 0,10+ 0,01 39,3

Tabla IX. Valores promedios (t+s.e.m.)de las areas correspondientes al
marcaje de Sytl y Syt2 en las NMJ del musculo OIA en ratones controles y
SMA (P9-11)

Proteina  Genotipo Area Syt- / n, N
area
postsinaptica

Control 0,06 + 0,02 37,3
SMNA7 0,09 +£0,01 34,3

49 £ 17** < 0,0005

SMNA7 0,07+£0,01 34,3
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Tabla X. Valores promedios (+s.e.m.) de las &areas correspondientes al
marcaje de SV2B, Sytl y Syt2 en las NMJ del muasculo TVA en ratones
controles y SMA (P3)

Proteina  Genotipo Area pre-/ n, N %

area reduccioén
postsinaptica

Control 0,38 £+ 0,02 48, 3
SMNA7 0,21 + 0,02 46, 3

45 £ 4** < 0,0005

Control 0,22 +0,02 42,3
SMNA7 0,14 + 0,01 41, 3

37 £4**  <0,0005

Control 0,17 + 0,01 43,3
SMNA7 0,04 £ 0,01 41, 3

76 +5** < 0,0005

Tabla XI. Valores promedios (t+s.e.m.)de las areas correspondientes al
marcaje de Stx1B en las NMJ del musculo TVA en ratones controles y SMA
(P9-11)

Genotipo Area Stx1B / area n, N %
postsinaptica reduccion
Control 0,77 £ 0,02 43, 3
SMNA7 0,75+ 0,03 39, 3 3+4 0,72

Tabla XIl. Valores promedios (+s.e.m.) de las areas correspondientes al
marcaje de Syt7 en las NMJ del masculo TVA en ratones controles y SMA
(P9-11)

Genotipo INCERS A K n, N %
postsinaptica reduccion
Control 0,54 £ 0,03 31,2
SMNA7 0,51 +0,05 19, 2 5+9 0,21
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Tabla Xlll. Cambios en el &rea postsindptica (x + s.e.m.) de las NMJ en el
musculo TVA durante las dos primeras semanas de vida

Edad Genotipo Area n, N %
postsinaptica reduccién
m2
Control 89, 3
SMNA7 88+3 87,3
SMNA7 100 + 2 388, 20

Tabla XIV. Areas postsinapticas (x + s.e.m.) de las NMJ en el misculo TVA
de ratones controles y SMA del modelo taiwanés (P7)

Genotipo  Area post. (um?) %
reduccion
Heterocigoto 123 +3 92,3 20 + <0.0005 ‘
Taiwanés 98 +3 89, 3 ‘

Tabla XV. Valores promedios (t+s.e.m.) de las areas correspondientes al
marcaje de SV2B, Sytl y Syt2 en las NMJ del musculo TVA en ratones
controles y SMA del modelo taiwanés (P7)

n, N

Proteina Genotipo ~ Pre-/ area
postsinaptica

Heterocigoto 0,36 £ 0,01 45, 3 48 + 3%  <0,0005
Taiwanés 0,19+0,01 45, 4

Heterocigoto 0,04 £ 0,01 46, 3 205 + < 0,0005
Taiwanés 0,07+0,01 45,3 25"

Heterocigoto 0,29 +0,01 46,3  agicwx < (00005
Taiwanés 0,18 +0,01 45, 3
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Tabla XVI. Valores promedios (+s.e.m.) de la amplitud de los EPP, mEPP
y del contenido cuantico en ausencia y en presencia S-roscovitina (a
distinta concentracién) en los terminales motores del musculo TVA en
ratones controles (P9-11)

[S- Amplitud Amplitud Contenido
roscovitina cuantico
0 uMm 6,4+0,9 1,3+0,1 51+0,8 12, 2
10 uM 38x1,1 1,1+0,2 3,4+0,9 51
50 pM 3,9+05 1,6+0,1 24+03 16, 2 0,006*
100 uM 2,909 1,7+0,2 2,1+0,7 9,2
lavado 7,79+2 2,3+0,4 34+0,1 51

Tabla XVII. Valores promedio (+s.e.m.) de la amplitud de los EPP, mEPP y
del contenido cuantico en ausencia y en presencia de w-agatoxina y R-
roscovitina en las NMJ de ratones controles (P9-11)

Amplitud Amplitud Contenido

EPP (mV) mEPP (mV) cuantico

- ©- 136+1,3 34+£04 46+1 21,3
agatoxina
+ w- 0,1+0,05 1,25+0,2 0,25+0,1* 15,3
agatoxina <0,0005***
w-aga+R- 0,03+0,01 0,95%+0,1 0,1 £ 0,05* 8,2
roscovitina
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Tabla XVIII. Valores promedios (+s.e.m.) de la amplitud de los EPP, mEPP
y del contenido cuantico en ausencia y en presencia de w-agatoxina y R-
roscovitina en los terminales motores del musculo TVA en ratones
controles y SMNA7 (P9-11)

Control Amplitud Amplitud Contenido

EPP (mV) mEPP (mV) cuantico

- R- 11,3+1,5 1,9+0,2 57+0,5 18, 3
roscovitina -
+ R- 256 +3,6 2,3+0,2 10,5+0,9 23,3 s
roscovitina
R-rosc. + 0,16 £ 0,1 1,5+0,2 0,14 +0,1 19, 3
w-aga.

Amplitud Amplitud Contenido

EPP (mV) mEPP (mV) cuantico

- R- 125+14 3,5+0,3 3,8+0,5 18, 3
roscovitina .
+R- 472+56 43+05 113+1 21,3 ~0.0005
roscovitina
R-rosc.+ 1.8+0,4 3,2+0,3 0,6 +0,1 27, 3
w-aga.

Tabla XIX. Proporcién de respuestas evocadas dobles en ausencia y en
presencia de R-roscovitina en el musculo TVA de ratones controles y
mutantes (P9-11)

Genotipo [R- Fibras Total fibras  Fibras con
roscovitina] con EPP registradas EPP
dobles dobles /
total fibras
Control 0O uM 4 42 0,07 <0,001**
100 uM 28 58 0,48
SMNA7 o uM 8 36 0,22 <0,001**
100 uM 20 30 0,67
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Tabla XX. Valores medios (+ s.e.m) de la amplitud de EPP y mEPP,
frecuencia de mEPP, contenido cuantico y parametros binomiales (pry n)
en los terminales controles y mutantes en ausencia y en presencia de
PDBu, muasculo TVA (P9-11)

Genotipo Control SMNA7
Condicién -PDBu +PDBu -PDBu PDBu
EPP (mV) 11,1+1,1 265+2,8 9,8+1,2 30,4+6
n, N 31,5 33,5 29,5 31,5
p < 0,0005*** < 0,0005***
mMEPP (mV) 1,76 £0,1 2,12+0,1 2,68+0,2 3,25+0,3
n, N 31,5 33,5 29,5 31,5
p 0,38 0,56
Frec. mEPP 35+0,5 31,9+8,5 3,7+0,6 141+£25
(min-?)
n, N 31,5 33,5 29,5 31,5
p < 0,0005*** < 0,0005***
Contenido 6,4+06 126+1,2 3,85+0,4 8,2+1,03
cuantico
n, N 31,5 33,5 29,5 31,5
p < 0,0005*** < 0,0005***
pr 0,3+0,04 0,2+0,03 0,4+0,04 0,3+0,1
n, N 17,5 21,5 16, 5 11,5
p 0,09 0,35
n 42,7+14,3 121,8+30 234+145 79,4+453
n, N 17,5 21,5 16,5 11,5
p 0,004** 0,009*
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Tabla XXI. NOmero total de cuantos liberados (+ s.e.m) en situacion control
y en presencia de PDBu en funcién de la frecuencia de estimulacion en los

ratones controles y SMNA7

Control
Frecuencia
Condicién - PDBuU + PDBu - PDBuU + PDBuU
Cuantos 660 + 59 1248 + 114 777 £103 834 £ 126
totales
n, N 35,5 34,5 15, 3 17,3
p < 0,0005*** 0,85
SMNA7
Frecuencia 0,5 Hz 20 Hz
Condicioén - PDBu + PDBu - PDBu + PDBu
Cuantos 522 +73 797 + 87 774 £ 123 935 + 216
totales
n, N 36,5 36,5 8,3 10, 3
p 0,01** 0,53
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Tabla XXII. Valores medios (+ s.e.m) de la amplitud de los EPP, mEPP,
frecuencia de mEPP, contenido cuantico y pry n en los terminales control
y mutantes en ausenciay en presencia de PDBu (musculo TVA, P9-11)

Genotipo Control SMNA7
Condicion -PDBu +PDBu -PDBu +PDBu
EPP (mV) 46,2 +4,4 68,7+5,3 32,3+3,6 49,4+ 8
n, N 63,5 55,5 39,5 30,5
p < 0,0005*** 0,17
mEPP (mV) 1,99+0,1 2,14+0,1 2,64+0,1 257+0,1
n, N 63,5 55,5 29,5 30,5
P 0,39 0,89
Frec. nEPP 10,8+2,5 68,9+10,2 59+0,6 206 +1,9
(mint)
n, N 63,5 55,5 39,5 30,5
p < 0,0005*** < 0,0005***
C.cuantico 22,3+1,6 32,1+1,9 11,46 £ 0,9 18,1+2,2
n, N 63,5 33,5 39,5 30,5
p < 0,0005*** 0,02*
pr 0,5+0,03 0,6 +0,04 0,41 + 0,06 0,46 +0,1
n, N 50,5 42,5 16,5 12,5
p 0,31 0,79
n 71,8+ 14,6 114,2 + 27,8+5,2 40,1+ 8,2
27,4
n, N 50,5 42,5 16,5 12,5
p 0,01* 0,26
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Tabla XXIIl. Valores medios (+ s.e.m) de la amplitud de EPP y mEPP,
frecuencia de mEPP, contenido cuantico y pr y n en los terminales
controles y mutantes en ausenciay en presencia de nifedipina

Genotipo Control SMNA7
Condicion -Nif. +Nif. -Nif. +Nif.
EPP (mV) 136+16 21,8+22 9,7+1,02 176 +2,1
n, N 33,5 38,5 24,4 28, 4
p 0,003** < 0,0005***
MEPP (mV) 1,8+0,1 154+0,1 2,7+0,2 24+0,1
n, N 33,5 38,5 24, 4 28, 4
P 0,08 0,26
Frec. nEPP  4,1+13 1142 + 4,3+0,5 28/4+7,1
(min) 19,2
n, N 33,5 38,5 24, 4 28, 4
p < 0,0005*** < 0,0005***
C. cuantico 7,7+0,7 152+15 3,3+0,6 8,1+1
n, N 33,5 38,5 24,4 28, 4
p < 0,0005*** 0,002**
pr 03+0,05 0,51+0,1 0,3+0,04 0,2+ 0,04
n, N 18,5 31,5 15,4 19,4
p 0,02* 0,63
n 43,4+96 41,1+6,6 20,1+39 62,8+18,9
n, N 18,5 31,5 15,4 19,4
p 0,60 0,006*
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Tabla XXIV. Numero total de cuantos liberados (x s.e.m) en situacion
control y en presencia de nifedipina en funcion de la frecuencia de
estimulacion en los ratones control (musculo TVA, P9-11)

Control
Frecuencia
Condicion Control Nifedipina Control Nifedipina
Cuantos 747 + 65 1229 + 89 944 + 145 1383 + 160
totales
n, N 33,5 28,5 12,3 24, 3
p < 0,0005*** 0,05*
SMNA7
Frecuencia 0,5 Hz 20 Hz
Condicion Control Nifedipina Control Nifedipina
Cuantos 430 + 48 806 + 91 719 +72 711 +72
totales
n, N 24,4 28,4 17,4 21,4
p 0,002** 0,86
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ANEXO I

A continuacion, se detalla una lista de los productos (excepto los anticuerpos y
moduladores ya especificados en el Apartado de Materiales y Métodos), de los

aparatos y material quirdargico utilizados para la realizacidon de este trabajo.

Productos
Uso Producto Casa Referencia ‘
_ ~ Comercial
EDTA Fluka 3677
NaOH Sigma S8045
Extraccion de ADN, Tris Roche 3573826001
PCRy electroforesis Cebadores Sigma-Aldrich
MyTaq DNA Bioline 21105
polymerase
Agarosa Labotaq E5000
Tag Polimerasa Biotools 10043
NacCl Sigma-Aldrich S7653
NaHCOs3 Sigma-Aldrich S8875
Solucion KCI Sigma-Aldrich P5405
Extracelular MgCl2 Sigma-Aldrich M2670
CaClz Sigma-Aldrich C3881
Glucosa Sigma-Aldrich G7528
DMSO Sigma-Aldrich D5789
M-conotoxina Alomone C-270
Electrofisiologia GllIB
Elastomero de Dow Corning 184
silicona Corporation
Albumina de Sigma-Aldrich A7906
suero bovino
(BSA)
Inmunofluorescencia Glicina Sigma-Aldrich G7126
Paraformaldehido Sigma-Aldrich P6148
Tampodn fosfato  Sigma-Aldrich P4417
salino (PBS)
Triton X-100 Sigma-Aldrich T8787
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Aparatos
Aparato Modelo | Marca

Microscopio SMZ 1500 Nikon
estereoscopico
Microscopio de BX50WI Olympus
transmision directa
Microscopio confocal FV1000 Olympus
Micromanipulador MHW-3 Narishige
Estimulador generador de | 2100 A-M systems
pulsos aislados
Estirador de vidrio P-97 Sutter Instrument Co.
horizontal
Mesa Antivibratoria Newport
pHmetro Basic20 Crison
Osmometro 5500 VPO Wiescor
Termociclador Biometra
Termomixer Eppendorf
Agitador orbital Biosan
Balanza P5360 Delta Range | Mettler

Material quirtirgico

Material

Tijeras gruesas diseccion

‘ Casa comercial

Referencia
FST 15000-12

Tijeras pequefias diseccion

FST 15000-10

Pinzas gruesas (numero 3)

Dumont Biology

Pinzas finas (numero 55)

Dumont Biology

Pinzas superfinas (5SF)

Dumont Biology

FST-11252-00
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