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Introduccion

1. La ataxia de Friedreich (FRDA)

En 1863, Nicholaus Friedreich describié una nueva enfermedad que se reconoce con
el nombre de ataxia de Friedreich (FRDA; OMIM #229300; ORPHA95). FRDA es la
forma clinica, de inicio precoz, mas frecuente de las ataxias espinocerebelosas
hereditarias [1]. Se ha estimado una prevalencia de 4,7 casos por 100.000 habitantes
en la poblacién espafiola [2].

Es una enfermedad neurodegenerativa con afectacion de las vias propioceptivas en el
sistema nervioso periférico (SNP), la médula espinal y el ndcleo dentado del cerebelo
en el sistema nervioso central (SNC). Los primeros cambios patoldgicos aparecen en el
ganglio de la raiz dorsal y el nervio periférico, con la pérdida de los axones
mielinizados de las neuronas sensitivas grandes, seguidos de la atrofia de los cordones
posteriores y de los tractos espinocerebelosos y corticoespinales de la médula espinal
(Figura 1). Estos cambios se acompafian de pérdida distal progresiva de las fibras
mielinicas de gran didmetro en los nervios periféricos encargados de la sensibilidad
profunda, que condiciona la ataxia en la marcha, y de una degeneracion de los tractos
piramidales de la médula espinal, especialmente de la zona lumbar, que provocan
debilidad muscular en las extremidades inferiores y se acompafia de pérdida de los
reflejos osteotendinosos y posteriormente aparece disartria, atrofia éptica, nistagmus
y escoliosis.

La axonopatia ha sido asociada con un mecanismo dying-back por las evidencias de
pérdida de fibras distales en el nervio periférico sural. En la patogénesis de las
lesiones del ganglio dorsal, en las raices dorsales y en los nervios periféricos
sensitivos, ocurren en combinacidon dos procesos: los defectos en el desarrollo y la
atrofia [3]. Los estudios patoldgicos recientes en biopsias del nervio sural sugieren
que las células de Schwann también estan implicadas en la hipomielinizacion de las
fibras mielinicas [4]. Por lo que la mejor interpretacion de la patogénesis de la
neuropatia sensitiva en la FRDA es la combinacion de un retraso en el desarrollo o
hipoplasia, una mielinizacidn ineficiente y una axonopatia progresiva lentamente
superpuesta [5].

Este proceso neurodegenerativo evoluciona hacia una invalidez sin remisidon que
confina al paciente a una silla de ruedas unos 15 afos después del inicio de la
sintomatologia. Un alto porcentaje de los pacientes sufre miocardiopatia hipertréfica,
fibrosis miocardica y fallo cardiaco, que suele ser la causa de mortalidad. Un 30% de
los pacientes desarrollan intolerancia a los hidratos de carbono y un 10% diabetes
mellitus [6, 7].
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Figura 1. Dibujo esquematico de la patologia axonal en el SNP y SNC.

La neuropatia axonal sensitiva dying-back se representa por pérdida de los axones mielinizados grandes
(linea discontinua negra) y la mielinizacién anormal (pérdida de la linea negra en la mielina) en asociacion
con la pérdida de las neuronas propioceptivas grandes en el ganglio dorsal. La implicacién de los axones
centrales en la médula espinal se representa por las conexiones anormales de las dendritas en el
lemnisco medial (lineas negras discontinuas). La degeneracion de los tractos y los fasciculos se
representan en blanco. Las motoneuronas, interneuronas y los axones motores nerviosos y la mielina son
normales. Adaptado de Gonzalez-Cabo y Palau (2013) [4].

La FRDA se hereda con un patrédn autosémico recesivo, siendo responsable el gen
FXN, localizado en el cromosoma 9913, que codifica una proteina de 210 aminodacidos
asociada a la membrana mitocondrial interna (MMI) llamada frataxina (FXN). La
expansion de la repeticion del triplete GAA, en un numero variable de 100-1700,
asociada con cambios epigenéticos en el intron 1 del gen FXN provoca una
disminucién de la transcripcion del mRNA y de los niveles de proteina frataxina en
todos los tejidos. La gravedad y la edad de inicio de la enfermedad es inversamente
proporcional al nimero de repeticiones [8].

La proteina frataxina presenta tres isoformas FXNI, FXNII y FXNIIl. La FXNI es la
primera que se describid, es la mas abundante y a la que se le atribuyen todas las
funciones mitocondriales. Se sintetiza como un precursor de 30 KDa en el citosol y es
dirigido a la mitocondria donde las peptidasas mitocondriales lo cortan a un
intermediario de 19 KDa y tres formas maduras de 17, 14,5 y 14,2 KDa [8, 9]. La
isoforma FXNII se genera a partir de un sitio de inicio de la transcripcion diferente y se



Introduccion

localiza en el citosol y la FXNIII se genera por procesamiento alternativo del mRNA y
se localiza en el nucleo [10]. De las dos isoformas mas recientes, la FXNIl es mas
abundante en tejidos nerviosos y la FXNIIl estd mas presente en el corazdn. Se
desconoce la funcidn de estas isoformas alternativas y su implicacion en la
patogénesis de la FRDA, aunque se ha descrito que la isoforma citosélica FXNII
promociona la supervivencia celular [11].

La frataxina esta implicada en distintos procesos celulares como respuesta al estrés
oxidativo [12-18] , almacenamiento de hierro [19-21], biogénesis de los centros Fe-S
(ISC, iron sulfur clusters) [22-26], activacion de la aconitasa [27] y produccién
energética de la célula [15, 28-30]. A pesar de toda la informacién disponible, no se
comprenden todavia bien el papel de frataxina y los mecanismos moleculares
subyacentes a la FRDA. Sobre todo, como su déficit afecta a la supervivencia celular y
como puede producir neurodegeneracion.

La hipdtesis de la biogénesis de ISC es la mas aceptada con respecto a la funcién
bioquimica de la frataxina. Frataxina actia como una chaperona de hierro
mitocondrial que almacena y suple de hierro en una forma biodisponible para la
biosintesis de centros Fe-S y grupos hemo [31]. La consecuencia de la deficiencia de
frataxina es el fallo del ensamblaje de los centros Fe-S, que resulta en una sobrecarga
celular de hierro y una funcién anormal de las actividades enzimaticas de los
complejos de la cadena de transporte de electrones (CTE), con el desacoplamiento de
la fosforilacion oxidativa (OXPHOS, oxidative phosphorilation system) y produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS, reactive oxygen species). Los depdsitos de hierro
asociados a la produccién de ROS se han observado en modelos animales y celulares
de déficit de frataxina y en biopsias de pacientes.

Sin embargo, otras funciones de la frataxina también son importantes para la
fisiopatologia, como su interaccion directa con el complejo Il de la CTE, que enlaza
directamente el déficit de frataxina con una desorganizacién de la CTE y un defecto en
la respiracién mitocondrial [30]. Este fallo mitocondrial que causa la deplecion de
frataxina se transmite a la célula que responde estimulando la biogénesis
mitocondrial, cuando el déficit de frataxina no es muy grave [17], y activando la
autofagia como mecanismo de defensa frente al dafio oxidativo [18]. El dafo
oxidativo puede llegar a activar la muerte neuronal por apoptosis y afectar a la
viabilidad y proliferacion celular, dependiendo del modelo en el que se estudie [4].
Con respecto a la proliferacién se ha observado un enlentecimiento en el crecimiento
asociado a senescencia celular [18].

En el déficit de frataxina también aparecen alterados otros procesos celulares como la
dinamica mitocondrial, la homeostasis del calcio y la afectacion del citoesqueleto. Con
respecto a la dindamica mitocondrial se ha visto que la mitocondria puede aparecer
fusionada [18] o fisionada [32], segun el modelo de estudio. Con respecto a la
homeostasis del calcio, se ha confirmado que un déficit de frataxina disminuye la
capacidad de carga del calcio por la mitocondria [18], mientras que la sobreexpresion
de frataxina la aumenta [29]. En fibroblastos de pacientes se ha observado que el
déficit de frataxina desestabiliza la estructura del citoesqueleto, posiblemente a
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través del estrés oxidativo [33, 34]. En biopsias medulares de pacientes se encontrd
un aumento de la tubulina dindmica respecto a la estable, implicando una alteracién
de la polimerizacién de los microtubulos y por lo tanto de la red del citoesqueleto en
FRDA [35].

1.1. Modelos animales de FRDA.

Los modelos animales de FRDA son fundamentales para entender los mecanismos de
la enfermedad. Intentar reproducir la fisiopatologia de los pacientes es esencial para
la investigacién de potenciales estrategias terapéuticas. Muchos modelos han sido
desarrollados en la FRDA pero ninguno ha conseguido reproducir, en su conjunto, la
progresion de los sintomas en cada uno de los tejidos especificos, ni ha conseguido
implicar a todos los mecanismos celulares alterados en la enfermedad.

El primer modelo murino que se creé fue el ratén knockout para el gen murino de
FRDA (Fxn'/'), con la delecién total de la frataxina. Este ratén presentaba letalidad
embrionaria en el dia E6.5, demostrando el papel esencial que ejerce la frataxina en el
desarrollo embrionario temprano [36].

Para superar esta letalidad embrionaria y poder conocer las consecuencias de la
deplecién de frataxina tras el desarrollo embrionario se desarrollaron modelos
knockout condicionales especificos de tejido, con el sistema Cre-LoxP y con los
promotores MCK (muscle creatine kinase) y NSE (neuron specific enolase). Son
condicionales porque este sistema permite delecionar la frataxina a la edad que se
desee y son tejido especificos porque deleciona la frataxina en los tejidos que
expresen los promotores elegidos. En estos modelos se eligié delecionar la frataxina
en los mismos tejidos afectados en los pacientes como son el corazén y el sistema
nervioso [37]. Estos ratones reproducen las caracteristicas fisiopatoldgicas y
bioquimicas mas importantes de la enfermedad humana, como hipertrofia cardiaca y
ataxia progresiva especifica con pérdida de la propiocepcidon, pero presentan
inconvenientes como la excesiva agresividad y presencia de signos no especificos de
la FRDA en el modelo neuronal NSE. Para conseguir un buen modelo en sistema
nervioso se generd un nuevo modelo knockout condicional inducible con el sistema
Cre-LoxP bajo el promotor PRP (prion protein). En este caso se induce la delecién de
frataxina con la administracion de tamoxifeno, que trasloca al nucleo la Cre
recombinasa y deleciona el exén 4 de la frataxina, de forma tejido especifica, en
ganglio dorsal, médula espinal y cerebelo. Este modelo presenta ataxia mixta
cerebelar y sensitiva con pérdida de propiocepcién, pero también otros signos no
caracteristicos de la FRDA [38].

Viendo que la pérdida total de frataxina no reproducia la patologia de la enfermedad
se desarrollaron modelos con una cantidad minima de frataxina basados en la
expansion de la repeticidn del trinucleétido GAA. En el modelo KIKI se introdujo la
expansion (GAA),3o en el primer intron del locus de la frataxina murina en
homozigosis y después se cruzo con el knockout completo de la frataxina murina para
obtener un modelo en heterocigosis llamado KIKO [39]. El ratén KIKI y KIKO presentan
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un 66-83% y un 25-36% en la expresién de la proteina frataxina comparado con el
control, respectivamente. Pero el raton KIKO no presenté fenotipo cardiaco o
neurolégico, debido posiblemente a que supera el umbral de expresidn de frataxina
patoldgico que es del 25%. Otra posibilidad es el papel que juegue el contexto
genomico en la enfermedad en el humano y que no se reproduce en el ratén.

Hay que tener en cuenta que Unicamente un 2% de los pacientes presentan
mutaciones puntuales que provoquen un cambio en la pauta de lectura o un coddn
stop prematuro. Estas mutaciones ademads nunca estdn presentes en homocigosis. El
hecho de que el 98% de los pacientes de FRDA sea una mutacién dinamica hace que
sea complicado reproducir un contexto gendmico parecido en los modelos murinos.
Con los modelos condicionales, descritos anteriormente, se pierde completamente el
contexto gendmico, por lo que para solventar este problema se generaron modelos
basados en la expansién de la repeticién del trinucleétido GAA. Estos modelos
transgénicos son el YG8 e YG22, en los que se introdujo un YAC que contenia en el
primer intréon del gen de FXN humana las expansiones (GAA)gpi100 ¥ (GAA)ig,
respectivamente [40], y se cruzaron con el knockout completo de frataxina murina
para rescatarlo y obtener los modelos YG8R e YG22R [14]. Estos ratones rescatados
exhiben un fenotipo progresivo leve, con ligero impedimento en la coordinacion y
defectos locomotores, una moderada degeneracién de las neuronas sensitivas
grandes del ganglio dorsal con vacuolas, cromatolisis y acimulos de lipofucsina, una
disminucién de la actividad aconitasa y ligeros signos de estrés oxidativo. La presencia
de las repeticiones GAA en la misma posicion intrénica y el mismo contexto gendmico
gue presentan los pacientes humanos en el transgén YGS8, impide la correcta
transcripcion de la frataxina humana obteniendo cantidades reducidas de frataxina
humana, pero suficientes para “rescatar” la letalidad embrionaria en el estadio E6.5,
gue presenta el ratén deficiente en frataxina murina.

En el caso de los modelos animales basados en las repeticiones de la expansion GAA,
hay que tener en cuenta que dichas repeticiones son artificiales, ya que Unicamente
estdn presentes en los humanos. Posiblemente, el fenotipo moderado que presentan
se deba a que el umbral de repeticiones necesarias para desarrollar sintomatologia en
los ratones es distinto al del humano [41].

1.2. Terapias actuales en la FRDA

La FRDA no tiene tratamiento que altere la historia natural de la enfermedad
neuroldgica. Es una enfermedad neurodegenerativa progresiva debilitante asociada
con miocardiopatia y diabetes. La causa que subyace es una deficiencia de la proteina
mitocondrial frataxina que causa depdsitos de hierro mitocondriales, aumento del
estrés oxidativo e impedimento de la produccién de ATP. Por todo ello los principales
tratamientos y estrategias terapéuticas en FRDA se pueden dividir en cuatro
categorias: tratamientos paliativos y sintomaticos, quelantes del hierro, antioxidantes
y modificadores de los niveles de frataxina.

Los tratamientos paliativos consisten en el uso de la silla de ruedas, B-bloqueantes,
inhibidores de la acetilcolinesterasa, cirugia para las manifestaciones cardiacas y
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fisioterapia. Las patologias asociadas que aparecen como la miocardiopatia y la
diabetes se tratan con los tratamientos indicados para cada una de estas patologias
[42].

1.2.1. Antioxidantes

La disminucién del estrés oxidativo ha sido uno de los puntos principales de actuacion
en la FRDA. En los ultimos 15 afios diversos ensayos clinicos han valorado la eficacia
de los agentes antioxidantes en esta enfermedad, sin embargo la respuesta sobre su
eficacia continuda sin contestarse. El tratamiento con antioxidantes como coenzima Q
(CoQ), vitamina E, idebenona o su combinacidn ha sido utilizado para prevenir el dafio
mitocondrial y preservar la respiracion mitocondrial.

La Coenzima Qi (CoQqe) es un antioxidante con gran habilidad para facilitar la
transferencia de electrones a través de la CTE y por tanto para incrementar la
produccion de ATP. La asociacion CoQyo y vitamina E fue incluida en varios ensayos
clinicos en los que se concluyd que los pacientes tratados no presentaron mejoras en
la funcién neurolégica. El tratamiento no modificaba, pero tampoco empeoraba la
puntuacion ICARS (International Cooperative Ataxia Rating Scale) de los pacientes. Sin
embargo en estos estudios clinicos se pudo diferenciar dos grupos de pacientes, uno
con respuesta a los tratamientos antioxidantes que mejoran la puntuacién ICARS, y
otro grupo de pacientes que no respondian porque no mejoran esta puntuacion.
Ademas se pudo confirmar que los pacientes que si mejoraban la puntuacién ICARS
presentaban menores niveles séricos de CoQ,q, indicando que este puede ser un
predictor de la respuesta a la terapia antioxidante [43].

La idebenona es un andlogo estructural del CoQ,o, con mayor biodisponibilidad, que
mejora los marcadores intracelulares de estrés oxidativo y los sintomas de la FRDA en
modelo celular y murino. Los primeros ensayos clinicos fueron muy prometedores
porque la idebenona disminuia los sintomas neuroldgicos, disminuia el estrés
oxidativo, la peroxidacion lipidica y enlentecia la progresién de la enfermedad
cardiaca. Fue el primer principio activo en llegar a la fase Il del ensayo clinico, pero no
superd esta fase clinica porque no se encontraron mejorias significativas en la
esperanza de vida o en la mejora de la funcién cardiaca de los pacientes [42].

La falta de significacion en los resultados de los ensayos clinicos no debe entenderse
como que los antioxidantes o los modificadores de la CTE no sean buenos agentes
potencialmente terapéuticos [42]. Hay que tener en cuenta que debido a la lenta
progresion de la enfermedad cualquier mejora por minima que sea es muy dificil de
poner en evidencia. Ademds habria que estratificar a los pacientes de los ensayos
clinicos considerando la edad de inicio, la duracién de la enfermedad y el nivel de
discapacidad. La busqueda de marcadores clinicos y bioldgicos que permitan
diferenciar entre los pacientes que responden al tratamiento antioxidante y los que
no, permitiria la prescripcion de estas terapias de una forma efectiva, y ademas
ayudaria en el estudio de los mecanismos patoldgicos de la enfermedad [43].



Introduccion

1.2.2. Quelantes del hierro

La toxicidad del hierro ha priorizado la eliminacién de los depdsitos de este metal
presentes en los pacientes. Para su eliminacién se han utilizado quelantes del hierro
con capacidad de atravesar la barrera hematoencefdlica como la deferiprona. Los
resultados clinicos de este agente quelante son contradictorios. Por una parte se ha
visto que disminuye el dafo de las proteinas mitocondriales por ROS y que disminuye
los acimulos de hierro en el cerebro presentando una pequefa, pero significativa,
mejora de la funcién neuroldgica con la disminucion de la puntuacidn ICARS [44]. Sin
embargo reduce la actividad aconitasa, haciéndola poco recomendable para el
tratamiento de la FRDA. La deferoxamina es otro quelante del hierro que también
reducia el mRNA de la aconitasa y el de la frataxina, lo que la descartaba
completamente como posible tratamiento [42].

1.2.3. Modificadores de los niveles de frataxina

Los modificadores de los niveles de frataxina intentan aumentar los contenidos
intracelulares de frataxina para prevenir la cascada de la disfuncién proteica y el dafio
mediado por ROS. Algunos de estos compuestos han sido usados para combatir el
silenciamiento del gen FXN y aumentar los niveles de frataxina.

Los inhibidores de las enzimas deacetilasas de histonas (HDAC) activan una
conformacién de la cromatina que permite restaurar la funcion normal de los genes
que estan silenciados. Los inhibidores de HDAC han tenido un modesto éxito en
linfocitos y en modelos murinos de FRDA [42]. Actualmente se encuentra en fase
preclinica el compuesto 109/RG2833 para determinar si aumenta de una forma
segura los niveles de frataxina en monocitos de sangre periférica en pacientes de
FRDA [45]. Otro inhibidor de HDAC que remodela la heterocromatina patoldgica y
aumenta la expresién de frataxina es la nicotinamida o vitamina B3. Un reciente
estudio en pacientes ha demostrado que la nicotinamida mejora las concentraciones
de frataxina en 8 semanas de tratamiento pero no muestra cambios en las medidas
clinicas [46].

La eritropoyetina (EPO) in vitro aumenta los niveles de proteina frataxina en
fibroblastos humanos, sin aumentar el mRNA, por lo que tiene un efecto a nivel
postranscripcional promocionando la traduccion del mRNA de la frataxina en proteina
[42]. La eficacia y la seguridad del uso de EPO y derivados en las enfermedades
neuroldgicas, como en la FRDA, son inconsistentes y el mecanismo exacto de accion
de la EPO en la neuroproteccién permanece sin comprenderse. Los ensayos clinicos
en pacientes de FRDA indican que el aumento de frataxina es contradictorio,
sefialando que la EPO no deberia considerarse como un tratamiento para los
pacientes de Friedreich [47].
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1.2.4. Nuevas estrategias terapéuticas

Actualmente estdn en estudio distintas estrategias terapéuticas para descubrir o
desarrollar nuevas terapias potenciales en FRDA. FARA (Friedreich’s Ataxia Research
Alliance) presenta el resumen de las actuaciones terapéuticas en fase clinica o en
desarrollo agrupadas por campos de actuacioén (Figura 2).

1.2.4.1. Disminucion del estrés oxidativo y/o aumento de la funcién mitocondrial
Estan en fase de ensayo clinico en pacientes el EP1743, que favorece el acoplamiento
de la produccidn de energia en la mitocondria para disminuir el estrés oxidativo, el
OX1 (4cido indol-3-propidnico) previene el estrés oxidativo por secuestrar los
radicales libres y quelar metales y el RTA408, que es un activador de factor de
transcripcion Nrf2. La via Nrf2 se activa para proteger frente a la disfuncion
mitocondrial y el estrés oxidativo, sin embargo en pacientes de FRDA se ha visto una
disminucién de Nrf2, por lo que su activacién podria mejorar la funcién mitocondrial.
Dentro de este grupo hay compuestos en fase de investigacion preclinica como los
acidos grasos poliinsaturados deuterizados (dPUFAs) o los neutralizadores (quenchers)
de radicales mitocondriales (MRQs). La deuterizacion de los acidos grasos evita su
oxidacion por los radicales libres y favorece su incorporacion a las membranas
mitocondriales para mejorar la funcidon mitocondrial. Los neutralizadores de radicales
mitocondriales mejoran multiples funciones mitocondriales y se estan testando en
modelos celulares y animales de FRDA.

1.2.4.2. Modulacion de las vias metabdlicas controladas por frataxina con
aproximaciones nutricionales

Estan en fase de ensayo clinico en pacientes los andlogos de la hormona incretina,
qgue controla los niveles de glucemia. Este grupo farmacoldgico se desarrollé para el
tratamiento de la diabetes tipo Il pero se ha visto que también aumentan la expresion
de frataxina en las células B-pancreaticas y ahora se quiere estudiar si son efectivos
en la proteccidén neuronal. También en ensayo clinico estan el resveratrol, que mejora
la funcién mitocondrial y aumenta los niveles de frataxina, y la acetil-L-carnitina que
facilita el transporte de los acidos grasos al interior de la mitocondria para su
degradacién. En investigacion preclinica se encuentra el dimetilfumarato como
activador de Nrf2, y las aproximaciones nutricionales que activan PGCla, para
modular la expresidon de genes implicados en el metabolismo energético y mejorar la
funcién mitocondrial.

1.2.4.3. Estabilizacién, promocion y reemplazo de frataxina

Dentro de este grupo ya hemos visto compuestos como la eritropoyetina (EPO) y sus
compuestos miméticos que aumenta la transcripcién génica de frataxina, y que se
encuentra en fase clinica Il. En estudio preclinico encontramos otras estrategias para
restaurar los niveles de frataxina como los competidores de la ubiquitina que evitan la
degradacién de la frataxina por el proteasoma, o la terapia sustitutiva con una
frataxina sintética via TAT (Trans-Activator of Transcription), que la dirige a la
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mitocondria. Otras proteinas de fusion, similares a la frataxina-TAT, se estan
probando para la terapia sustitutiva.

1.2.4.4. Aumento de la expresidn del gen frataxina

Ya hemos visto los inhibidores de los HDAC, como nicotinamida y RG2833, que estan
en fases clinicas de ensayo en humanos avanzadas. Otro tratamiento en ensayo
clinico es el interferon gamma (IFN-y), que es un farmaco utilizado en otras
enfermedades raras y que se confirmé que aumenta los niveles del mRNA y de la
proteina frataxina en modelos celulares y animales de FRDA. A nivel de estudio
preclinico continda la busqueda de actuaciones basadas en el RNA y en la epigenética
para conseguir aumentar la transcripcion de la frataxina.

1.2.4.5. La terapia génica de sustitucidon con vectores viricos o con nanoparticulas
Este grupo terapéutico que todavia se encuentra en fase preclinica, pero muy
prometedor, que se espera puedan dirigir el reemplazamiento de la frataxina en
tejidos especificos como el cardiaco y el sistema nervioso.

1.2.4.6. Busqueda de nuevos compuestos

Busqueda en grandes bibliotecas, de cientos o miles, de compuestos quimicos
permite el descubrimiento de nuevos candidatos terapéuticos valorando su actividad
con ensayos de funcidon mitocondrial o aumento de la expresidn de frataxina.

Se conoce perfectamente el mecanismo que regula la expresién del gen FXN, que la
expansién de las repeticiones GAA provoca el silenciamiento y que la principal funcion
de la frataxina es la sintesis de centros Fe-S. Sin embargo, no se encuentra un
tratamiento efectivo que pare la progresién de la enfermedad. Una de las razones
puede ser que nuestros conocimientos de la fisiologia de las células deficientes y en
particular de las neuronas afectadas por la enfermedad son reducidas todavia. Un
largo nimero de estudios muestran que las células deficientes en frataxina presentan
numerosos fenotipos pleiotrépicos secundarios, que surgen del déficit de centros Fe-
S, como la disfunciéon mitocondrial, la perturbacién de la homeostasis del hierro, el
dafio del DNA y la mutagénesis y el estrés oxidativo. Sin embargo otras areas de
investigacion relevantes en la patologia de la enfermedad y fundamentales para la
supervivencia neuronal estan siendo poco estudiadas, como el transporte y la
dindmica mitocondrial, la homeostasis del calcio, la sefializacién por éxido nitrico y la
inflamacién [48]. El estudio de estos procesos neuronales en el déficit de frataxina
ayudaria a entender mejor el mecanismo molecular patolédgico y aportaria nuevas
ventanas terapéuticas para el tratamiento de la FRDA.
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El eje vertical muestra los candidatos agrupados segun el mecanismo de accidon o por aproximacion
terapéutica, p.ej. por la localizaciéon o el mecanismo de cada compuesto en la célula, aproximacién
tecnoldgica, o problema que estd siendo abordado. En el eje horizontal se indica el estado de la
investigacion y donde se estan desarrollando los candidatos. El estado IND (/nvestigational New Drug) es
cuando se envia la peticidn a la FDA (United States Food and Drug Administration) para la aprobacion de
su uso en humanos. En la fase | los compuestos ya estan disponibles para los pacientes a través de los
ensayos clinicos. Adaptado de http://www.curefa.org/pipeline.html (2015).

2. Neuronas sensitivas periféricas y ganglio de la raiz dorsal

Los nervios periféricos (espinales o raquideos) se prolongan desde la médula espinal y
se distribuyen a las diferentes zonas del cuerpo. Existen 31 pares de nervios espinales:
7 cervicales, 12 tordcicos, 5 lumbares, 5 sacras y 4 coccigeas.

Un nervio periférico tiene dos tipos de raices nerviosas, las raices dorsales o
posteriores y las raices ventrales, que salen desde cada segmento medular hasta su
conjuncién correspondiente para formar el nervio espinal o periférico (Figura 3A). Las
raices dorsales o posteriores recogen la informacidn sensitiva, y en ellas se disponen
los somas neuronales agrupados en el ganglio dorsal (espinal o raquideo), que alojan
los cuerpos de las neuronas de la via aferente del SNP o nucleos de la primera
neurona sensitiva (Figura 3B). Las raices ventrales o anteriores recogen la informacién
motora y el soma neuronal se localiza en el asta anterior de la médula, desde donde
parte el axdn por la raiz ventral y nervio periférico (Figura 3A).

En la FRDA el ganglio dorsal es el primer tejido en el que aparece neurodegeneracion,
afectando principalmente a las neuronas mas grandes o propioceptivas. En biopsias
de pacientes se ha encontrado que las neuronas sensitivas del ganglio dorsal son mas
pequefias y aparecen nddulos residuales en los que han llegado a desaparecer
neuronas. Ademas la raiz dorsal de los pacientes presenta axones muy finos y
ausencia de los axones mds gruesos. La raiz ventral en la FRDA es normal [5, 49]. Todo
ello lleva a una pérdida distal progresiva de las fibras mielinicas de gran diametro en
los nervios periféricos.

El ganglio dorsal contiene una poblacidn heterogénea de neuronas sensitivas
primarias que inervan diferentes dianas periféricas y transmiten diferentes tipos de
informacidén sensitiva al SNC (Figura 3B). La diversidad fenotipica de las neuronas
sensitivas se establece durante el desarrollo prenatal y postnatal temprano por una
activacion secuencial de combinaciones de factores de transcripcion y de factores de
crecimiento que modulan la supervivencia neuronal y controlan la proporcién final de
cada uno de los tipos de neuronas sensitivas. A pesar de toda esta complejidad se
acepta en general que las neuronas de tamafo pequefo estan relacionadas con los
diferentes tipos de nociceptores y median el daio y la temperatura. Las neuronas de
tamafio intermedio inervan los mecanorreceptores periféricos y median el sentido del
tacto, la presion y la vibracion. Y finalmente, las neuronas mas grandes son
propioceptivas inervan los érganos sensitivos en los musculos y en las articulaciones,
mediando el posicionamiento.
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Figura 3. Nervio periférico y neuronas sensitivas del ganglio dorsal.

A) Segmento de la médula espinal en el que puede apreciarse la raiz dorsal que contiene el ganglio dorsal
y la raiz ventral que salen de la médula espinal para unirse y formar el nervio periférico o espinal. B)
Esquema de los circuitos neuronales en la médula espinal de un raton embrionario de 18 dias. Los axones
de las neuronas sensitivas proyectan axones desde el ganglio dorsal en dos direcciones, hacia la ldmina
especifica de la médula espinal y hacia los tejidos periféricos. El dolor y la temperatura son recogidos por
las neuronas nociceptivas (rojas) y la informacién se integra en la lamina | y Il. El tacto se recoge
mediante los mecanorreceptores (verde) en los tejidos periféricos que conectan con la ldamina lll, IV y V.
La propiocepcién es mediada por las neuronas sensitivas (azul) que proyectan a través de la médula
espinal con las neuronas motoras localizadas ventralmente. Las motoneuronas también conectan
directamente con el musculo periférico para dirigir el movimiento (rosa). Los nimeros romanos indican
la lamina de la médula espinal. Adaptado de Caspary y Anderson (2003) [50].

La habilidad para percibir y discriminar los diversos tipos de sensacidn de cada una de
las poblaciones de neuronas sensitivas especializadas se debe a que cada una
responde a estimulos especificos. La relacidn entre los tipos de neurona y los
estimulos fisicos y quimicos que subyacen en el tacto, el dolor, la temperatura y la
propiocepcién permanecen sin resolverse. Por ello no existe una clasificacion objetiva
de las distintas poblaciones basada en aspectos moleculares comprensibles. Los tipos
de neuronas sensitivas se han caracterizado histéricamente por el tamafio del soma
(grande, intermedio y pequefio) y su aspecto (grandes-palidas, intermedias vy
pequefias-oscuras). Pero también se pueden clasificar segun su aspecto estructural y
ultraestructural (mielizadas o no mielinizadas, morfologia del axén). O en funcién de
sus propiedades fisioldgicas (ldminas de la médula espinal que inervan y tejidos diana
a los que proyectan, velocidades de conduccién de potenciales de accidn). A partir de
estas clasificaciones se han ido identificando marcadores moleculares especificos
basados en aspectos mds funcionales como el contenido de neuropéptidos vy
neurotransmisores, composicion del citoesqueleto, composicion de proteinas de
unién a Ca®', expresiéon de canales i6nicos o dependencia de los factores de
crecimiento (Figura 4).

14



Introduccion

La clasificacion mas generalizada se basa en el tamafio, el tipo de sensacién que
recogen y en los receptores de factores de crecimiento o neuropéptidos que
expresan. Con estos criterios las neuronas sensitivas se clasifican en cuatro grupos:
grandes o propioceptivas, intermedias o mecanorreceptivas y pequeias o
nociceptivas, que a su vez se subdividen en peptidérgicas o no peptidérgicas (Figura
4).

Non-peptodergic small sized neurons / Ret / GFRal / GFRa3
IB4 /VR1/P2X3/TMP

. Peptodergic small sized neurons / TrkA + / GFRa3 /CGRP / SP
VR1

. Intermediate sized neurons / TrkB / Ret / GFRal, DEG/ENaCs

. TRP ion channels

‘ . Large sized neurons / Trk C+ / Ca2+-binding proteins / ENaCs

TRPion channels

Figura 4. Esquema de la diversa poblacion neuronal del ganglio dorsal y los parametros para su
clasificacion.

En base al tamaio las neuronas sensitivas se clasifican en grandes, intermedias y pequefias. En base al
receptor de factor de crecimiento que expresan se clasifica en neuronas TrkC+ o propioceptivas, TrkB+ o
mecanorreceptivas, TrkA+ o nociceptivas peptidérgicas y RET o nociceptivas no peptidérgicas. Algunas de
estas poblaciones expresan receptores para otros factores de crecimiento como el receptor GFRal en las
mecanorreceptivas y nociceptivas no peptidérgicas y el GFRa3 en las nociceptivas peptidérgicas. Las
propioceptivas expresan especificamente la proteina de unién a ca* parvalbimina. La poblacién
nociceptiva peptidérgica expresa neuropéptidos como la sustancia P (SP) o el péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP, calcitonin gene-related peptide) y receptores de neurotransmisores como el
receptor vaniloide subtipo 1(VR1, Vanilloid receptor 1). La poblacién nociceptiva no peptidérgica expresa
receptores de neurotransmisores como el VR1 o el receptor purinérgico (P2X3, ATP-gated ion cannel
purinoceptor subtype) y se une a isolectina B4y contiene la enzima TMP, thiamine monophosphatase.
Adaptado de Montano y colaboradores (2010) [51].

A finales de 2014, Usoskin y colaboradores publicaron un estudio transcriptémico en
neuronas sensitivas de ganglio dorsal de ratén. En este caso los autores clasifican las
neuronas sensitivas en 4 grupos basicos: neuronas grandes mielinizadas, nociceptores
peptidérgicos, nociceptores no peptidérgicos y neuronas no mielinizadas. Y en funcién
de los mRNA que expresan los ha subclasificado en 11 subtipos de neuronas
sensitivas. De esta forma han identificado una nueva subpoblacién neuronal en el
ganglio dorsal relacionada con el picor y la sensibilizacién en la piel atépica [51, 52].
Por lo tanto, la identificacidon y clasificacion de las subpoblaciones del ganglio dorsal
continla definiéndose cada vez mas, hasta conocer todos los mecanismos
moleculares que subyacen en cada una de las sensaciones que recogen las diferentes
subpoblaciones de neuronas sensitivas.
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El desarrollo y la supervivencia de las neuronas sensitivas periféricas son
dependientes de las neurotrofinas y de sus receptores quinasa relacionados con
tropomiosina (TrK, tropomiosin-related kinase). Segun la teoria neurotréfica de Levi-
Montalcini de 1987, las neurotrofinas son liberadas en el SNP por el tejido diana, se
unen al receptor Trk especifico en las terminaciones nerviosas y son internalizadas en
vesiculas membranosas que se transportan retrégradamente a lo largo del axén hasta
el soma neuronal para transmitir la sefial de supervivencia. La sefializacion Trk-
neurotrofina promueve la supervivencia neuronal, la guia y el crecimiento axonal, la
densidad de las inervaciones y la arborizacion en un amplio rango de subtipos
neuronales diferentes. Y el déficit de neurotrofina promueve la degeneracién axonal
local y la eliminacién axonal durante el desarrollo. Cada tipo de receptor TrK, a través
de su neurotrofina especifica, media la supervivencia de una subpoblacién especifica
de neuronas periféricas, y la ausencia de una determinada neurotrofina o
determinado Trk resulta en la pérdida de un conjunto neuronal definido [53, 54]. Las
neuronas nociceptivas son dependientes de TrkA-NGF, las neuronas
mecanorreceptivas de TrkB-BDNF y TrkB-NT4 y las neuronas propioceptivas de TrkC-
NT3. Existen reacciones cruzadas y los receptores TrK pueden unir otras de las
neurotrofinas no especificas, aunque con menor eficiencia en la activacién, excepto el
TrkC que sdlo responde a la NT3. Las cuatro neurotrofinas activan también el receptor
de neurotrofina pan p75 o p75NTR, un miembro de la superfamilia de receptores de
factor de necrosis tumoral (Figura 5) [55-57].

NGF

TrkA _-

Figura 5. Interacciones entre las neurotrofinas y sus receptores.

Los Trk preferidos por cada una de las neurotrofinas se indican con la flecha ancha. Las reacciones
cruzadas entre las neurotrofinas y los receptores Trk no preferidos se indican por flechas finas o
punteadas. Las interacciones de las cuatro neurotrofinas con el receptor de baja afinidad p75 estan
agrupadas por el corchete. NGF, nerve growth factor o factor de crecimiento nervioso; NT-3,
neurotrophin 3; NT-4, neurotrophin 4; BDNF, brain-derived neurotrophic factor o factor neurotréfico
derivado de cerebro. Adaptado de Klein (1994) [55].
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Los tres receptores Trk son una subfamilia de receptores tirosin quinasas (TK, tyrosine
kinases). Su activacién por la neurotrofina especifica implica la dimerizacion y
autofosforilacién de quinasas presentes en su dominio citoplasmatico. Esta
fosforilacién de tirosinas es seguida de la activacion de diversas cascadas de
sefializacion como las vias de PI3K/Akt, MAPK y PLCy. Estas vias de sefializacion
intracelular modulan la expresidn génica a través del factor de transcripcion, regulado
por Ca®*, CREB (cCAMP response element binding) o proteina de unién al elemento de
respuesta al cAMP. La regulacién génica se ejerce de forma especifica al tipo celular y
es responsable de la mayor parte de los efectos a largo plazo de las neurotrofinas
relacionados con el crecimiento, la supervivencia y la diferenciaciéon celular. Las
neurotrofinas a través de todas estas cascadas de sefializacion ademds de regular el
destino celular también regulan la expresion de proteinas como canales idnicos,
enzimas biosintetizadores de neurotransmisores y neuropéptidos, todos ellos
esenciales para la funcién neuronal normal. Por lo que niveles continuados de
neurotrofinas son necesarios para la funciéon sindptica, la plasticidad, la supervivencia
neuronal y el mantenimiento de la morfologia y la diferenciacién neuronales a lo largo
de toda la vida (Figura 6) [56, 58].
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Figura 6. Interaccion de neurotrofina con los receptores Trk y p75NTR y las vias de seiializaciéon
activadas a través de cada uno de los receptores.

El receptor p75NTR regula tres grandes vias de sefializacién: i) la NF-kB, que activa la transcripcion de
genes para promover la supervivencia neuronal; ii) la Jun quinasa, que activa la transcripcién de genes
para promover la apoptosis neuronal, para ello se necesita la coactivacion del receptor sortilina junto con
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la del Trk por las neurotrofinas; iii) activacion de Rho que controla la motilidad del cono de crecimiento.
Los receptores Trk también regula tres grandes via de sefializacidn: i) la activacion de Ras, que resulta en
la activacion de la cascada de sefializacion de las MAP quinasas y promueven la diferenciaciéon neuronal y
el crecimiento neuritico; ii) la activacién de PI3 quinasa, que a través de Ras o Gabl promueven la
supervivencia y el crecimiento de las neuronas y de otras células; iii) la activacién de PLCy1 que resulta en
la movilizacién de Ca*" celular y la activacion de PKC para promover la plasticidad sinaptica y la
regulacion de la transcripcion génica. Adaptado de Reichardt (2006) [56].

Los receptores Trk también pueden ser transactivados en ausencia de neurotrofinas
por los receptores acoplados a proteina G (GPCR, G protein coupled receptor). Es el
caso de los ligandos adenosina y PACAP que, a través de sus receptores GPCR
especificos, activan la fosforilacion del receptor Trk, produciendo la activacién de las
vias PI3K y Akt asociadas a los Trk. Con este mecanismo entrecruzado los ligandos de
GPCR pueden usar las vias de sefializacion de los TrK en ausencia de neurotrofina y
activar la via Akt de supervivencia neuronal. De esta forma se explica algunas de las
acciones neuroprotectoras y de promocion de la supervivencia neuronalde los GPCR y
apoya el uso terapéutico de los agonistas GPCR en los trastornos neurodegenerativos
(Figura 7) [59, 60].

Figura 7. Transactivacion de receptores tirosin quinasas Trk
O ) por receptores GPCR.
Adenosing . .. .
or PACAP La transactivacion de los receptores Trk por los ligandos de
GPCR como adenosina y PACAP resultan en neuroproteccién.
Adaptado de Chao(2003) [59].

GPCR Trk

3. Neuropatias periféricas hereditarias

La funcidn del SNP es conectar el SNC con el ambiente que rodea al organismo. Para
este propodsito la funcién normal del SNP es completamente dependiente de la
correcta organizacion morfoldgica y molecular de los nervios periféricos. El origen de
las diferentes fibras nerviosas de los nervios periféricos procede de motoneuronas de
la porcién ventral de la médula espinal, de neuronas sensitivas del ganglio dorsal y
neuronas del SNP auténomo. A su vez, los nervios periféricos se componen de fibras
nerviosas mielinizadas y no mielinizadas.
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La neuropatia periférica es la afectacién de algunos o todos los nervios periféricos en
los que se afectan los axones, la vaina de mielina o ambas. Se manifiestan con una
combinacion de signos y sintomas sensitivos, motores y autondmicos. La alteracion
mas frecuente y con mayor gravedad es la afectacién distal de las fibras nerviosas de
didmetro grande en los miembros inferiores y la neuropatia mds comun es la sensitiva
motora simétrica distal. Segun la funcidn de las fibras que se alteran las neuropatias
se clasifican en: sensitivas, motoras, autondmicas o mixtas. Y segin el componente de
la fibra nerviosa que se altere en: axonales o desmielinizantes. De acuerdo con la
etiologia, las neuropatias se agrupan en: i) hereditarias o neuropatias periféricas
hereditarias (NPH); ii) adquiridas por agentes todxicos, reacciones adversas de
farmacos, enfermedades como diabetes mellitus, alcoholismo, infecciones como
difteria o lepra, autoinmunes, inflamatorias y paraneoplasicas; iii) idiopaticas, en las
que no se conoce la causa.

Las neuropatias periféricas hereditarias (NPH) son trastornos que afectan a los nervios
periféricos y se clasifican en neuropatias sensitivo-motoras hereditarias (NSMH),
neuropatias motoras hereditarias (NMH), neuropatias sensitivas hereditarias (NSH) y
neuropatias sensitivas y autondmicas hereditarias (NSAH). (Grupo de estudio de
enfermedades neuromusculares. Sociedad espafola de neurologia,
http://www.sen.es.html)

Con todo ello la FRDA se clasifica como una neuropatia periférica hereditaria (NPH)
con herencia recesiva de tipo sensitivo con pérdida axonal que afecta a las fibras
gruesas. O también puede clasificarse como una neuropatia hereditaria con
semiologia “plus”, que significa que va acompafiada de sintomas y signos de otros
sistemas ademas del SNP como miocardiopatia, de herencia horizontal y de tipo
axonal. (Sociedad espafiola de neurologia, http://www.sen.es.html).

Las neuropatias periféricas son trastornos neurolégicos comunes pero las terapias
efectivas son limitadas. Muchas de las neuropatias periféricas se caracterizan por una
pérdida axonal distal que resultan en una degeneracion dying-back, como es el caso
de la FRDA. Este proceso de degeneracién es dependiente de la longitud axonal y
resulta en una degeneracién axonal distal mas que en una pérdida de los somas
neuronales. Las terapias para las neuropatias periféricas estan disefiadas para el
control de los sintomas del dolor, pero no para tratar la degeneracién axonal que
subyace. Muchas de las terapias neuroprotectoras que se han aplicado se
desarrollaron inicialmente para los trastornos del SNC, como infarto cerebral o
esclerosis multiple, con el propdsito de promover la supervivencia de las neuronas
dafiadas. Sin embargo estas terapias no han sido efectivas en las neuropatias
periféricas debido a que el trastorno patoldgico primario que provoca los sintomas es
la degeneracién axonal distal y no la muerte neuronal. La muerte neuronal, si ocurre,
es un evento muy tardio para ser tratable. Sin embargo, la degeneracién axonal distal
es un hecho temprano susceptible de tratamiento, por lo que el estudio de los
mecanismos de la biologia y la degeneracién axonal emergen como un campo muy
importante para disefiar nuevas dianas terapéuticas en las neuropatias periféricas
[61].
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4. Programas intrinsecos celulares de eliminacion axonal y su implicacion en
la neurodegeneracion

La eliminacién selectiva de los axones, dendritas y conexiones sinapticas, sin muerte
de la neurona, es comun en muchos procesos bioldgicos y fisioldégicos neuronales
durante el desarrollo y la edad adulta. EIl mecanismo de eliminacién axonal aporta a
las neuronas dos caracteristicas muy importantes: la conectividad exacta y precisa de
las redes neuronales durante el desarrollo del sistema nervioso y la plasticidad
neuronal durante la edad adulta necesaria para el crecimiento, el aprendizaje, la
memoria y la respuesta a los dafios neuronales, a las enfermedades
neurodegenerativas y al propio proceso de envejecimiento, eliminando los circuitos
neuronales afectados y promoviendo su reparacion [54, 62, 63].

Por lo tanto los mecanismos intrinsecos de eliminacién axonal que utiliza la neurona
se dividen en mecanismos de eliminacién axonal en un contexto fisioldgico, como la
eliminacion axonal durante el desarrollo, y mecanismos de eliminacion axonal en un
contexto patoldgico, como la eliminacién axonal tras un dafio neuronal agudo o en el
dano crénico producido por las enfermedades neurodegenerativas.

4.1. La eliminacidon axonal durante el desarrollo

La eliminacion axonal durante el desarrollo (pruning) representa un importante
mecanismo para maximizar la eficiencia de los circuitos neuronales maduros. Las
neuronas inmaduras generan mas conexiones axonales con las células diana
postsinapticas de las que son necesarias, por lo que en la etapa final del desarrollo se
refina la conectividad, eliminando las superfluas y manteniendo las conexiones
apropiadas [63, 64]. La eliminacién axonal durante el desarrollo se puede dar por
varios mecanismos: degeneracién axonal local, retraccion axonal, efusion de
axosomas, o una combinacién de retraccion y degeneracion, en todos los casos sin
muerte neuronal. Los tres tipos de eliminacidn axonal se diferencian por la morfologia
de la rotura del axdén y por las vias moleculares que gobiernan su ejecucién (Figura
8A-C) [62, 63].

4.1.1. Degeneracién axonal

La degeneracién axonal es un proceso activo de autodestruccion controlada de
segmentos neuriticos enteros, que no implica la muerte neuronal, y que consta de
tres pasos: 1) induccién en una determinada neurona, 2) degeneracion de
determinados fragmentos dentro de la neurona con desensamblaje de los
microtubulos, vesiculacién axonal y formacidn de esferoides axonales que concluyen
con la fragmentacion axonal y 3) rapida fragmentacion y eliminacion de los
fragmentos axonales degenerados por reclutamiento de los fagocitos locales (Figura
8A). El proceso de degeneracién axonal es distinto segln la especie, el estado de
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maduracién neuronal y las causas que lo originan, sin embargo comparten algunos
puntos moleculares comunes, y siempre se ejecuta en compartimentos axonales
altamente restringidos sin afectacién del soma neuronal [54, 62, 63].

La hipdtesis neurotrofica propone que durante el desarrollo, las neuronas deben
competir por cantidades limitadas de factores neurotréficos derivados de los tejidos
diana. Los tejidos diana modulan de esta forma la seleccidn de la supervivencia celular
para mantener sélo las conexiones apropiadas. Esta hipdtesis implica que la eficacia
de la supervivencia neuronal depende de la cantidad de factores neurotroéficos
producidos y que la expresion de los receptores especificos en las distintas
poblaciones neuronales es la que confiere la capacidad de la respuesta neuronal. Por
lo tanto, la pérdida de las sefiales tréficas desde las dianas adecuadas causa que las
ramas inapropiadas degeneren, de forma similar a lo que ocurre cuando a una
neurona se le priva localmente de NGF, en un proceso de degeneracion axonal local
programada. La deplecidn local de neurotrofina en el axdn, pero no en el soma, causa
una rapida degeneracion axonal local en la zona deplecionada de NGF, en ausencia de
un dafo axonal inicial, y sin muerte neuronal. El axén se vesicula y se hincha
localmente, los neurofilamentos se fragmentan y muchos de los componentes del
axoplasma, como mitocondria y vesiculas son destruidos, entonces el tallo del axén
degenera de una manera sincrdnica. Una vez iniciado el proceso se completa en unas
cuantas horas y la glia de los alrededores fagocita y digiere los remanentes de estos
axones eliminados [54, 63, 64]. El déficit de factores tréficos localmente en el axén
pone en marcha un efector no clasico de la apoptosis como es la caspasa-6, que dirige
la degeneracion axonal local y el soma se protege sobreexpresando XIAP para inhibir
las caspasas iniciadoras y efectoras en el soma. Cuando el déficit de NGF también es
en el soma neuronal se activa la caspasa-3 que dirigird a la neurona a la muerte [63,
65]. La supresion local de caspasas puede ser una aproximacidon importante para la
proteccidn de brazos axonales especificos in vivo [63]. Factores extrinsecos, como Bcl-
w, pueden modular indirectamente la sefalizacion de caspasas en el axdn. Bcl-w
interactla con Bax y suprime la actividad caspasa-6, el transporte del mRNA de Bcl-w
a los axones permite su sintesis local y permite la supervivencia de los axones por
supresion de la sefializacion de caspasas [63].

4.1.2. Retraccion axonal

La retracciéon axonal es un proceso de acortamiento local del axén durante el
crecimiento axonal en el que el axdn es gradualmente retirado hacia detras y el
material axonal es transportado retréogradamente hacia las secciones proximales del
axoén, conservando todo el material intracelular axonal (Figura 8B). Morfolégicamente
el axén permanece intacto y no presenta signos de fragmentacion. En la retraccion los
microtubulos conservan su funcién de carriles de transporte, y los filamentos de
actina dirigen la retraccidn. La retraccion es un proceso implicado en la guia y el
crecimiento axonal y en la remodelacion estructural de las neuronas en respuesta a
experiencia, aprendizaje o dafio [54, 62, 63].
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4.1.3. Efusion de axosomas

La efusiéon de axosomas es un mecanismo de eliminacidon axonal ejecutado por las
células de Schwann y descrito en la eliminacidn sinaptica en la unién neuromuscular
(Figura 8C). Los axones de las motoneuronas que han intentado conectar con el
musculo pero no han sido elegidas retroceden mediante retraccidon y efusién de
pequenas vesiculas llamadas axosomas. Estos axosomas contienen organulos intactos
y elementos de citoesqueleto, que son internalizados y degradados por mecanismos
asociados a lisosomas en las células de Schwann adyacentes. Es una retraccién pero
dirigida por mecanismos extrinsecos como las células de Schwann [63].
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Figura 8. Mecanismos de eliminacion axonal.
Esquemas de la eliminacién axonal durante el desarrollo (A-C) y pérdida axonal patoldgica (D-E) en las
neuronas. A) La degeneracién axonal durante el desarrollo, como ocurre con la deprivacién tréfica,
resulta en la degradacion del citoesqueleto y la fragmentacion axonal. Bcl-w, XIAP y/o calpastatina
previenen la degeneracidn y caspasas, calpaina, KIF2A y SARM1 dirigen la degeneracién. B) La retraccion
implica el retroceso y la absorcién de pequefios segmentos axonales como son las ramas terminales
axonales. Estd dirigida por las vias Ephrin/Eph o Sema3F/plexin3A. C) Efusién de axosomas también
elimina segmentos axonales pequefios con hinchazdn del axén y la emision de de remanentes axonales
con membrana llamados axosomas. El mecanismo molecular todavia no se conoce. D) La degeneracion
Walleriana es un tipo de eliminacion axonal patolégica inducida por un dafio axonal severo. Después de
una fase de latencia, la zona distal al sitio del daifio degenera en un proceso que implica el hinchamiento,

la rotura del citoesqueleto y la fragmentacién. Varias isoformas de NMNAT, la proteina de fusién Wlds y
la calpastatina previenen la degeneracién, mientras que SARM1, DLK y calpaina dirigen la degeneracion.
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E) En muchas enfermedades neurodegenerativas, los axones son eliminados mediante un proceso dying-
back que implica el hinchamiento y la fragmentacién axonal comenzando distalmente y propagandose en
direccién proximal. Varias isoformas de NMNAT, la proteina de fusién WIds y Bcl-w pueden oponerse a
este proceso. Abreviaturas: Bcl-w, B Cell Lymphoma w; DLK, dual leucine zipper kinase; KIF2A, kinesin
superfamily protein 2A; NMNAT, nicotinamide mononucleotide adenyltransferase; Sema3F, semaphorin
3F; SARML1, Sterile Alpha And TIR Motif Containing 1; WId®, Wallerian degeneration slow protein; XIAP, X-
linked inhibitor of apoptosis protein. Adaptado de Pease y Segal (2014) [66].

4.2. La eliminacion axonal patoldgica

Las neuronas tienen al menos dos programas de autodestruccién en respuesta a los
dafios. Uno es la muerte celular programada o apoptosis que se pone en marcha
cuando las células estan dafiadas, infectadas o ya no se necesitan, y el otro es el
programa de autodestruccion local del axdn, mas sutil y molecularmente distinto a la
apoptosis, que se activa cuando el axén sufre un proceso traumatico o degenerativo y
qgue sirve para eliminar rapida y selectivamente la porcién dafada del resto de la
neurona [62]. Ambos procesos tienen estrechos mecanismos de control, que
culminan con la desinhibicidon de la maquinaria de destruccidn intrinseca ubicua y el
reclutamiento eficiente de los fagocitos locales para la eliminacion de los restos
axonales [54, 67].

La degeneracién axonal es un paso importante en la patogénesis de enfermedades
neurolégicas traumaticas o degenerativas, producidas por toxinas o por defectos
genéticos. También es un evento secundario comun en inflamacién, trastornos
metabdlicos, trastornos de mielina e isquemia [68]. La pérdida axonal es un hecho
patolégico temprano en muchas de las enfermedades neurodegenerativas, como
Parkinson, Alzheimer, Huntington y FRDA, siendo el conductor primario de la
discapacidad funcional de los pacientes, responsable de la progresion clinica y de la
muerte neuronal [63, 64, 67, 68].

Se han descrito diferentes formas de degeneracion axonal, considerando la
localizacion en el axdn y las cinéticas de tiempo, con importantes diferencias en el
mecanismo pero que convergen en algunos puntos moleculares comunes. El
conocimiento riguroso de estas vias y mecanismos moleculares que las dirigen
permitirdan definir nuevas dianas para el desarrollo de una terapéutica
neuroprotectiva, e incluso regenerativa, frente al dafio neuronal agudo y las
enfermedades neurodegenerativas [62, 67].

4.2.1. Degeneracién axonal aguda

La degeneracidn axonal aguda o autodestruccion local del axdn es una desintegracién
axonal rapida al cabo de unas pocas horas de una lesidn traumatica en el SNC. Es un
proceso confinado a 300-400 pum de la zona distal y proximal del axén y ha sido
descrito en médula espinal y nervio éptico. En el momento de la lesién traumatica se
inicia un flujo de Ca** rapido hacia el axén, aumentando la [Ca**]. axoplasmica y
activando a la calpaina, una proteasa dependiente de Ca**, que ejecuta la
fragmentacion del axén. Los primeros cambios a nivel ultraestructural se vuelven
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visibles durante los 30 minutos siguientes a la lesidn y consisten en la condensacion y
pérdida de alineamiento de los neurofilamentos, seguido de la fragmentacion de los
microtubulos, relacionado con la activacién de la calpaina y la via ERK/MAPK que ha
sido sugerida como mediadora molecular. La rapida rotura del citoesqueleto permite
el impedimento temprano del transporte axonal. Los signos indirectos en favor de
esta suposicion son la acumulacion de organulos, en su mayor parte de mitocondria y
vacuolas, formando hinchazones axonales locales que pueden encontrarse
tempranamente. Otra caracteristica ultraestructural de la degeneracion axonal aguda
es la activacion local de la autofagia. La intervencién farmacolégica como la inhibicidn
de los canales de Ca®* en el momento de la lesién y la aplicacion local de inhibidores
de la calpaina y de la autofagia son altamente efectivas en la prevencion de la
degeneracién axonal aguda, pero los efectos a largo término de estos tratamientos
permanecen sin esclarecer [67].

4.2.2. Degeneracion Walleriana

La degeneracién Walleriana o degeneracion axonal inducida por dafio o lesidn fue
descrita por Waller en 1850 en el nervio periférico. Se refiere a una serie de eventos
gue ocurren en los axones distales cuando son separados del soma neuronal por
lesién o transeccidn axonal (Figura 8D). Durante 24-72 horas tras la transeccion, el
axén permanece morfoldgicamente estable y el Unico evento visible es la
acumulacién de materiales en la terminacién proximal del sitio de la lesién, debido a
la interrupcion del transporte axonal. Tras esta fase de latencia se dispara una
secuencia de procesos estereotipados que llevan a la degeneracion y eliminacién de la
porcién distal del axén. El axén sufre una rotura rapida y progresiva, en sentido
anterdgrado, de su citoesqueleto en un todo o nada similar a la degeneracion axonal
aguda, y el reclutamiento de microglia y macrdéfagos permite fagocitar los restos
axonales degenerados y la mielina para su completa eliminaciéon, facilitando la
regeneracién y reparacién [62, 67, 68]. La transeccion o disrupcién fisica del axdn
permite la entrada del Ca’* extracelular y la acumulacién del Ca’'intraaxonal, este
hecho es necesario y suficiente para inducir la degeneracién Walleriana por activacién
de la calpaina que ejecutan la protedlisis de los neurofilamentos y la rotura severa del
citoesqueleto de los axones [54, 62, 63, 68]. El inicio de la degeneracién supone
previamente la sucesién de una serie de eventos. La calpastatina, un inhibidor de las
calpainas, tiene que ser degradado. Cambios en la mitocondria, incluyendo
produccién de ROS y la formacion del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial, preceden y dirigen la degeneracién axonal [63]. La activacion del
sistema ubiquitina-proteosoma (UPS, ubiquitin-proteasome) también es un hecho
temprano que se requiere para iniciar la degeneracién axonal [54].

El descubrimiento de una mutacién espontanea en la cepa de ratén C57BL/WId®, que
expresa la proteina de fusiéon WId>, revelé que esta proteina de localizacién nuclear
enlentecia unas diez veces el proceso de degeneracién Walleriana en el SNP y SNC, lo
gue permitiéd estudiar el mecanismo que subyace en la degeneracion axonal
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Walleriana [67-69]. La proteina mutante WId® es un producto génico quimérico que
contiene el fragmento N70 de la proteina UFD2a/UBE4B y la proteina NMNAT1,
unidas por un dominio de 18 aa, de funcién desconocida [67-69]. El fragmento N70 no
presenta la actividad catalitica de la ligasa ubiquitina UBE4B pero si conserva un
pequeio dominio de 16 aa en el N-terminal que permite la unidn a la proteina
citoplasmatica VCP (Valosin-containing protein). Esta secuencia de 16 aa es muy
importante para la localizacién citoplasmastica y axoplasmica de WId®, si se pierde
este dominio la proteina WId® presenta una localizacién exclusivamente nuclear y se
pierde la proteccién axonal. La NMNAT1es una proteina nuclear que cataliza el ultimo
paso de la sintesis del cofactor NAD* en mamiferos. La actividad protectora de WIid®
radica en la capacidad de sintesis de NAD" por la NMNAT1, y depende del fragmento
N70 que localiza a la proteina WId® en el axdn donde ejerce su actividad protectora
frente a la degeneracidn. Por lo que, tanto el fragmento N70 de la UBE4B como la
proteina NMNAT1 se requieren para la accién neuroprotectora de WId® [63, 67, 69].
La proteina WId® bloquea los cambios de la sefializacién del Ca®* y la produccién de
ROS y del PPTM, implicando la actuacién de la WId® en un nivel muy temprano desde
el momento de la lesién [63].

A nivel molecular no hay interaccion entre la degeneracion Walleriana y la apoptosis.
Ni la sobreexpresion de Bcl-2, ni la inhibicion de BAX o BAK, previenen la
degeneracién axonal en dafio o enfermedad. La activacién de caspasa-3 o sus
productos no es detectable en los axones y la inhibicién de la caspasa no bloquea la
degeneracion Walleriana, por lo que la apoptosis no parece estar relacionada con la
degeneracién Walleriana [68]. Esto se ve confirmado por el hecho de que la proteina
WId® no bloquea la eliminacidn axonal en el desarrollo y no evita la muerte neuronal,
ambos procesos relacionados con caspasas [63].

La degeneracion Walleriana puede ocurrir en SNP y SNC [64]. Los rasgos de la
degeneraciéon Walleriana incluyen desintegracion granular del citoesqueleto,
presencia de ovoides de mielina degenerando, fragmentacién de los axones distales y
en el SNC grandes esferoides axonales [69].

4.2.3. Degeneracion dying-back

La degeneracidn dying-back o degeneracién axonal crdénica es un proceso de
degeneracién axonal descrito por Cavanagh en 1964. Se refiere a una serie de eventos
gue se caracterizan por la degeneracién inicial de las sinapsis y los axones distales que
progresa hacia la zona proximal del soma neuronal en un proceso denominado
degeneracién dying-back o muerte hacia atras. El axdon degenera lenta vy
centripetamente desde la terminacion distal, en ausencia de dafo fisico o quimico
(Figura 8E). La naturaleza y el sitio inicial del dafio son desconocidos y no esta claro si
el proceso comienza en el axén en si mismo o en el soma neuronal [61]. La
degeneraciéon axonal puede preceder a la pérdida de los somas neuronales durante
meses [62, 70]. Las causas que lo originan son variadas e implican una fase inicial de
disfuncidn de la conexidn sinaptica, y/o degeneracidon de las zonas distales del axén,
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seguida de una fase de degeneracidn del axén entero, en sentido retrégrado, y una
fase final de fragmentacidon axonal de forma similar a la degeneracion Walleriana,
incluyendo la formacion de esferoides axonales, el desensamblaje de los microtubulos
y la fragmentacion del citoesqueleto [62, 67, 70]. Los mecanismos bioquimicos que
subyacen en esta forma de degeneraciéon no se conocen del todo pero se han
implicado procesos como la patologia sinaptica, la disfuncidon mitocondrial, el control
pobre de la calidad de la mitocondria, y la disrupcion del transporte axonal como
factores causantes de dying-back en algunas neuropatias periféricas [67, 69].

El dying-back es la forma mas comun de degeneracién axonal descrita en el SNP. Se
encuentra en neuropatias periféricas causadas por dafios téxicos, metabdlicos e
infecciosos, como envenenamiento por acrilamida, neuropatia diabética, alcoholismo,
y SIDA. También en enfermedades neurodegenerativas del SNP como FRDA y del SNC
como esclerosis lateral amiotrdfica (ELA), atrofia muscular espinal, trastorno
espinocerebeloso, Alzheimer, Parkinson, Huntington y enfermedades por priones [54,
62, 64, 67, 70]. Es remarcable cdmo una diversidad de dafios neuronales tan amplia
provoca una neuropatia sensitiva dying-back idéntica, sugiriendo que en funcion de la
naturaleza, la extensidén o el tiempo del dafio, el axén responde de una forma
estereotipada activando el programa de autodestruccién axonal en dying-back, para
desconectarse de sus dianas postsinapticas y conservar sus recursos [61, 64]. Bajo
condiciones neurodegenerativas moderadas hay dos factores que favorecen la
degeneracion distal por dying-back. Estos factores son la distancia axonal de las largas
neuronas periféricas y neuronas del SNC, como ocurre en Alzheimer, Parkinson y
enfermedades de la motoneurona, y la edad o envejecimiento que causa la atrofia de
muchos arboles axonales y exacerba los efectos de los trastornos neurodegenerativos
[69].

En contraste a la degeneracién Walleriana, en la que la localizaciéon y el tiempo de la
lesidn inicial son conocidas y provocan la rapida degeneracion de todos los axones de
un nervio, la degeneracién axonal en las enfermedades neuroldgicas crdnicas
representa un gran reto ya que no se conoce la localizacidn ni el tiempo de inicio del
dafio, no ocurre simultdneamente en todos los axones de un cierto tracto y a menudo
el proceso se extiende en grandes periodos de tiempo antes de la aparicidon de la
sintomatologia [67, 69]. Ademas hay que destacar que en el dying-back el segmento
distal del axdn esta sufriendo una degeneracién sin compartimentalizacidn fisica ya
que, el proceso de eliminacién axonal ocurre al mismo tiempo y en la misma neurona
gue intenta permanecer funcional. Por el contrario, en la degeneracién Walleriana la
propia lesidn axonal compartimentaliza y aisla fisicamente el fragmento axonal que va
a ser destruido [64]. Otro hecho importante en la enfermedades neurodegenerativas
es la diferencia en la sensibilidad a las sefiales activantes de la degeneracion en
distintas ramas axonales de un mismo soma neuronal [63]. Esta diferencia en la
sensibilidad se ha encontrado en ELA y en Alzheimer en las que aparece una
poblacidén de axones resistentes que no presenta degeneracion en respuesta al mismo
estrés. Entender el mecanismo de la degeneracién axonal en cada una de las distintas
enfermedades neurodegenerativas esta limitado por las causas multifactoriales, por la
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diferencia en la velocidad de la neurodegeneracién, por la diferencia de los sitios
clave donde ocurren los eventos patoldgicos y por la diferencia de las respuestas de
los axones vulnerables o resistentes [69].

4.2.4. Degeneracion Wallerian-like

La degeneracion Walleriana y el dying-back difieren en muchos aspectos como las
causas, la direccionalidad, la velocidad, la compartimentalizacidon y la sensibilidad
individual de las neuronas a las sefiales activantes. Sin embargo comparten la fase
final de fragmentacidon axonal, incluyendo la formacidon de esferoides axonales, el
desensamblaje de los microtibulos y la fragmentacién del citoesqueleto. Estas
diferencias han sido interpretadas como evidencias de mecanismos multiples, sin
embargo la informacién emergente converge en vias comunes y demanda el
replanteamiento de los mecanismos de degeneracion axonal y su clasificacion [68].

La sobreexpresién de WId®, que retrasa la degeneracién Walleriana, también evita la
pérdida de axones en algunas neuropatias periféricas, Parkinson y enfermedades de
la motoneurona, sugiriendo que hay un punto comin en el mecanismo de
degeneraciéon dying-back y degeneracion Walleriana [68]. Cuando la degeneracion
dying-back se suprime con la expresién de WId® se caracteriza como degeneracidn
Wallerian-like [63, 69, 71]. Una detallada investigacidon de las enfermedades dying-
back con respecto a los patrones de degeneracién axonal y a la sensibilidad a la
proteina WId® podrian proveer de importantes ideas en el mecanismo que permite las
pérdida de los axones en cada una de estas enfermedades [54].

4.2.5. Modelo de lesion focal

El modelo de lesidn focal replantea y enlaza los dos mecanismos de degeneracion, la
walleriana y el dying-back. Este modelo propone que una o mas lesiones focales
pueden disparar la degeneracién Walleriana en los axones distales mientras que el
axén proximal permanece intacto. La lesion no debe ser necesariamente la
transeccion del axén, ya que un bloqueo del transporte axonal también puede
disparar la degeneracién Walleriana. De esta forma se explicaria porque en el dying-
back la porcidn proximal esta intacta mientras que la degeneracion axonal se muestra
en las terminaciones distales, sin necesidad de inferir que exista una propagacion
retrograda de la degeneracion por un dafio distal primario [68].

El modelo de degeneracidn axonal focal o FAD (focal axonal damage) ha sido descrito
en lesiones de esclerosis multiple, y comienza con el hinchamiento focal del axén
progresando hasta la fragmentacién axonal. Morfoldgicamente se observa al principio
el hinchamiento focal de los axones con acumulacion de organulos y mitocondria
dismérfica y una morfologia andmala de los nodos de Ranvier. Esta hinchazén focal se
acompana de disfuncién del transporte axonal y permite la disrupcién del axén
seguida de una fragmentacién multifocal like-Walleriana del axén. En este modelo se
ha visto que la patologia mitocondrial focal intraaxonal es un signo ultraestructural de
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dafio temprano y precede a los cambios morfoldgicos del axén. Los niveles
aumentados de ROS producidos por los macréfagos en las lesiones inflamatorias
pueden difundir a través de la mielina, inhibir la CTE y favorecer el fallo energético
mitocondrial, actuando como un factor iniciador de FAD. La exposicién continuada a
las ROS y el fallo energético favorecen la dishomeostasis idnica que acumula Na*y
Ca’* intraaxonal, activando calpaina que causan la rotura focal del citoesqueleto
axonal. La neutralizacion de ROS y de especies reactivas del nitrégeno (RNS, Reactive
Nitrogen Species) rescata los axones que tienen iniciado el proceso degenerativo [67,
72,73].

5. La mitocondria y su implicacién en patologia

La mitocondria es un organulo de doble membrana, dindmico y filamentoso, que lleva
a cabo funciones esenciales para la supervivencia celular. Una de las principales
funciones es la produccién de energia necesaria para las actividades bioldgicas y el
crecimiento celular. Pero ademads es un punto clave en la regulacidon del metabolismo
del Ca®" intracelular, de la produccién de estrés oxidativo y de la muerte celular por
apoptosis y necrosis. La mitocondria también estd implicada en la biosintesis de
grupos hemo y de hormonas tiroideas, en el metabolismo de nutrientes y en la
eliminacion del amonio. Por todo ello la mitocondria es un lugar de integracién tanto
de vias metabdlicas como de las vias de sefalizacion de la muerte celular. La
mitocondria responde al estrés metabdlico y genético iniciando las sefiales para
modular la expresién de genes nucleares y dirigir cambios en la funcién celular [74,
75].

Debido a su papel esencial en la energética, el metabolismo y la regulacion de la
muerte celular, principalmente por la produccién de estrés oxidativo, la mitocondria
tiene un papel central en la etiologia del envejecimiento y en la patogénesis de
muchas enfermedades crénicas, especialmente en las enfermedades
neurodegenerativas.

La mitocondria se distribuye preferentemente en las areas neuronales con alta
demanda metabdlica como los conos de crecimiento, los nodos de Ranvier y las zonas
sindpticas. En estas areas la mitocondria aporta el ATP necesario para el crecimiento
axonal, la transmisién del potencial de membrana y la liberacion y recaptacién de
neurotransmisores. El aporte energético de la mitocondria también es fundamental
en el transporte axonal de vesiculas, proteinas y otros organulos neuronales. Incluso
el transporte bidireccional de la mitocondria es interrumpido en puntos concretos del
axon, por extensas pausas de tiempo (dockings) en los que se piensa que hay gran
demanda energética [76].

En una tipica motoneurona espinal o neurona sensitiva del ganglio dorsal muchos de
los retos de los axones estan relacionados con su longitud extrema. Un metro de axén
motor o sensitivo es unas 10.000 veces las dimensiones de su soma neuronal y sobre
10 veces su volumen, por lo que el transporte del material desde el soma, en sentido
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anterogrado, y hasta el soma, en sentido retrégrado, exige de largas distancias. El
aporte energético mitocondrial para cubrir la gran demanda metabdlica tanto en el
soma neuronal, para la sintesis de las macromoléculas que hay que transportar, como
en el axén, para potenciar este proceso de transporte, son puntos clave en la salud
axonal [71].

5.1. Bioenergética mitocondrial y regulacion del estado REDOX de la célula

En las células aerdbicas, la mitocondria interviene en la ultima fase del catabolismo
celular de aminoacidos, glucidos y acidos grasos, que a través de la desaminacién
oxidativa, la glucolisis y la B-oxidacion, respectivamente, convergen en la producciéon
de acetil coenzima A (acetil-CoA). El acetil-CoA, en la matriz mitocondrial, es
transformado mediante el ciclo de krebs o ciclo del acido tricarboxilico (ATC) en
compuestos precursores de otras biomoléculas. Los atomos de hidrdogenos se
incorporan a las coenzimas oxidadas NAD" y FAD", reduciéndolos a NADH y FADH,, y
los atomos de carbono se liberan en forma de CO,. El poder reductor de NADH vy
FADH,, libera los electrones en una serie de cuatro transportadores reagrupados bajo
el nombre de cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones (CTE),
embebida en la membrana mitocondrial interna (MMI), y en ultimo término son
transferidos al oxigeno molecular para formar agua. El acoplamiento de la
transferencia de electrones entre los donadores y aceptores de electrones a través de
la CTE genera un gradiente electroquimico (Ap) a través de la MMI que dirige la
sintesis de ATP, por la ATP sintasa, en un proceso global de producciéon de energia
llamado fosforilacién oxidativa u OXPHOS. Los procesos en la MMI estan
representados en la Figura 9 [31, 74, 75, 77, 78].

La CTE clasica fue descrita por Green and Tzagoloff (1966) como una secuencia
funcional de cuatro complejos enzimdticos dispuestos aleatoriamente en la MMI
impermeable, que se conectan por dos moléculas redox mdviles, el coenzima Q o
ubiquinona (CoQ) y el citocromo ¢ (Cit c). Los cuatro complejos, C, C;, C,y Cv se
componen de numerosas subunidades proteicas, unas codificadas por genes
nucleares y otras por el DNA mitocondrial (mtDNA), con la excepcion del C, que es
totalmente nuclear. También se componen de grupos prostéticos como FAD y FMN de
las flavoproteinas, de grupos hemo de los citocromos y de centros Fe-S y centros Cu.
La entrada principal de electrones se realiza en los C, y C,.. Los grupos protéticos son
los encargados de realizar la transferencia de los electrones a lo largo de la CTE. Por
esta razoén los centros Fe-S son esenciales para la actividad de los C,, C, y C;; de la CTE.
Su biosintesis e incorporacion a las proteinas es un proceso complejo que requiere de
numerosos factores incluyendo proteinas ensambladoras, como ISCU y NFU1, cistein
desulfurasas, como ISCS, y donadores de hierro y chaperonas como la frataxina [31].
Los grupos hemo, presentes en los citocromos a, b y ¢, son esenciales para la actividad
de los C; y Cyy de la CTE. Los centros de Cu son esenciales para la actividad del Cy, ya
gue aceptan los electrones del Cit ¢ y forman parte del centro activo donde el O, se
reduce a H,0.
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La MMI contiene cantidades pequefias de otras flavoproteinas con actividad
transferidora de electrones (ETF, electron transfer flavoprotein). Las ETF transfieren
los electrones directamente al CoQ y de forma independiente a los C; y C,. Las mas
importantes son la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial (G3PDHm) que
forma parte de una importante lanzadera para la oxidacién del NADH citosélico que
proviene del ciclo de Krebs y la ETF y la ETF ubiquinona reductasa (ETF:QOR), que
recogen los electrones de los acidos grasos rotos en la B-oxidacion en la matriz
mitocondrial a través de la acil-CoA deshidrogenasa (acil-CoA DH) [78-80].

Los complejos se asocian en supercomplejos o respirasomas que supone una ventaja
cinética, ademas de tener un papel en la estabilidad y el ensamblaje de los complejos
individuales y en la prevencién de la formacién ROS [77, 79, 80].

En los C, C, y Cy de la CTE la diferencia del potencial redox que se genera por el
transporte de electrones permite la traslocacién de protones (H*) hacia el espacio
intermembrana, con la excepcion del C,que no genera traslocacién de H'. Segun la
teoria quimiostatica, propuesta por Mitchel en los 60, el gradiente de concentracion
de protones sirve como almacén de energia que dirige la formacion de ATP, es la
fuerza protonmotriz (Ap) o potencial quimiosmatico. La fuerza protonmotriz (Ap) es el
resultado de la contribucién de la diferencia de concentraciéon de protones (ApH,
potencial quimico) y de la diferencia de carga eléctrica (A, o potencial eléctrico)
generados a través de la MMI impermeable. La mayor contribucidon a la fuerza
protonmotriz (Ap) la realiza el Ay, y por ello se utiliza el término Ay, o potencial de
membrana mitocondrial (PMM) para referirse a la fuerza protonmotriz (Ap).

El A, es el punto central que regula la entrada de electrones a la CTE y la produccién
de ATP. A mayor Ay, menor proporcién de transporte de electrones. Para una
correcta produccidn de ATP los valores de Ay, deben estar comprendidos entre -100
mV y -150 mV. Bajo condiciones fisiolégicas, sélo la deprivacidn de sustrato NADH o
FADH,, puede limitar y disminuir la generacién del Ay, disminuyendo la generacion de
ATP [77, 81].

La ATP sintasa o C, consume el gradiente de H' o Ay, para sintetizar ATP y devuelve
los H" a la matriz mitocondrial. Estd compuesta de tres fragmentos: FO, localizado en
la MMI que acttia como canal de los H*; F1, que protruye hacia la matriz mitocondrial
y sintetiza ATP en las subunidades a y B una vez han pasado los H; y la proteina b2
que conecta los fragmentos FO y F1 y que le confiere sensibilidad a la oligomicina
(OCSP, Oligomycin sensitivity-conferring protein).

Aquellas situaciones que disminuyen la generacion del A, provocan la disminucion
de la produccion de ATP por la ATP sintasa. Las situaciones que disminuyen la
generacion del Ay, son variadas, como p. ej.: el déficit de actividad de los complejos
de la CTE, el dafio de la MMI que hace que aumente su permeabilidad y se produzca
la fuga de H" a su través o el uso de desacopladores (p. ej.: CCCP) que transportan los
H* unidos y atraviesan la MMI. Estas situaciones que disminuyen la generacién del
Ay, provocan que la ATP sintasa actle de forma reversa como una hidrolasa de ATP
o ATPasa, hidrolizando el ATP citoplasmatico y liberando la energia en forma de calor
[74, 81].
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El AU, influye a su vez sobre procesos mitocondriales como son la permeabilidad de
la MMI, la distribucién del Ca®* celular y la produccién de ROS. Ay, altos
(hiperpolarizacion mitocondrial) favorecen el aumento exponencial de la formacién
de ROS y de la permeabilidad de la MMI a los H* (desacoplamiento de la OXPHOS).
Ay, bajos (despolarizacion mitocondrial) disminuyen la capacidad recaptadora de
Ca’* de la mitocondria, debido a la pérdida de la carga negativa en el interior de la
matriz mitocondrial, que ejerce de gran fuerza termodinamica en favor de la
acumulacidn de cationes [82]. Por lo tanto, el Ay, es el punto central que controla la
capacidad de la mitocondria para generar ATP, generar ROS, generar calor, importar
el Ca** citosdlico e importar proteinas [31, 81]. La formacién de ATP, la formacidn de
ROS vy la capacidad tamponadora de Ca®* de la mitocondria estan estrechamente
interrelacionadas por su comun dependencia con el Ay,. Pero a la vez, esta
dependencia es reciproca, ya que todos ellos son capaces de influir directamente en
el correcto mantenimiento del Ay, [81].

Durante el transporte de los electrones a lo largo de la CTE se originan intermediarios
reducidos del oxigeno como el anién superéxido (0,”), el anién peréxido (0,%) v el
radical hidroxilo (OH:), también llamados ROS, que se mantienen fuertemente unidos
hasta su completa conversion en agua en el Cy. Hay al menos ocho sitios capaces de
producir cantidades considerables de ROS en la mitocondria (Figura 9) [83].

Un reducido porcentaje de estas ROS escapa de la CTE y son neutralizadas por un
eficiente sistema de defensa antioxidante compuesto por: 1) superdxido dismutasas
(SODs), como la MnSOD mitocondrial y la Cu-ZnSOD citosdlica; 2) catalasas (CATs); 3)
glutation peroxidasas (GPXs); 4) glutation o GSH mitocondrial; 5) peroxirredoxinas
(Prxs); 6) tiorredoxinas (Trxs); 7) citocromo ¢ oxidado; 8) Vitamina E (alfa-tocoferol) y
9) vitamina C (ascorbato) [31, 74, 77, 83]. Las reacciones enzimaticas de detoxificacion
de estos sistemas estdn representadas en la Figura 9.

Un exceso de producciéon de ROS, que supere la actividad de los sistemas de
detoxificacidn, puede generar un dafio oxidativo e incluso puede generar nuevas
especies con mayor poder oxidativo. Es el caso del H,0, un oxidante moderado que
puede causar dafios oxidativos por si solo o puede convertirse, en presencia de Fe?*y
Cu® mediante la reaccion de Fenton, en el altamente reactivo radical hidroxilo OH-. O
el caso del 0,", que puede reaccionar con el 6xido nitrico (NO) y generar el
peroxinitrito (ONOQ’), un potente oxidante [74].

Un aumento de la tasa de respiracion mitocondrial, un aumento del Ay, y defectos
en la CTE aumentan la liberacién de ROS [74, 77, 81]. A nivel celular, el efecto dafiino
de la sobreproduccion de ROS ocurre a través de la degradacion oxidativa de
proteinas, lipidos y DNA, resultando en una condicién conocida como estrés oxidativo.
La producciéon de ROS disocia los supercomplejos, promoviendo la disfuncién
mitocondrial, y causa dafios en el mtDNA, pudiendo alterar las subunidades de los
complejos codificadas mitocondrialmente, promoviendo la disfuncion mitocondrial.
Todo ello lleva a la formacién de mas ROS, mas estrés oxidativo y mayor fallo
energético, en un circulo vicioso de dafo oxidativo. Unos niveles excesivos de ROS
provocan una disminucién del Ca** mitocondrial y pueden disparar la muerte celular
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programada o apoptosis por apertura del poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial (PPTM) que libera factores proapoptoticos [77, 82].
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Figura 9. Representacion del sistema global OXPHOS y otras flavoproteinas transferidoras de
electrones.

Se representan dispuestos en la MMI los complejos de la CTE, Complejo | (C;) o NADH-CoQ reductasa, el
Complejo 1l (C,) o succinato-CoQ reductasa; Complejo Il (Cy,) o ubiquinol-citocromo ¢ reductasa y
Complejo IV (Cy) o citocromo ¢ oxidasa. CoQ y Cit ¢ son las moléculas moviles que conectan los
complejos. Se representan las entradas alternativas de electrones a través de la G3PDHm y de la ETF y la
ETF:QOR. La linea continua azul representa el flujo de electrones a través de los grupos prostéticos de la
CTE. La linea sélida roja presenta la traslocacién H™ al espacio intermembrana que genera el Ay, 0
potencial de membrana mitocondrial (PMM), haciendo el interior de la matriz mitocondrial negativo. Se
representa el Complejo V (Cy) o ATPsintasa, la sintesis de ATP y su transporte a través de ANT o
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intercambiador de nucleétidos adenina ATP/ADP. La FUGA de H' y las UCP o proteinas desacopladoras
representan dos situaciones que consumen el gradiente de H* de forma secundaria al C, disminuyendo el
A, v la sintesis de ATP. El relampago rojo representa los sitios de la CTE en los que se produce el 0," o
anién superdxido. En el recuadro rojo se representan los sistemas antioxidantes que detoxifican el 0, a
H,0,0 perdxido de hidrégeno y agua. Las enzimas detoxificantes son MnSOD o manganeso superoxido
dismutasa, catalasa, sistema GPX/GSH o glutarredoxina/glutation y el sistema PRX/TRX o
peroxirredoxina/tiorredoxina. Los circulos rojos representan las ROS que pueden formarse: O, , H,0,,
ONOO o peroxinitrito y OH o radical hidroxilo [79, 83].

5.2. Regulacion de OXPHOS y produccién de ATP

La produccién de ATP se regula fisioldgicamente por la demanda energética celular y
por los niveles de Ca®* mitocondriales. Ambos mecanismos necesitan un adecuado
Ay, siendo el C el responsable de los cambios adaptativos y fisioldgicos en la
eficiencia de la OXPHOS.

El factor que determina la velocidad de la OXPHOS o tasa de respiracion (cantidad de
Pi incorporado en el ATP/cantidad de O, consumido) es el estado energético de la
célula, determinado por los niveles de ADP. Bajo condiciones fisioldgicas la actividad
respiratoria mitocondrial se alterna entre los estados energéticos 3 y 4, definidos por
Chance and Williams. El estado 4 o de reposo se da cuando la carga de energia en las
células es alta y los niveles de ADP son bajos. Esta situacion limita el transporte de
electrones en el C, la tasa de respiracion es lenta y no se produce ATP. Aln asi, el A,
es alto porque no se consume en la sintesis de ATP. El estado 3 o activado por ADP se
da cuando la carga de energia en las células es baja y los niveles de ADP son altos.
Estas condiciones fisioldgicas estimulan al C, que aumenta el transporte de electrones
incrementandola tasa de respiracién y produciendo mayor cantidad de ATP para
responder a las demandas energéticas. El A, es bajo porque se consume en la
sintesis de ATP [77].

La sefializacién por Ca** originada en el citoplasma por estimulaciones fisioldgicas,
causa una sobrecarga de Ca’* citosdlico que se acumula rapidamente en la matriz
mitocondrial utilizando el A,,. Este incremento del Ca®* en la matriz mitocondrial
modula la actividad de distintas enzimas que regulan directa o indirectamente la
bioenergética mitocondrial. El aumento del Ca®>" mitocondrial activa via fosforilacién 3
deshidrogenasas del ciclo de Krebs que activan la produccidon de ATP, activa quinasas
que fosforilan al C, para activar la CTE y activa fosfatasas que defosforilan al Cy, e
impiden su inhibicidn alostérica por ATP. Estos tres niveles de regulacidon por el
aumento del Ca** mitocondrial hacen que se aumente la produccién de ATP para
adaptar el metabolismo aerdbico al aumento de los requerimientos de la célula
activa. Inversamente, unos niveles bajos de Ca** mitocondriales hacen que las
fosfatasas defosforilen e inactiven el C, disminuyendo la produccién de ATP, que
incluso pueden llevar hasta el fallo energético [81, 82, 84].

Déficits de subunidades proteicas de todos los complejos, pero especialmente del C,
son la causa de multiples enfermedades por fallo energético y estrés oxidativo. Asi
pues, se ha propuesto al C, como una pieza clave en la regulacion de la bioenergética
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mitocondrial, controlando tanto la eficiencia de la OXPHOS como la tasa de consumo
de oxigeno [77].

Como ya hemos visto la OXPHOS estd estrechamente relacionada con la produccion
de ROS (pérdida de los supercomplejos), la integridad de las membranas
mitocondriales (disipacion del A,,), la apoptosis (apertura del PPTM) y los niveles de
Ca’* mitocondriales (activacion de la produccién de ATP) [77, 81].

5.3. Apoptosis

La mitocondria juega un papel central en la regulacién de la muerte celular,
incluyendo apoptosis y necrosis. Cuando un estimulo apoptético alcanza la
mitocondria se produce el ensamblaje de los componentes del poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial (PPTM), que en condiciones fisioldgicas estan dispersos
realizando distintas funciones como VDAC, ANT y ciclofilina D. Este poro permeabiliza
las MMI y MME vy disipa el Ay, con la consiguiente disminucidn en la produccion de
ATP y el hinchamiento de la mitocondria debido a la entrada de agua. Esto provoca la
rotura de la MME y la liberacion del contenido del espacio intermembrana al citosol.
El factor liberado mds importante es el Cit ¢, y a que facilita la formacion del
apoptosoma y la activacién de la caspasa-9 iniciadora de la cascada de apoptosis, que
llevara a la célula a la muerte.

La alteracion de las sefiales de Ca®* que alcanzan a la mitocondria en asociacion con
diferentes condiciones patoldgicas, como el estrés oxidativo, pueden inducir una
profunda alteracion de la estructura de los orgdnulos y su funcion y llevar a la célula a
la muerte [85]. Un aumento del Ca®* citosdlico sostenido en el tiempo provoca la
saturacion de la concentracién mitocondrial del Ca®* que activa la formacién del PPTM
para la salida del Ca** de nuevo al citosol, la mitocondria se hincha y se activa la
apoptosis [82]. Condiciones de estrés oxidativo estimulan la liberacién del Ca®* de la
mitocondria por colapso del A,y la apertura del PPTM.

Pero también existen factores, como son las proteinas de la familia Bcl-2, que regulan
la formacion y apertura del PPTM impidiendo la entrada en apoptosis. Bcl-2 inhibe Ia
formaciéon del PPTM estabilizando la membrana mitocondrial, aumentando la
capacidad tamponadora de Ca®"y protegiendo al Ay, de diversos estimulos [81].

5.4. Autofagia

Una mitocondria defectuosa en la que la sintesis de ATP esta comprometida comienza
a producir grandes cantidades de ROS vy libera proteinas que participan en las vias de
muerte celular. Las células han desarrollado un mecanismo de defensa frente a la
mitocondria aberrante que puede causar dafio a la célula. Este mecanismo implica el
secuestro selectivo y la subsiguiente degradacion de la mitocondria disfuncional antes
de que cause la activacién de la muerte celular. Esto ocurre a través de un proceso
conocido como autofagia mitocondrial o mitoautofagia [86].
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La autofagia es una via de degradacién celular esencial para la neurona, con gran
implicacion en el mantenimiento de proteinas y mitocondrias saludables. Las
proteinas y mitocondrias dafiadas son ubiquitinadas para su degradacién. La proteina
p62 reconoce la senal de ubiquitinas en la mitocondria y se une al LC3 para formar el
autofagosoma (Figura 10).

A Autophagy Adaptors

P62 ) \

Figura 10. Renovacion de la mitocondria via adaptadores de la autofagia.
La proteina p62 interacciona con las proteinas ubiquitinadas de la mitocondria. El complejo es atado al
autofagosoma a través de la interaccién entre p62 y LC3. Adaptado de Kubli y Gustafsson (2012) [86].

En la neurona sensitiva el flujo autofagico depende de forma conjunta de la
biogénesis, de la maduracidon y de la dinamica del autofagosoma, implicando un
proceso espacial y temporalmente regulado a lo largo del axén (Figurall). La
formacion del autofagosoma ocurre en la zona distal y se transporta retrogradamente
hacia la zona proximal del soma, donde los lisosomas son mas prevalentes, para
formar el autofagolisosoma y catalizar la degradacion del contenido del
autofagolisosoma [87]. La induccién del flujo autofagico normalmente se acompaiia
de una elevacion de los niveles de LC3Il y una reduccién de los niveles de p62. Sin
embargo, cuando el flujo autofagico no es correcto, se acumulan intermediarios de la
autofagia como p62 y vacuolas parecidas a los autofagosomas vy
autofagosomas/autolisosomas [87, 88]. La acumulacién de intermediarios de la
autofagia se observa frecuentemente en axones distréficos y en esferoides axonales
en modelos de dafio neuronal y en muchos tipos de enfermedades
neurodegenerativas. Se acumulan junto con proteinas agregadas y citoesqueleto
colapsado, y son indicativos de un fallo de la autofagia y de un fallo en el transporte
axonal [88, 89].

Defectos en el transporte axonal y/o en la autofagia son suficientes para inducir
neurodegeneracion, ya que tanto el trafico de la mitocondria como su degradacion
son importantes para el mantenimiento de la salud neuronal y mitocondrial [91]. En
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Huntington y ELA se ha descrito
gue tanto un defecto en la autofagia como un exceso de induccion de la autofagia
causan degeneracién axonal, por desequilibrar la homeostasis de proteinas vy
membranas [88, 90].

35



Introduccion

Key:
Phagophore . Late endosome/lysosome s Microtubule + Robust retrograde

.+, Cytosol and other . Autolysosome A Dynein—dynactin  : & Moderate anterograde
cytopiasmic material ‘,:',: Released biomolecules «w» Kinesin ¥ Aggregate

> ’

¥ Autophagosome # Insults

Figura 11. Biogénesis, maduracion y dinamica del transporte autofagosomas y autolisosomas en
axones sanos y degenerados.

A) Bajo condiciones normales los autofagosomas se forman en los finales distales de los axones sanos. Se
vuelven acidificados (maduros) e inician un transporte retrégrado a lo largo del axén que es dependiente
de los microtubulos y del complejo dineina/dinactina. En los autofagosomas maduros o autolisosomas se
inicia la degradacion proteolitica de los sustratos autofagicos. B) Tras determinados dafios neuronales los
autofagosomas aumentan excediendo la capacidad de aclaramiento. Como resultado, los
autofagosomas/autolisosomas se acumulan en los esferoides axonales, en los que también se detectan
agregados de proteinas y citoesqueleto colapsado. Adaptado de Yang y colaboradores (2013) [89].

5.5. Homeostasis del calcio

La sefializacién por Ca’®* es un mecanismo esencial de la transduccién de sefiales
celulares que ocurren a través de una serie de oscilaciones de la concentracion del
Ca’* citoplasmatico, [Ca®'].. Estos cambios en la [Ca®']; regulan, en una escala de
tiempo desde milisegundos a dias, muchas de las funciones de células especializadas
como contraccion muscular, secrecion hormonal, diferenciacion y proliferacién
celular, transcripcion, migracién y apoptosis. La regulacién en la [Ca®']; viene dada por
un patrén espaciotemporal, donde cada evento unitario son microdominios de Ca**
generados por la apertura de los canales de Ca** de la membrana plasmatica (MP) y/o
de los canales de liberacién de Ca”* del reticulo endopldsmico (RE) [85, 90, 91].
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Los canales de calcio de la MP son de cuatro tipos: VOC (Voltage-gated Ca** channel),
ROC (Receptor-operated Ca** channel), SOC (Store-operated Ca** channel) y TRPC
(Transient receptor potential canonical channels).

En las células excitables la entrada de Ca® se realiza principalmente a través de los
canales de Ca’* voltaje dependientes (VOC) de la MP para generar y propagar el
impulso nervioso, pero también a través de los canales de Ca** operados por
receptores (ROC), que median la entrada de Ca’" en respuesta a la activacion de los
receptores acoplados a proteina Gq/11 (GPCR, G protein coupled receptor).

En las células no excitables la entrada de Ca®* se realiza a través de los ROC y/o de los
canales operados por almacenes (SOC), que median la entrada de Ca®* en respuesta a
la deplecién de Ca*" del RE en un proceso denominado SOCE (Store-operated calcium
entry).

Aunque el SOCE se describid en células no excitables numerosos estudios recientes
han establecido la existencia de SOC y SOCE en células neuronales también [84, 91].
Los canales ROC, SOC y el mecanismo SOCE, encargados de la sefializacién por Ca**
intracelular, estdn representados en la Figura 12. Bajo condiciones fisiolégicas la
entrada de Ca”* a través de los canales ROC y SOC ocurren mediante la sefializacién de
PLCB y PLCy/IP3. La unidn del ligando, p.ej. neurotransmisores, al GPCR activa a la
fosfolipasa C B (PLCB) que produce los segundos mensajeros inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). El DAG activa los canales TRPC para la entrada de Ca*
extracelular, actuando como un ROC o canal operado por receptores. El IP3 dispara la
liberacion de Ca® del RE al citosol, a través de los receptores de IP3 (IP3R). El vaciado
de los almacenes de Ca** del RE induce la apertura de los canales de Ca** tipo SOC de
la MP vy la entrada de Ca®* desde el medio extracelular. Este flujo de Ca** permite el
rellenado de los almacenes del RE mediante el mecanismo llamado SOCE [85].

Los efectores del SOCE son STIM1, Orail y SERCA. STIM1 es el sensor de Ca** del RE y
Orail es la subunidad formadora del poro del canal SOC en la MP, o también llamado
canal CRAC (Ca**-release-activated Ca’’). Cuando el RE se vacia de Ca®* STIM1
oligomeriza y migra a las uniones RE-MP para interaccionar con Orail y abrir los
canales SOC que permiten la entrada del Ca**. El rellenado del RE es efectuado por la
bomba SERCA (Sarco(Endo)plasmic Reticulum Calcium ATPase) y permite el rellenado
supereficiente de los almacenes de Ca** del RE con el Ca®** entrante. El correcto
rellenado de los almacenes es totalmente necesario para asegurarnos una adecuada
respuesta en el siguiente estimulo. La inactivacion del canal SOC se produce
principalmente cuando los niveles de Ca®* alrededor del canal se incrementan, mas
que por la sobrecarga de Ca’* en toda la célula, y depende de STIM1 y de la unién de
la calmodulina a Orai.
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Figura 12. Entrada de ca® operada por receptores (ROC) y operada por almacenes (SOCE) y su
implicacion en las funciones neuronales.

A la izquierda del dibujo se observa que la activacion de los receptores GPCR y TK de la MP resulta en la
generacién de los mensajeros celulares IP3 y DAG. DAG activa la entrada de Ca’* a través de los ROC o
TRPC. El IP3, a través del IP3R del RE, vacia los almacenes de Ca®" del RE. El vaciado de los almacenes
provoca la activacién de la via STIM1-Orail que permite la entrada de Ca®" a través de los SOC o CRAC. El
flujo de Ca® entrante sirve para rellenar el RE de Ca®™, a través de la bomba SERCA, completando el
proceso del SOCE. Ademas el aumento de la [Ca2+]i también sirve como sefializador para regular
funciones neuronales. Adaptado de Groschner y colaboradores (2012) [85].

El SOCE fue originalmente propuesto como un mecanismo para asegurar el rellenado
de los almacenes intracelulares después de cada evento de liberacién de Ca*',
esencial para la integridad funcional y la supervivencia celular. Pero recientemente ha
emergido la idea de que el flujo de Ca®* por SOCE también se puede propagar por el
citoplasma y entrar a organulos como la mitocondria o el nucleo, actuando como una
via de sefializacién que modula funciones neuronales tan importantes como el
crecimiento, la diferenciacién, la regulacién génica, la guia axonal y Ia
neurotransmisién. Alteraciones en el SOCE estan envueltas en la patogénesis de
muchas enfermedades como inmunodeficiencias, autoinmunidad, alergia, miopatia
congénita, enfermedad inflamatoria y en trastornos neuroldgicos [84, 85, 91].

La mitocondria es esencial en la homeostasis celular del Ca®* debido a que aporta el
ATP necesario para el transporte activo primario del Ca** y debido a que tiene una
gran capacidad de recaptacion del Ca®* citosdlico. El aumento de Ca** en la matriz
mitocondrial activa la bioenergética mitocondrial para proveer la energia requerida
por las demandas celulares. Por ello la mitocondria se acumula en los sitios de la
célula donde el consumo de ATP y la [Ca®']; son altos [81].
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La entrada de Ca®* a la mitocondria se realiza a través de los transportadores: canal
aniénico dependiente de voltaje (VDAC, voltage-dependent anion channels) en la
membrana mitocondrial externa (MME) y uniportador de Ca®*" mitocondrial (MCU,
mitochondrial calcium uniporter) en la MMI. La salida de Ca®* de la mitocondria tiene
lugar por dos intercambiadores de la MMI: el intercambiador Na*/Ca** mitocondrial
(mMNCX, mitochondrial Na'/Ca** exchanger) y el intercambiador H'/Ca®* (mHCX,
mitochondrial H'/Ca**). La mitocondria tiene una gran capacidad recaptadora del Ca**
debido a la alta capacidad de la MCU para introducir el Ca*" citosdlico en la
mitocondria, al A, y a la habilidad de los fosfatos inorgénicos para quelar el Ca** en
la matriz mitocondrial (Figura 13) [82, 85].

El SOCE es un proceso enormemente dependiente de la mitocondria, debido al aporte
de ATP e intermediarios metabdlicos, pero principalmente debido a su capacidad de
recaptacion del Ca**. La mitocondria secuestra el Ca®* que esta entrando en el proceso
de SOCE, impidiendo que este Ca®" autoregule los canales SOC y se inactiven. Por lo
tanto, la recaptacion de Ca®* mitocondrial parece ser la clave por la que el proceso de
SOCE es prolongado por la mitocondria. Ademas la mitocondria vuelve a sacar todo
este Ca’* que esta recaptando a través del intercambiador Na*/Ca**mNCX, que al estar
pegado a las bombas SERCA del RE, hace que parte de este Ca*" mitocondrial sirva
para rellenar el RE (Figura 13).
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Figura 13. Implicacion de la mitocondria en la sefializacién por ca® transorganulos después de la
liberacién intracelular del Ca** por IP3 y del SOCE.

Las flechas negras indican los movimientos de ca” bajo condiciones fisiolégicas en respuesta a la
estimulacién con GPCR, que a través del IP3 se produce el vaciado de Ca’* del RE y la activacién del SOCE.
La mitocondria tampona el aumento del Ca® citosélico mediante MCU tras la salida de Ca** del RE yenla
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reentrada de Ca’* mediante el SOCE, permitiendo la prolongaciéon del SOCE. Ademds la mitocondria
vuelve a sacar el Ca2+, que ha recaptado en el SOCE, a través de la NCX permitiendo un rellenado de los
almacenes de RE de Ca®". Las lineas rojas remarcan procesos patoldgicos que causan una excesiva
produccién de ROS mitocondrial, como p.ej. el déficit de frataxina, que a su vez alteran la homeostasis
del Ca** en el resto de organulos causando una disfuncién neuronal. Adaptado de Groschner y
colaboradores (2012) [92].

Por lo tanto, el SOCE es un proceso enormemente dependiente de una mitocondria
no comprometida. La despolarizacion mitocondrial atenua la capacidad de
recaptacion de Ca®" y consecuentemente provoca la inhibicién prematura del SOCE,
pudiendo comprometer las respuestas celulares normales [85]. Se ha descrito en
pacientes con defectos en el C, de la CTE que presentan una disminucién del Ay, y de
la produccién de ATP, junto con una disminucién de la recaptacién de Ca®* por la
mitocondria [93]. El estrés oxidativo también provoca una disminucion del Ca®*
mitocondrial [82] y ademas puede dafiar las cisteinas reactivas de STIM1 y Orai,
comprometiendo la maquinaria del SOCE [90]. Un SOCE defectuoso puede disminuir
las [Ca®']; y vaciar los almacenes intracelulares de Ca**, disminuyendo la sefializacién
de funciones neuronales tan importantes como la transmision sindptica, la plasticidad
neuronal, el crecimiento axonal y la regulacidn génica [85, 94].

6. Receptores acoplados a proteina G (GPCR) y proteinas G

Los GPCR son una gran familia de receptores transmembrana, compuesta por unos
1000 miembros, y median las respuestas fisioldgicas a multitud de ligandos como
hormonas, factores de crecimiento, neurotransmisores y estimulos sensitivos, como
el olor y la luz. Por lo que estan implicados en procesos fisioldgicos tan importantes
como la transduccion sensitiva, la comunicacion célula-célula, la transmision neuronal
y la sefializacién hormonal. Los GPCR perciben multitud de sefiales extracelulares y las
transducen a las proteinas G, las cuales a su vez las transducen a los efectores
apropiados. De esta forma la sefal primaria o estimulo extracelular se transporta al
interior de la célula a través de wuna triple transduccién de la sefial
receptor/transductor/efector. Esta sefializacion a través de los GPCR es altamente
modulable y depende del contexto celular [95].

Todos los GPCR interactian con la proteina G heretotriméricas (GaPy) que se
componen de tres subunidades alfa, beta y gama. La unién del ligando al GPCR le hace
cambiar de conformacién y permite el cambio de GDP a GTP en la subunidad Ga, la
cual se activa y se separa del dimero GBy. Cuando ambas subunidades estan libres
activan sus efectores via abajo. Después de la propagacién de la sefial la propia
subunidad Ga-GTP hidroliza el GTP a GDP para inactivarse y reasociarse con el dimero
GPBy, para formar el complejo heterotrimero inactivo (Figura 14) [95].
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Hay cuatro tipos de subunidad Ga y cada una activa una determinada via de
sefializacién: i) Gas que activa a la adenilato ciclasa (AC) para aumentar los niveles de
cAMP y activar a la proteina quinasa A (PKA); ii) Gai que inhibe la AC y disminuye el
cAMP, pero también se asocia con el dimero GBy para abrir canales de K*; iii) Gaq es
una familia multigénica compuesta por 4 genes: Gnaq, Gnall, Gnal4, Gnal5. Todas
activan a la fosfolipasa C beta (PLCB) que aumenta IP3 y DAG para movilizar los
almacenes de Ca®' intracelulares y activar a la proteina quinasa C (PKC),
respectivamente; iv) Gal2 y Gal3 que activan a la familia Rho.

Las proteinas GPBy son reguladoras negativas de la actividad de la subunidad Ga,
aunque también pueden activar directamente a la PLCP y canales idnicos de la MP.

Las subunidades Ga y GBy a través de la activacién de los efectores como canales
idnicos, AC, guanilato ciclasa (GC) y PLCB producen la activacion de los segundos
mensajeros como Ca”*, cCAMP, cGMP e IP3 y DAG. A partir de aqui la transduccién de
la sefal puede ser regulada por las proteinas quinasas (PK) y las fosfolipasas (PL) en el
citoplasma. Las dianas de la sefial pueden ser enzimas, receptores intracelulares,
vehiculos de transporte especial y factores de transcripcion, los cuales controlan en
Ultimo término la expresién génica [95].

La desensibilizacién del sistema de sefializacién acoplado a proteina G puede implicar
el propio receptor, la proteina G asociada con el receptor y/o el efector.

Las proteinas Gaq y GPy sefializan a través de la activacion de PLCB/DAG-IP3/PKC. Hay
tres isoformas de PLCB y todas ellas hidrolizan el fosfatidilinositol 4.5-bifosfato (PIP2)
produciendo dos segundos mensajeros, IP3 y DAG. El DAG activa la PKC implicada en
funciones de regulacién y el IP3 moviliza los almacenes de Ca** intracelulares. El Ca**
movilizado, a su vez, también activa a la PKC. La PKC es una quinasa especifica de
serina y treonina, que fosforila una amplia variedad de proteinas en funcién del GPCR
activado. La familia PKC es muy amplia y cada miembro de la familia tiene un perfil de
expresion con una funcién distinta.

La proteina Gas sefializa a través de la activacion de la AC/cAMP/PKA. La activacién de
la AC aumenta los niveles de cAMP y éste activa a la PKA al disociar los dimeros de las
subunidades reguladoras de las subunidades cataliticas libres de la PKA. Las
subunidades cataliticas libres de la PKA transducen la sefial del cAMP a través de la
fosforilacién de diferentes proteinas diana. Como por ejemplo a través de la
fosforilacién del factor de transcripcion CREB que hace que se una a un motivo o sitio
de unién llamado CRE (cAMP response elements) y aumenta la transcripcion de genes
como c-fos, BDNF y neuropéptidos.

41



Introduccion

a G protein-mediated signalling by GPCRs
(- Agonist lon—o @
¥ GPCR -1

channel I

Plasma

membrane
\

v
—

PKA RhoA [PKC] [Tca

Figura 14. Mecanismos candnicos de la sefalizacién GPCR.

Arriba a la izquierda podemos ver cémo la unién del agonista al receptor GPCR cambia su conformacidn,
permitiendo la interaccién con las proteinas G heterodiméricas y provocando la disociacion de las
subunidades Ga (circulo rosa) y GBy (circulo rosa claro). Hay multiples subtipos de subunidad Ga,
incluyendo Gas, Gai, Gaq y Gal2/13 (circulo rosa) que se unen y regulan la actividad de efectores como
la AC, PLCB y RhoGEF (recuadro morado). Esta modulacién de los efectores directamente o por la
generacion de segundo mensajeros como cAMP, DAG o IP3 (recuadro azul), modulan otros efectores mas
abajo como la PKA y PKC (recuadro verde). La subunidad Gy (circulo rosa claro) puede regular ciertos
efectores como canales idnicos de la MP y efectores como la PLCB (recuadro morado). Adaptado de
Ritter y Hall (2009) [96].

6.1. Familia B o de clase Il de GPCR

La familia B o de clase Il de GPCR juegan un papel central en la regulacion de la
funcién y la plasticidad de los circuitos neuronales en el SN y en la regulacién de la
supervivencia neuronal. Estan implicados en la transmisidn sindptica y plasticidad, en
el comportamiento, aprendizaje, memoria, emociones y en las funciones motoras y
sensitivas. Muchos de los neuropéptidos que activan los GPCR de tipo Il, como
secretina, GLP-1 y GLP-2, GHRH, PACAP, CRH, VIP, PTH y péptidos relacionados con
calcitonina, promueven la supervivencia neuronal por aumento de la resistencia
celular a los dafios oxidativos, metabdlicos y excitotdxicos. Por todo ello la
sefializacién por GPCR de tipo Il ha sido relacionada con la patogénesis de condiciones
neurodegenerativas como infarto y enfermedad de Alzheimer, Parkinson vy
Huntington [97].
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Especialmente el polipéptido activador de la adenilato ciclasa o PACAP ha sido
descrito recientemente como un péptido bioactivo pleiotropico que se distribuye
ampliamente en el SNC y SNP y actia como neurotransmisor, neuromodulador y
factor neurotrdfico a través de tres receptores PACIR, VPAC1 y VPAC2. El receptor
PAC1R actua como receptor selectivo de PACAP y activa las dos vias de sefalizacidn
Gas/AC/cAMP y Gag/PLCB/IP3 (Figura 15).

La expresion de PACAP aumenta después de un dafio en las neuronas periféricas,
predominantemente en las propioceptivas, para promocionar su efecto
neuroprotectivo y neuritogénico [98-100]. Y el tratamiento con PACAP en modelos de
patologias del SNC como isquemia cerebral, Parkinson y Alzheimer consigue
reproducir este efecto neurotréfico y neuroprotectivo [101].

Hay que destacar que la activacion mitocondrial juega un papel muy importante en
esta induccién del crecimiento neuritico que ejerce el PACAP a través del PACIR, e
implica a PGCla y PKA. De forma que la despolarizacién mitocondrial y la disminucion
de PGCla atenuan el crecimiento neuritico en las células tratadas con PACAP [102].

La supervivencia celular mediada por PACAP viene dada via AC que fosforila ERK y
aumenta la expresion de c-fos. PACAP, a través de la activaciéon AC/cAMP, protege
frente a la neurotoxicidad del glutamato y frente al dafio por B-APP, lipopolisacarido y
6-hidroxidopamina. Ademas suprime la neuroinflamaciéon en infarto y trastornos
neurolégicos [84]. El papel neuroprotector del PACAP en las enfermedades
neurodegenerativas se basa en la induccidn de la expresidn transcripcional de genes
antiapoptéticos, como BDNF y Bcl-2. Ademds de inhibir las respuestas de la
sefializacion apoptodtica, incluyendo la generacion de ROS y la expresién de factores
apoptdéticos como Bax, impidiendo la liberacion de Cit ¢ de la mitocondria y la
activacion de caspasa-3 [101]. Ademas PACIR, via PLCB, regula los niveles de Ca**
para modular la liberacidn de neurotransmisores y la funcién de los receptores de los
neurotransmisores.

Por todas estas razones se ha propuesto la via de sefializacion PACAP/PAC1R como
punto clave en el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas en las enfermedades
neurodegenerativas.
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Figura 15. Esquema de las cascadas de seializacion mediadas por el receptor PAC1R que concluyen en
una gran variedad de funciones neuronales.

La via PAC1R/cAMP/PKA/ERK;,,/CREB media el efecto neuroprotector, neurotrdfico y del crecimiento
neuritico. La via PAC1R/cAMP/Epac/Rit regula la diferenciacién neuronal. La via PAC1R/PLC/IP3-Ca** y
DAG-PKC participa en la neurogénesis, plasticidad sindptica y neuroproteccién. El receptor PAC1R es un
mediador de la transcripcion genética, de la diferenciacion neuronal y del desarrollo sindptico. Adaptado
de Blechman y Levkowitz (2013) [103].
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Hipotesis y objetivos

1. Hipétesis

La FRDA es una enfermedad caracterizada por la afectacion primaria del ganglio
dorsal. La falta de frataxina no afecta por igual a todos los tipos neuronales del
ganglio dorsal, siendo las neuronas propioceptivas las mas dafadas. Esto nos lleva a
cuestionarnos porque este tipo neuronal es mds sensible a una deficiencia de
frataxina.

Esta tesis doctoral se centrara en la investigaciéon de la biologia celular de frataxina en
neuronas sensitivas del ganglio dorsal y las consecuencias fisiopatoldgicas del déficit
de frataxina en el modelo murino YG8R. La caracterizacion molecular y bioquimica de
las neuronas sensitivas, especialmente de las propioceptivas, en condiciones
fisiolégicas y de déficit de frataxina, permitird identificar nuevos marcadores
selectivos de esta poblacion neuronal e identificar aquellos mecanismos
fisiopatoldgicos que provocan la neurodegeneracién primaria del ganglio dorsal en la
FRDA. Ademds, es interesante comprobar como estos procesos afectan a la neurona,
distinguiendo dos localizaciones: el soma y el axén. La respuesta a estas cuestiones
nos ayudara a comprender el papel de la frataxina en los mecanismos moleculares
relacionados con los procesos de neurodegeneracion.

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo basa sus objetivos en la siguiente
hipodtesis:

En base a la distinta afectacidon de las neuronas sensitivas por el déficit de frataxina
planteamos que las neuronas propioceptivas tienen mecanismos moleculares
especificos que las hacen mds vulnerables en este contexto a los procesos de
neurodegeneracion. Y la vulnerabilidad en la propia neurona frente al déficit de
frataxina serd diferente en el axén o en el soma, debido tanto por sus diferencias
morfolégicas como funcionales.

2. Objetivos

Objetivo 1. Identificacion de nuevos marcadores especificos de neuronas
propioceptivas del ganglio dorsal

1.1. Aislamiento de la subpoblacién neuronal propioceptiva del ganglio dorsal
1.2. Estudio de los perfiles de expresion génica

1.3. Validacién de nuevos marcadores especificos de neuronas propioceptivas del
ganglio dorsal
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Objetivo 2. Estudio fisiopatoldgico del déficit de frataxina en el modelo murino YG8R
2.1. Caracterizacién fenotipica del modelo FRDA
2.2. Estudio de la fisiopatologia tisular del déficit de frataxina

o Estudio de la expresion de frataxina en tejidos neuronales y de los
mecanismos de neurodegeneracion

2.3. Estudio de la neurofisiopatologia celular del déficit de frataxina

o Fenotipado celular de las neuronas sensitivas del ganglio dorsal en cultivo
primario en el déficit de frataxina

Objetivo 3. Identificacion de los mecanismos moleculares implicados en la
neurodegeneracion del ganglio dorsal en el déficit de frataxina

3.1. Estudio del perfil protedmico del ganglio dorsal de ratéon YG8R

3.2. Busqueda de mecanismos moleculares por los que el déficit de frataxina causa la
degeneracién de las neuronas propioceptivas del ganglio dorsal

Objetivo 4. Busqueda de nuevas aproximaciones terapéuticas en la ataxia de
Friedreich
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Material y Métodos

1. Material biolégico

1.1. Animales de experimentacion

Los experimentos incluidos en el objetivo 1 para la identificacion de nuevos
marcadores de neurona propioceptiva se realizaron en animales de 12 meses de edad
de la cepa de ratdon de fondo puro C57BL/6J (The Jackson Laboratory, Bar Harbor,
Maine).

Los experimentos incluidos en el objetivo 2, 3 y 4 para el estudio fisiopatolégico del
déficit de frataxina y los mecanismos moleculares implicados en Ia
neurodegeneracion se realizaron en animales de 18-24 meses de edad en el modelo
murino deficiente en frataxina YG8R “rescatado”, con genotipo (Fxn'/’, FXNY), y
nomenclatura de cepa B6.Cg-Fxn"™ " Tg(FXN)YG8Pook/J (The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, Maine). Como control se utilizé la cepa de ratén de fondo puro C57BL/6J.

El numero total de animales utilizados en la experimentaciéon que relne esta tesis
doctoral es de 47 ratones C57BL/6J, 40 ratones YG8R y 31 ratones YG8YG8R. De forma
puntual, para el estudio de la supervivencia y del peso corporal del modelo murino de
FRDA, se utilizaron los datos de todos los animales de la colonia, por lo que el nimero
total de animales utilizados en este caso es de 219 ratones C57BL/6J, 162 ratones
YG8R y 97 ratones YG8YGS8R.

Los ratones fueron alojados en cajas abiertas convencionales con cama de serrin, con
algoddn para hacer los nidos, con ciclos de 12 horas de luz - oscuridad, 20-23°C y 45-
60% de humedad. Los ratones dispusieron de comida y agua a demanda. Todos los
procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con el Comité de ética del CSIC.

1.2. Obtencién de las muestras de tejidos de ratén

Las muestras biolégicas murinas se obtuvieron tras eutanasia por dislocacién cervical
y diseccion de las estructuras neuroldgicas de interés en la FRDA como son el ganglio
dorsal, las raices espinales (raiz dorsal, raiz ventral y zona proximal mixta del nervio
espinal), las columnas posteriores de la médula espinal y el tronco del encéfalo. Tras
su obtencidn se congelaron inmediatamente en N, liquido y se almacenaron a -802C
hasta su utilizacién.

1.3. Cultivos primarios de ganglio dorsal

El cultivo primario de neurona sensitiva se obtuvo mediante la diseccién vy
disgregacion enzimatica de los ganglios dorsales murinos. Se realizd la diseccién de 50
ganglios dorsales por ratén que se recogieron en medio L15 (Sigma-Aldrich),
eliminandose las raices espinales. Se disgregaron enzimaticamente durante 30
minutos a 4°C, seguido de 60 minutos mas a 37°C, con 2 mg/mL de colagenasa
(Worthington), y se continta la disgregacion enzimatica incubando durante 30
minutos a 37°C con 0,05% tripsina (Sigma). Se obtuvo entre 50.000 - 80.000 células
por ratén en 1 ml de medio definido (F12 de Ham suplementado con glutamina 2 mM,
0,35% Albumax (Invitrogen), progesterona 60 ng/ml, putrescina 16 ug/mL, L-tiroxina
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400 ng/ml, selenito de sodio 38 ng/ml, tri-yodo-tironina 340 ng/ml, penicilina 60
pg/ml, estreptomicina 100 pg/ml y suplementado con NGF, BDNF y NT-3 a 10 ng/mly
AraC 5 pM). Las neuronas se sembraron a la concentracion deseada en el medio
definido en placas de 24 pocillos (Sarstedt) con cubreobjetos de 12 mm de didmetro
pretratados con poli-DL-ornitina (0,5 mg/ml en tampdn borato toda la noche a
temperatura ambiente) y laminina (20 pg/ml en solucién salina balanceada de Hank o
HBSS a 37°C en el incubador celular un minimo 4 horas) [104]. Las neuronas sensitivas
se cultivaron en incubador humidificado a 37°C y 5% de CO, durante 3-5 dias in vitro
(div).

2. Anticuerpos vy tinciones

En la tablal y la tabla 2 se muestran los anticuerpos primarios y secundarios y en la
tabla 3 se muestran las sondas y tinciones usados en las técnicas de
inmunofluorescencia (IFl) y western blot (WB) a lo largo de este trabajo.

Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados. Se indica el nombre y una breve descripcién de la proteina
que reconocen los anticuerpos y las condiciones en las que se han utilizado, tanto para IFI como para
WB.

Anticuerpo primario Proteina identificada y descripcion Casa Dilucion
comercial (técnica)
ABL-93 LAMP2, proteina de membrana lisosomal | DSHB 1:500 (IFI)
Anti- cytochrome C Cit C, proteina de la MMI Invitrogen 1:1.000 (IF1)
Anti- a tubulin o tubulina, microtubulo neuronal Sigma 1:1.000 (IFI1)
Anti-actin Actina, proteina del citoesqueleto Sigma 1:1.000 (WB)
Anti-ATP synthase ATP sintasa, subunidad a del Cy de la CTE | Invitrogen 1:1.000 (IF1)
Anti-catalase Catalasa, enzima citosolica antioxidante Sigma 1:1.000 (WB)
Anti-cathepsin D Catepsina D, enzima lisosomal Abcam 1:500 (IFI)
Anti-cytochrome C Cit C, proteina de la MMl BD Bioscience | 1:1.000 (WB)
Anti-Frataxin Frataxina humana, proteina de matriz | Immunological | 1:500 (IFl)
mitocondrial Science
Anti-LC3B LC3B-I 'y  LC3B-Il, proteina de | Sigma 1:100 (IFI)
autofagosomas 1:500 (WB)
Anti-NF160 Neurofilamento intermedio (NFM) Sigma 1:250 (IFI)
Anti-OXPHOS Complex IV | COXII, subunidad Il del C, de la CTE Molecular 1:500 (WB)
subunit Il Probes
Anti-SQSTM1/p62 SQSTM1/p62, proteina adaptadora que | Abcam 1: 100
une ubiquitina y LC3.
Anti-peripherin Periferina, filamento intermedio tipo IlI Millipore 1:2.000 (IF1)
Anti-SMI32 Neurofilamento pesado (NFH) no | Covance 1:1.000 (IFl)
fosforilado
Anti-synaptophysin Sinaptofisina, proteina de vesicula | Sigma 1:250 (IFI)
sindptica
Anti-TOMM20 TOMM20, proteina de la MME Sigma 1:1.000 (WB)
Anti-TrkA TrkA, receptor de MP de neurona | Millipore 1:500 (IFI)
nociceptiva
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Anti-TrkB TrkB, receptor de MP de neurona|R&D 1:1.000 (IFl)
mecanorreceptiva
Anti-TrkC TrkC, receptor de MP de neurona|R&D 1:1.000 (IFl)
propioceptiva
Anti-B tubulin Il B-tubulinalll, microtubulo especifico de | Sigma 1:1.000 (IF1)
neurona 1:5.000 (WB)
Anti-B-APP Precursor proteina beta-amiloide, | Abnova 1:500 (IFI)
marcador de vesiculas de transporte
Bcl-2 Bcl-2, proteina mitocondrial Cell Signaling | 1:500 (WB)
Bcl-2 Bcl-2, proteina mitocondrial Santa Cruz 1:50 (IF1)
Cleaved caspasa-3 | Caspasa-3 cortada en la Aspl75, | Cell Signaling | 1:500 (WB)
(Asp175) activadora de apoptosis
Complex IV subunit | COXI, subunidad | del C,, de la CTE MitoScience 1:500 (WB)
CRHR2/CRF2 CRHR2, receptor de MP tipo 2 de la | Novus 1:1.000 (IF1)
hormona corticotropa Biologicals
Galanin R1/GALR1 GALR1, receptor de MP tipo 1 de galanina | Novus 1:50 (IF1)
Biologicals
Isolectina B4 a-D-galactosa, azlcar especifico de | Sigma 1:500 (IFI)
neurona nociceptiva
OPA-1 OPA-1, proteina de la MMI BD Bioscience | 1:150 (IFI)
1:1.000 (WB)
PAC1R PAC1R, receptor de MP tipol del PACAP Novus 1:100 (IF1)
Biologicals
Parvalbumin Parvalbimina, proteina citosolica | Abcam 1:1.000 (WB)
especifica de neurona propioceptiva
PV25 Parvalbimina, proteina citosélica | Swant 1:5.000 (IFl)
especifica de neurona propioceptiva
RT97 Neurofilamento pesado (NFH) fosforilado | DSHB 1:100 (IFI)
SOD2 MnSOD, enzima de la matriz mitocondrial | Abnova 1:1.000 (WB)

antioxidante

Tabla 2. Anticuerpos secundarios empleados. De cada anticuerpo secundario se indica la proteina que
identifica, la especie en la que se ha desarrollado, el fluorocromo o peroxidasa que lleva conjugado vy las
condiciones en las que se han utilizado, tanto para IFl como para WB.

Anticuerpo secundario Proteina identificada y descripcion | Casa Dilucion
comercial (técnica)

Goat  anti-Rabbit (H+L) | IgG de conejo, conjugado con | Molecular 1:2.000 (IF1)

Secondary Antibody, Alexa Fluor® | fluorocromo alexa fluor 488 Probes

488 conjugate

Goat  anti-mouse (H+L) | IgG de ratén, conjugado con | Molecular 1:2.000 (IFI)

Secondary Antibody, Alexa Fluor® | fluorocromo alexa fluor 488 Probes

488 conjugate

Goat  anti-Rabbit (H+L) | IgG de conejo, conjugado con | Molecular 1:2.000 (IFI)

Secondary Antibody, Alexa Fluor® | fluorocromo alexa fluor 633 Probes

633 conjugate

Goat anti-mouse (H+L) | 1IgG de ratdén, conjugado con | Molecular 1:2.000 (IFl)

Secondary Antibody, Alexa Fluor® | fluorocromo alexa fluor 633 Probes

633 conjugate
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Rabbit anti-Rat 1gG Secondary|IgG de rata, conjugado con | Molecular 1:2.000 (IFI)
Antibody, Texas Red conjugate fluorocromo texas red Probes

ECL Rabbit 1gG, HRP-linked whole | IgG de conejo, conjugado con | GE 1:5.000 (WB)
Ab peroxidasa

ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole | IgG de ratén, conjugado con | GE 1:5.000 (WB)
Ab peroxidasa

Tabla 3. Sondas y tinciones empleadas. Se indican las tinciones y sondas usadas en ensayos de
fluorescencia de los cultivos primarios de ganglio dorsal in vivo, en IFl y en WB empleadas en este
trabajo.

Tincion o sonda Descripcion Casa Dilucidn (técnica)
comercial

DAPI (4°,6-diamino-2- | Es un marcador fluorescente del nucleo | Sigma 1:1.000 (IF1)

fenilindol) celular. Intercalante de DNA.

Mitotracker deep red Es un marcador fluorescente de | Molecular | 200 nM (in vivo)

mitocondria. Entra y queda retenido en la | Probes
mitocondria viva.

MitoSOX Es un marcador fluorescente de estrés | Molecular |3 uM (in vivo)
oxidativo. Se une al anién superdxido. Probes

JC-1 Cuantificacién del Ay,. Fluoresce en dos | Molecular | 3 uM (in vivo)
colores rojo o verde en funcién del Ay ,. Probes

Fura-2 Es una sonda fluorescente que cuantifica | Molecular |5 uM (in vivo)

. . ,1e . 2
los niveles citosdlicos de calcio Ca”" | Probes
. 2+ . ST
libre.Se une al Ca™ citosdlico.

Fluo-8 Es una sonda fluorescente que cuantifica | Abcam 5 UM (in vivo)
. . ,e . 2

los niveles citosdlicos de calcio Ca®"

. 2 . s .

libre.Se une al Ca** citosélico libre.

CMAC, t-BOC-Leu-Met Sustrato tipo peptidasa especifico para | Molecular | 10 uM (in vivo)
calpaina. El producto es fluorescente y | Probes
cuantifica la actividad calpaina.

Ponceau S Es un marcador colorimétrico de la carga | Sigma- 0,1% p/v (WB)
de proteina en el WB. Se une a las | Aldrich
proteinas desnaturalizadas.

3. Amplificacién y genotipado del modelo murino FRDA

3.1. Sistema de cruces de la colonia

El modelo murino FRDA se amplificé realizando el cruce entre individuos YG8R
“rescatados” (Fxn'/', FXN'), obteniendo ratones YG8R “rescatados” con una copia del
transgén YG8 en hemizigosis (Fxn’/', FXN'), denominados a partir de ahora YGSR, y
ratones YG8R “rescatados” con dos copias del transgén YG8 en homozigosis (Fxn'/',
FXN+/+), denominados a partir de ahora YG8YG8R. Como control se utilizd la cepa pura
de ratén C57BL/6J, fondo genético sobre el que se realizaron ambos modelos de
mutantes [105-107]. El numero de ratones YG8R en la descendencia presenta ratios
mendelianos correctos, con un tiempo de vida normal, sobreviviendo hasta al menos
los dos afios de edad, de acuerdo con la descripcion del modelo por su autor [14].
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3.2. Sistema de genotipado

La identificacidn de la descendencia se realizd mediante el tatuado de las falanges.

El aislamiento del DNA gendmico se obtuvo a partir de fragmentos de cola de ratén
postnatal de 8-10 dias, utilizando “Mouse Tail DNA Purification Kit” y el sistema
automatizado Maxwell 16 (Promega). Con cada muestra de DNA obtenida se
efectuaron dos reacciones de PCR: A) una reaccidon de PCR multiple del exén 4 de la
frataxina murina (Fxn) para determinar la presencia del alelo normal y/o del alelo
delecionado (Figura 16) [36]; y B) una reaccién de PCR para detectar la presencia del
transgén de la frataxina humana YG8 (FXN) (Figura 17) [108]. Las tablas 4 y 5
muestran los reactivos y los programas del termociclador, y la tabla 8 las secuencias
de los oligonucleétidos utilizados en la técnica de la PCR para realizar el genotipado
de los ratones.
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Figura 16. Esquema de la estrategia genética para delecionar el exén 4 del gen de la frataxina murina.
Se muestran los sitios concretos donde hibridan las parejas de oligonucledtidos utilizados para la
deteccion del alelo salvaje (circulo amarillo) y del alelo delecionado (circulo azul). El oligonucleétido P3
forward hibrida antes del sitio LoxP, el oligonucledtido WT2 reverse hibrida antes del exdén 4 y el
oligonucledtido P2 reverse hibrida después del sitio LoxP y antes del cassette PGK-Neo insertados en el
inicio del exdn 4. Por lo tanto, el par P3-WT2 (circulo amarillo) amplifica el alelo normal que contiene el
exon 4 y no presenta sitios LoxP ni cassette PGK-Neo. Y el par P3-P2 (circulo azul) amplifica el alelo
delecionado que contiene los sitios LoxP y el cassette PGK-Neo y. Adaptado de Cossée y colaboradores
(2000) [36].
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Figura 17. Esquema de la estrategia
genética para aumentar las repeticiones
GAA en el intrén 1 de la frataxina humana
para conseguir el YAC clon 1(38), el cual fue
utilizado para generar el ratén transgénico
YGS.

Los oligonucledtidos iniciadores GAA-F y
GAA-R hibridan en el brazo derecho e
izquierdo del YAC, respectivamente, (circulo
rosa) amplificando el gen completo de la

230 GAA URAZ . . . ..
20 GAAYEp2Aclone  frataxina humana junto con las repeticiones

Pop-in / Pop-out | Homologous recombination

190 GAA
YAC 1(38)
R.

del triplete GAA. Adaptado de Pook y
colaboradores (2001) [108].

Tabla 4. Reactivos y volumenes utilizados en las PCR. A) Amplificacién multiple del alelo normal y/o el
alelo delecionado de la frataxina murina. B) Amplificacién del transgén YGS.

A B

Componente Volumen | Componente Volumen
DNA gendmico (80 ng/ ) 2 pul | DNA genémico (80 ng/ul) 2 ul
dNTP mezcla (20 mM) 0,5 ul | dNTP mezcla (20 mM) 0,5 ul
P2 reverse (10 uM) 0,5 ul | GAA-R (10 uM) 0,5 ul
P3 forward (10 uM) 0,5 ul | GAA-F (10 uMm) 0,5 ul
WT2 reverse (10 uM) 0,5 pl | Tampon reaccion 10x (sin MgCl,) 2,5 ul
Tampon reaccion 10x (sin MgCl,) 2,5 ul | DNA polimerasa Biotools (1 U/ul) 0,5 pl
DNA polimerasa Biotools (1U/ ul) 0,5 pl | H,0 c.s.p. 25 pl 18,5 pl
H,0 c.s.p. 25 pl 18 ul

Tabla 5. Programas del termociclador utilizados en las PCR. A) amplificacién multiple del alelo normal
y/o el alelo delecionado de la frataxina murina. B) amplificaciéon del transgén YG8. Los pasos de
desnaturalizacion, anillamiento y elongacion se repiten 35 veces en ambos programas.

Fases Desnaturalizacion Desnatura- | Anilla- Elongacién Elongacion Mantenimiento
inicial lizacién miento final
A| T3(°C) 96 94 60 72 72 4
Tiempo 1 30" 30” 1 10’ Indefinido
B | T2(°C) 95 94 60 72 72 4
Tiempo 3 30” 30” 2 20’ indefinido

56




Material y Métodos

La determinacion del nimero de copias del transgén YGS se realizé por PCR a tiempo
real o PCR cuantitativa (qPCR),utilizando la tecnologia Universal Probe Library de
Roche. Como método de -cuantificacién se realizd una curva patron, con
concentraciones conocidas de 6,25, 12,5, 25 y 50 ng/uL, a partir del DNA genémico de
un ratén YG8R con una sola copia en hemizigosis del transgén YG8. Las muestras de
DNA gendmico se analizan a distintas concentraciones de 10, 20 y 40 ng/ul y el
numero de copias del transgén YG8 que contienen se extrapola de la curva patrdn. El
sistema de PCR a tiempo real utilizado fue el 7900HT Fast Real Time PCR System, el
programa de PCR el 7500 Fast (40 minutos) y el software el 7500 V2.0.4 (Applied
Biosystems). Las tablas 6 y 7 muestran los reactivos y el programa del termociclador,
y la tabla 8 las secuencias de los oligonucleétidos utilizados en las PCR y qPCR para
realizar el genotipado de los ratones.

Tabla 6. Reactivos y volimenes utilizados en la PCR a tiempo real para la amplificacién y cuantificacion
del transgén YG8.

Componente Volumen

DNA gendmico patrén o muestras 1l
TagMan Fast universal PCR Master Mix (2x), 10 pl
FRDA hum rev (10 uM) 0,4 ul
FRDA hum dir (10 uM) 0,4 ul
Sonda Tagman n29 Roche 0,2 pl
H,0 c.s.p.20 pl 8 ul

Tabla 7. La tabla muestra el programa del termociclador para la amplificacion del transgén YG8 por
PCR cuantitativa. El ciclo de desnaturalizacion a elongacion se repite 40 veces.

Fases Desnaturalizacion Desnaturalizacion Elongacion
inicial

Temperatura (°C) 95 95 60

Tiempo 207 37 30~

Tabla 8. Oligonucleétidos empleados. Se indica el nombre, la secuencia y la temperatura de anillamiento
de los oligonucledtidos cebadores empleados en las diferentes reacciones de PCR y PCR a tiempo real
descritas anteriormente.

Nombre Especie Secuencia 5’-3’ T2 anillamiento (2C)
P3 forward Raton CTGTTTACCATGGCTGAGATCTC 63,7
WT 2 reverse Ratén TACCATGGCTGAGATCTCAGGC 67,1
P2 reverse Ratén CGCCTCCCCTACCCGGTAGAATTC 73,3
GAA-R humano GATCTAAGGACCATCATGGCCACACTTGCC 77,3
GAA-F humano GGGATTGGTTGCCAGTGCTTAAAAGTTAG 71,5
FRDA hum rev humano CTCAAGGTCCCGCACTTG 63,7
FRDA hum dir humano CCCCTGATTTGCTGTATGCT 63,9
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4, Experimentos in vivo

4.1. Evaluacion del peso corporal

El estudio del peso corporal de la colonia se realizdé pesando todos los machos y
hembras de los tres genotipos cada tres meses hasta su muerte. Los grupos de edad
no estan formados por los mismos individuos debido a diferentes razones: por
sacrificio para experimentacion, por presentar uno de los criterios de punto final o
por muerte natural. Estan excluidos todos los ratones, tanto machos como hembras,
que estaban en acoplamiento en el momento del pesado. Las medias del peso
corporal se compararon con la prueba estadistica ANOVA multifactorial
(edad*genotipo) y la significacidn en las diferencias de estas medias se determiné con
la comparacion a posteriori de Bonferroni.

4.2. Analisis de supervivencia

Una vez amplificada la colonia del modelo murino YG8R se dejé envejecer hasta la
edad maxima de experimentacién de 22-24 meses. El estudio de la supervivencia se
realizé sobre todos los animales de la colonia, entre las edades de 1 a 22 meses, para
evaluar la relacién de las variables independientes genotipo y sexo con el evento
“muerte natural” hasta la edad de experimentacion. No debe considerarse como un
estudio de la longevidad de los distintos genotipos y sexos. Todos aquellos casos que
durante el tiempo del estudio, de 1 a 22 meses de edad, se sacrificaron por
experimentacioén, por criterio de punto final o continuaron vivos al finalizar el tiempo
del estudio se consideraron “casos censurados” [109, 110]. Los “casos censurados”
antes de los 22 meses se eliminaron del andlisis de supervivencia para no disminuir la
probabilidad de supervivencia real y sélo calcular la probabilidad de sobrevivir en
base a los que han muerto de forma natural [110, 111]. Una vez seleccionada la forma
de analizar los datos se obtuvo un modelo de datos con censura tipo | a la derecha. El
modelo de censura tipo | significa que se ha fijado una edad concreta para la
finalizacion del estudio y no hay casos perdidos durante el estudio, porque los hemos
eliminado. El modelo de censura a la derecha significa que la mayor parte de los casos
aparecen censurados después de finalizar el estudio (Figura 18). El objetivo del
anadlisis de supervivencia fue estimar e interpretar las curvas de supervivencia,
comparar curvas de supervivencia entre dos o mas grupos (genotipo*sexo) y evaluar
la relacién de la supervivencia con mas de una variable prondstico hasta la edad de
experimentacién del modelo.
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genotipo Salen por punto final Muerte
“casos censurados”) natural

f VIVOS

sexo

Colonia
ratones |

Salen por experimentacion (“casos censurados”)

(“casos censurados”)

W W
1 mes 22 meses

Figura 18. Representacion del modelo de datos de censura tipo | a la derecha en el andlisis de
supervivencia.

El andlisis estudid la influencia de dos factores independientes categdricos, como son el genotipo y el
sexo, sobre dos factores dependientes, uno dicotémico que es el estado al finalizar el estudio (muerte
natural/caso censurado) y el otro cuantitativo que es la edad a la que aparece el evento muerte natural.
En gris los “casos censurados” durante el tiempo de estudio, de 1 a 22 meses, que se han eliminado del
analisis porque no son pérdidas por muerte natural.

4.2.1. Curvas de supervivencia

El analisis de la supervivencia se realizé con el método no paramétrico de Kaplan-
Meier, indicado en estudios con observaciones incompletas por casos censurados,
para conocer la distribucion del tiempo de espera hasta la aparicion del evento
muerte natural. El método de Kaplan-Meier calculé la probabilidad de supervivencia
acumulada en cada uno de los intervalos definidos por la aparicidon del evento muerte
natural y generd las curvas de supervivencia entre los grupos definidos por la variable
genotipo y estratificados por la variable sexo. La diferencia entre las curvas de
supervivencia se analizd con el estadistico de Log-Rank (Mantel-Cox), indicado en
censura tipo | cuando el riesgo es proporcional, que tiene en cuenta las diferencias de
supervivencia entre los grupos en todos los puntos que dura el seguimiento [112].

4.2.2. Regresion de Cox

El analisis multifactorial de las variables identificadas como posibles factores de riesgo
de la supervivencia se realizd6 con el método no paramétrico de riesgos
proporcionales de Cox, indicado en estudios con observaciones incompletas por casos
censurados. Es una regresion logistica que calcula el riesgo relativo o riesgo
prondstico con el que cada una de las variables determina la aparicion del evento
muerte natural y las interacciones entre ellas para establecer la jerarquia entre los
distintos factores prondstico. Primero se realizé un andlisis univariante para conocer
la significacién de cada una de las variables predictorias individualmente en la
supervivencia, no ajustadas por las restantes variables. Las variables categdricas
(genotipo y sexo) fueron transformada en variables “dummy” o “ficticias” con nivel de
referencia primero (C57BL/6J y macho, respectivamente) y la variable cuantitativa
peso corporal se analizd por regresion de Cox con covariables dependientes del
tiempo. Después se realizé un andlisis multivariante hacia adelante (“forward”), en el
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que se estudian todas las variables, el modelo final sdlo incluye las variables
significativas y determina la mejor combinacion de factores independientes
prondstico de supervivencia. El nivel de significacion estadistica (riesgo alfa) asumido
durante todo el estudio fue del 5% [109, 110, 113, 114].

4.3. Evaluacion de la funcion locomotora

4.3.1. Prueba del rotarod

La prueba del Rotarod consiste en medir el tiempo de latencia que tarda en caer un
raton desde un eje en rotacién, comenzando a 4 rpm y acelerando hasta un maximo
de 40 rpm durante cinco minutos (UgoBasile) (Figura 19). Los grupos de
experimentacién pasaron una prueba de rotarod mensual, desde los 3 hasta los 9
meses de edad. Una semana antes de la prueba inicial se realizd un aprendizaje
durante cuatro dias consecutivos. Los dos primeros dias el ratdon debia mantenerse sin
caer durante 60 segundos a la velocidad fija de 4 rpm y los dos dias siguientes debia
mantenerse sin caer mas de 60 segundos aumentando la velocidad de 4 a 40 r.p.pm.
24 horas antes de cada prueba mensual se realizé un entrenamiento recordatorio que
consistia en dos repeticiones de la prueba separados por 10 minutos de descanso ITI
(intervalo de tiempo interexperimental). Finalmente, la prueba consistia en 4
repeticiones cada una separada por 10 minutos de descanso ITl, durante 4 dias
consecutivos [115-117]. Las medias del tiempo de latencia en caer se compararon con
la prueba estadistica ANOVA multifactorial (edad x genotipo) y la significacién en las
diferencias de las medias se determind con la comparacién a posteriori de Bonferroni.

Figura 19. llustracion esquematica de un aparato rotarod estandar
para testar la coordinacién motora.

El Rotarod es una barra que puede rotar a una velocidad fija o en
aceleracion. El raton debe permanecer en la barra y su latencia en
caer provee una medida de su coordinacion motora. Adaptado de
Brooks y Dunnett (2009) [115].

4.3.2. Prueba de la barra de equilibrio

La prueba de la barra de equilibrio consiste en medir el tiempo que tardan los ratones
en atravesar una barra de madera plana de 1 metro de largo con anchos de 26, 12y 5
mm. Las barras se disponen horizontalmente, a una altura de 50 cm del suelo, con
una caja cuadrada de 20 cm cerrada al final en la que el ratén pueda entrar a modo de
escape (Figura 20). Los grupos de experimentacidn pasaron una prueba de la barra de
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equilibrio mensual, desde los 10 hasta los 15 meses de edad. Una semana antes de la
prueba inicial se realizé un aprendizaje, en el que el ratdn debia atravesar las barras
de 26 y 12 mm de ancho en menos de 20 segundos tres veces consecutivas. 48 horas
antes de cada prueba mensual se realizé un entrenamiento recordatorio que consistia
en una prueba de la barra completa. Finalmente, la prueba consistia en hacer pasar a
cada ratén por cada barra (26, 12 y 5 mm) tres veces consecutivas, separadas por 10
minutos de descanso ITI entre cada barra. El tiempo méaximo para atravesar cada
barra es de 60 segundos [115, 116, 118, 119]. Las medias del tiempo de atravesar se
compararon con la prueba estadistica ANOVA multifactorial (edad x genotipo x ancho
de barra) y la significacion en la diferencias de las medias se determind con la
comparacién a posteriori de Bonferroni.

Figura 20. llustracion esquemadtica de un montaje de la
barra de equilibrio para testar la coordinacion motora.

El ratén se dispone en la barra y su habilidad para
atravesarla se considera un indicador de su equilibrio.
Adaptado de Brooks y Dunnett (2009) [115].

4.3.3. Prueba del palo

La prueba del palo consiste en colocar al ratén con la cabeza hacia arriba en lo alto de
un palo de madera rugoso, de 8 mm de didmetro y 55 cm de alto, dispuesto
verticalmente, y medir el tiempo que el ratén tarda en darse la vuelta y descender
hasta la base (Figura 21). Los grupos de experimentacidn pasaron una prueba del palo
mensual, desde los 10 hasta los 15 meses de edad. Una semana antes de la prueba
inicial se realizd un aprendizaje, en el que el ratén debia girarse y descender en
menos de 120 segundos cinco veces consecutivas. 48 horas antes de cada prueba
mensual se realizé6 un entrenamiento recordatorio que consistia en una prueba del
palo completo. Finalmente, la prueba consistia en hacer girar y descender a cada
ratdn cinco veces consecutivas, sin descanso entre las repeticiones. El tiempo maximo
para girar y descender es de 120 segundos. Si un ratén no llega a girar y se queda en
lo alto del palo sin descender se le contabiliza el tiempo maximo de actividad
locomotora de 120 segundos [120, 121]. Las medias del tiempo en darse la vuelta, el
tiempo en descender y el tiempo de actividad locomotora total se compararon con la
prueba estadistica ANOVA multifactorial (edad*genotipo) y la significacion en la
diferencias de las medias se determind con la comparacion a posteriori de Bonferroni.
La comparacién de las proporciones o porcentaje de animales que se quedan en lo
alto del palo y de animales que se giran y descienden hasta la base entre los
genotipos se analizé con una tabla de contingencia 2x2 para cada una de las edades
por separado, y la significacion entre las frecuencias obtenidas se determind con el
estadistico exacto de Fisher.
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Figura 21. Imagen que representa las partes de la prueba del palo.
La imagen de la derecha muestra la primera parte de la prueba en
la que el ratdon debe orientarse y girarse sobre si mismo para
ponerse bocabajo. La imagen de la izquierda muestra la segunda
parte de la prueba que consiste en descender hasta la base del
palo, http://www.qps-austria.com.

5. Analisis de proteinas

5.1. Inmunodeteccion de la expresion de proteinas por western blot

El extracto proteico total se realizé lisando la muestra con un volumen adecuado de
tampodn de lisis (TrisHCI pH 7.4 50 mM, Triton X-100 1%, MgCl 1,5 mM, NaF 50 mM,
EDTA 5 mM, Naz;VO, 1 mM, PMSF 0,1 mM, DTT 1 mM y céctel inhibidor de proteasas
1x de Roche) mediante homogeneizador de vidrio o politron a 4°C. Para las muestras
de ganglios dorsales y raices espinales se afiadié un proceso de sonicacién durante 15
segundos. El homogenado se centrifugd a 13.000 g durante 10 minutos a 4°C y los
sobrenadantes se recogieron y se almacenaron a -80°C hasta su uso. La concentracion
de proteina se determind por el método Bradford (Biorad). De 10 a 30 ug de proteina
se afiadieron al tampdn de carga desnaturalizante (SDS 10%), se hirvieron durante 5
minutos y se separaron por electroforesis desnaturalizante en geles al 12% de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE). Las proteinas se sometieron a
electrotransferencia (Bio-Rad) para transferirlas a una membrana de PVDF (GE
Healthcare Life Sciences). La posicién de las bandas de proteina fue estimada usando
el marcador de peso molecular pre-tefiido See Blue (Invitrogen) y la eficiencia de la
transferencia se reveld por tincién de la membrana con Ponceau S. Las membranas se
bloquearon con leche desnatada 0,05 g/ml en TBS-T (tampdn salino tris con
detergente tween-20 al 0,1%), se lavaron tres veces y se incubaron con anticuerpos
primarios durante toda la noche a 4°C (ver Tabla 1). Las membranas se lavaron tres
veces con TBS-T y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario conjugado HRP adecuado (ver Tabla 2). El revelado de las
membranas se realizé por quimioluminiscencia con ECL Prime (GE Healthcare Life
Sciences) y cdmara CCCD LAS 3000 (Fujifilm). La densitometria se midié utilizando el
software V2.1 Gauge (Fujifilm). La inmunodeteccion de las proteinas carboniladas se
realizd sobre los extractos proteicos totales de las muestras bioldgicas murinas con el
kit Oxyblot (Millipore), segun las instrucciones del manufacturador. Cada una de las
proteinas cuantificadas por inmunodeteccion consta al menos de tres réplicas
experimentales bioldgicas (ratones N=3), y dos réplicas técnicas (repetidas por
duplicado en dias distintos). La densitometria de las proteinas detectadas se
normalizé con la densitometria de la actina correspondiente y se calculé el porcentaje
de expresion de la proteina con respecto al control C57BL/6J, incluido en cada una de
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las membranas analizadas. Las medias de los porcentajes de expresion de cada
proteina se compararon con la prueba estadistica ANOVA de un factor (genotipo) y la
significacion en la diferencias de las medias se determind con la comparacion a
posteriori de Bonferroni.

5.2. Inmunocitoquimica de la expresion de proteinas por inmunofluorescencia
indirecta

La tincion mitocondrial se realizd con la sonda Mito Tracker Deep Red 633 durante 15
minutos a 37°C en el incubador celular, seguido de un lavado con medio definido
durante 15 minutos mas a 37°C en el incubador celular. El mitotracker deep red es
una sonda selectiva de mitocondria basada en carbociano que localiza la mitocondria
funcional activamente. Una vez teiida la mitocondria el cultivo neuronal se fija y
bloquea y se puede combinar con IFl para inmunodeteccién. La fijacién del cultivo
neuronal se realizd con para-formaldehido (PFA) al 4% y sacarosa 120 mM en tampdn
fosfato 0,1 M (PB 0,1 M) durante 20 minutos a temperatura ambiente, seguido de
tres lavados con PB 0,1 M. El bloqueo del cultivo neuronal se realizé con suero fetal
bovino (FBS) al 10% y Triton X-100 al 0,2% en PB 0,1 M durante 30 minutos a
temperatura ambiente (tampdn de bloqueo). La incubacion de los anticuerpos
primarios se realizé durante toda la noche a 4°C en tampdn de bloqueo a la dilucién
correspondiente (ver Tabla 1), y después de tres lavados con PB 0,1 M se incubaron
con los anticuerpos secundarios fluorescentes correspondientes (ver Tabla 2),
durante 45 minutos a temperatura ambiente en tampdn de bloqueo. Después de tres
lavados con PB 0,1 M se realizé la tincion nuclear con DAPI durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Los cubres del cultivo neuronal se montaron con Fluoromount
G (Southern Biotech Assoc. Inc., Birmingham, AL, EE.UU).

6. Estudio del perfil protedmico por 2D-DIGE

Los cambios en el patrén de expresidn de proteinas entre el ganglio dorsal del ratén
deficiente en frataxina YG8R y el control C57BL/6J, a los 24 meses de edad, se evalud
mediante protedmica basada en la tecnologia de electroforesis bidimensional 2D-
DIGE (Bidimensional Differential In Gel Electrophoresis) y realizada en la Unidad de
Protedmica (Electroforesis Bidimensional) de la Unidad Central de Investigacion
(UCIM)- Servei Central de Suport a la Investigacié Experimental (S.C.S.I.E) de la
Universitat de Valéncia. Los spots que aparecieron diferentes entre el YG8R y el
control C57BL/6J, con una variacién mayor de 1.3, se picaron, se digirieron con
tripsina y se analizaron por MaldiTOF-TOF (4700 Proteomics Analyzer, ABSciex) o por
Liguido Masas, LC-MS/MS, (5600 tripleTOF, ABSciex). El andlisis del perfil protedmico
se realizd en los Servicios de protedmica del Centro de Investigacidn Principe Felipe
(Valencia) y del Servei Central de Suport a la Investigacié Experimental (S.C.S.I.E) de la
Universitat de Valéncia. Para obtener un listado de los péptidos analizados con sus
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pardmetros caracteristicos se utilizd el software ProteinPilot (ABSciex). Para
identificar las secuencias peptidicas se utilizd la base de datos de proteinas Expasy,
mediante el motor de buisqueda Paragon algorithm del ProteinPilot. Sélo las proteinas
del grupo para las que hay evidencias individuales (péptidos Unicos con suficiente
confianza) han sido listadas. El porcentaje de confianza se expresa en unidades
Unused Prot Score, de forma que: un 99% de confianza corresponde a una puntuacién
ProtScore de 2.0, un 95% de confianza corresponde a una puntuacién ProtScore de
1.3 y un 90% de confianza corresponde a una puntuacién ProtScore de 1.0. La
puntuacion Unused Prot Score es un pardmetro que determina la contribucién hecha
por un unico péptido ID al total del ProtScore y es una medida de la confianza con la
gue se ha identificado la proteina. El estudio consta de tres réplicas experimentales
bioldgicas (ratones N=3).

7. Analisis de la expresidn génica en neuronas sensitivas

7.1. Aislamiento de las neuronas propioceptivas del ganglio dorsal

Para el aislamiento de las neuronas propioceptivas del resto de poblaciones
neuronales del ganglio dorsal se utilizé el sistema comercial Dynabeads Flow Comp
Flexy (Invitrogen) basado en la interaccidén biotina-estreptavidina [122]. El esquema
de los pasos realizados en el aislamiento se representa en la Figura 22.

En el 12 paso los anticuerpos anti-TrkC y anti-parvalbimina, que detectan proteinas
especificas de las neuronas propioceptivas, se biotinilaron con DSB-X™ Biotin Protein
Labeling Kit (Invitrogen, Molecular Probes). En el 22 - 32 paso los anticuerpos
biotinilados se incubaron con una muestra de ganglio dorsal disgregado
enzimaticamente. A continuacién, en el paso 42 - 59, se incubaron con unas bolas
magnéticas unidas a estreptavidina que se separaron magnéticamente con
DynaMag™-15 (Invitrogen, Molecular Probes). En el dltimo paso se separaron las
bolas magnéticas con el tampdn de liberacion que compite por la unién a la
estreptavidina y desplaza a los anticuerpos marcados con biotina DSB-x, liberando asi
la poblacidn propioceptiva aislada (Prop) de la poblacion no propioceptiva (NoP).
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Figura 22. Esquema de la estrategia para el aislamiento de las neuronas propioceptivas del resto de
neuronas sensitivas del ganglio dorsal.

7.2. Aislamiento de RNA, RT-PCR y PCR Array

La determinacién y analisis de los perfiles de expresiéon génica en la poblacién
propioceptiva del ganglio dorsal se realizé con un array especifico de receptores de
neurotrofinas y reguladores. Una vez aisladas las dos fracciones Prop y NoP, segun el
apartado 7.1 de material y métodos, se realizd la extraccién del RNA con “RNeasy
micro kit” de Qjagen, especifico para muestras < 5x10° células. La pureza y calidad del
RNA extraido se analizé por medida de la densidad dptica a 260 y 280 nm en un
espectrofotometro (NanoDrop ND-100 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies).
La distribucién de la integridad y el tamafio de RNA total purificado se comprobaron
mediante electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa y tincién con bromuro de
etidio. En segundo lugar se procedid a la sintesis y pre-amplificacién de la primera
hebra de cDNA utilizando "RT2 Nano PreAMP cDNA Synthesis Kit", especifico para
muestras de pequefio tamafo. Y en tercer lugar se realizé6 una g-PCR a tiempo real
(7500 Fast Real-Time PCR system, Applied Biosystems) utilizando la tecnologia RT2
Profiler de SABiosciences. En el array seleccionado (Mouse neurotransmitter
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receptors and regulators) estan representadas moléculas de sefializacién neurotrofica
incluyendo neurotrofinas y neuropéptidos asi como sus receptores. También contiene
genes relacionados con las funciones normales del sistema neuronal incluyendo
crecimiento, diferenciacidn neuronal, regeneracidn y supervivencia. Las citoquinas y
receptores relacionados en la sefalizacion neuronal también estan presentes en el
array, como genes involucrados en la trasmisidén del impulso nervioso. Por ultimo hay
genes relacionados con la apoptosis neuronal en respuesta a factores neurotrdéficos y
factores de transcripcién y reguladores indicativos de la activacion de rutas
posteriores del sistema neuronal.

8. Experimentos in vitro: ensayos celulares

Los cultivos primarios de neuronas sensitivas fueron expuestos a distintos
compuestos en determinadas condiciones de tiempo y concentracién, indicados en
cada uno de los experimentos. En todos los tratamientos las concentraciones de los
vehiculos, DMSO (Sigma-Aldrich) y etanol (Scharlab), fueron inferiores a 0,01%. Por lo
gue no se realizé el tratamiento control con el vehiculo, en el que fue disuelto cada
compuesto, para descartar efectos inespecificos.

8.1. Determinacidn de la funcién mitocondrial: potencial de membrana mitocondrial
El estudio del Ay, se realizd con la sonda JC-1 (Molecular Probes™). El JC-1 es una
sonda que rapidamente se dirige a la mitocondria, alli se agrega y emite fluorescencia
naranja-roja a 590 nm cuando el Ay, es alto. Se queda en forma de mondémero y
emite fluorescencia verde a 530 nm cuando el Ay, es bajo. Los resultados se
expresan en ratio de fluorescencia 590 nm/530 nm, que depende del A, de forma
gue una despolarizacién mitocondrial implica el aumento de la fluorescencia verde a
530 nm y la disminucion del ratio de fluorescencia. Las neuronas sensitivas de un
cultivo primario de 5 div se incubaron con 3 uM de JC-1 durante 30 minutos a 37°C en
el incubador celular, seguido de una fijacién muy suave con PFA 0,5% y sacarosa 120
mM en PB 0,1 M durante 10 minutos a temperatura ambiente. Como control positivo
de despolarizacién mitocondrial se traté el control C57BL/6J con 4 uM CCCP + 1 uM
oligomicina (Sigma-Aldrich), durante 10 minutos previamente a la tincién con JC-1y
durante los 30 minutos de la incubacién de la sonda. La fluorescencia de la sonda JC-1
se recogid mediante microscopia confocal seleccionando los rangos de emision
naranja-roja (585-630 nm) y verde (510-550 nm). Se utilizé un objetivo 63x de aceite.
Cada uno de los grupos de experimentacidon consta al menos de tres réplicas
experimentales bioldgicas (ratones N=3) y dos réplicas técnicas de cada muestra
biolégica. Las medias de la fluorescencia se compararon con la prueba estadistica
ANOVA de un factor (genotipo) y la significacion en la diferencias de las medias entre
los grupos se determind con la comparacién a posteriori de Bonferroni.
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8.2. Determinacion de los niveles de estrés oxidativo: produccion de anidn
superoxido intracelular

El estudio de los niveles de la produccién de O, se realizé con la sonda MitoSOX™
(Molecular Probes™). El MitoSOX es una sonda que rapidamente se dirige a la
mitocondria, alli se oxida con el O, y emite a fluorescencia 580 nm. Las neuronas
sensitivas de un cultivo primario de 5 div se incubaron con 3 uM de MitoSOX durante
30 minutos a 37°C en el incubador celular, seguido de una fijacién con p-formaldehido
4% y sacarosa 120 mM en PB 0,1 M durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Como control positivo de produccién de O, se tratd el control C57BL/6J con H,0,500
MM durante 30 minutos previo a la tincién con MitoSOX y durante los 30 minutos de
la incubacién de la sonda. Como control positivo de despolarizacion mitocondrial se
trato el control C57BL/6J con 4 uM CCCP + 1 uM oligomicina durante 30 minutos
previamente a la tincién con MitoSOX y durante los 30 minutos de la incubacion de la
sonda. Para recoger la fluorescencia del MitoSOX se utilizd microscopia vertical con el
filtro N2.1 (BP 515-560) y objetivo 40x sin aceite. Cada uno de los grupos de
experimentacién consta al menos de tres réplicas experimentales bioldgicas (ratones
N=3) y dos réplicas técnicas de cada muestra bioldgica. Las medias de la fluorescencia
se compararon con la prueba estadistica ANOVA de un factor (genotipo) y la
significacion en la diferencias de las medias entre los grupos se determind con la
comparacién a posteriori de Bonferroni.

8.3. Estudio de la homeostasis del calcio in vivo: niveles de calcio citosélicos

El estudio de los niveles del Ca®* citosdlico se realizd con la sonda Fura-2 AM
(Molecular Probes™). El Fura-2 AM es un indicador de calcio de tipo radiométrico que
se excita alternativamente a 340 nm (A de excitacién de la sonda Fura-2 AM unida a
Ca’") y 380 nm (A de excitacion de la sonda libre) y en ambos casos emite a 510 nm.
Los resultados se expresan en ratio de fluorescencia de excitacién de 340 nm/380 nm,
que depende de los niveles del Ca** citosélico, de forma que un aumento del Ca**
citosélico aumenta la fluorescencia cuando se excita a 340 nm y aumenta el ratio 340
nm /380 nm.

Las neuronas sensitivas de un cultivo primario de 5 div se incubaron con Fura-2 AM 5
UM y dcido plurdnico 0,06% (Sigma-Aldrich), en tampdn de carga (NaCl 120 mM,
MgCl, 0,8 mM, HEPES 25 mM, KClI 5,4 mM, glucosa 30 mM, pH 7.0) durante 30
minutos a 37°C en el incubador celular, seguido de una incubacién con tampdn con
Ca”* (NaCl 120 mM, MgCl,0,8 mM, HEPES 25 mM, KCI 5,4 mM, Glucosa 30 mM, CaCl,
2 mM, pH 7.0) durante 30 minutos a 37°C en el incubador celular. Tras la carga de las
neuronas con Ca®’, se realizaron 3 lavados rapidos con tampén de lavado sin Ca**
(NaCl 120 mM, MgCl,0,8 mM, HEPES 25 mM, KCI 5,4 mM, Glucosa 30 mM, EGTA 1
mM, pH 7) y se llevaron al microscopio.

Para el estudio del manejo del Ca®* intracelular, de las neuronas sensitivas in vivo, se
indujo la deplecién de los depdsitos de Ca** del RE con 150 pM de tBuBHQ. El
tBuBHQ (Alomone Labs) es un inhibidor de la bomba SERCA del RE, que aumenta los
niveles de Ca’* citosdlicos e induce el mecanismo SOCE para el rellenado de Ca** del

67



Material y Métodos

RE. A los cinco minutos tras la adicidon del tBuBHQ, se afiadié una sobrecarga de ca*

al medio extracelular (6 mM CaCl,) que rapidamente entra a la neurona, si el
mecanismo del SOCE funciona correctamente, y aumenta los niveles de ca®
citosélico. Como control positivo de despolarizacion mitocondrial se traté el control
C57BL/6J con 4 uM CCCP + 1 uM oligomicina durante 10 minutos previamente a la
induccion con tBuBHQ y durante los 10 minutos que dura el ensayo del manejo del
Ca’" intracelular. Para convertir la sefial fluorescente radiométrica de la sonda Fura-2
AM en concentracién de calcio intracelular libre, [Ca®'], se obtuvo la fluorescencia
maxima (Rmax) del Fura-2 AM con 5 uM del ionéforo Br-A23187 (Sigma-Aldrich) en
tampdn con Ca’* vy la fluorescencia minima (Rmin) con 4 mM de EGTA (Scharlab) en
tampdn sin Ca>* y se aplicé la ecuacidn de Grynkiewicz, en cultivo neuronal in vivo de
5 div.

Para recoger la fluorescencia del Fura-2 AM se utilizd microscopia vertical con control
de temperatura a 37°C, para mantener el cultivo neuronal in vivo, con objetivo 40x de
aceite. La sefial fluorescente se monitorizé y analizé con el software de Leica MM
Fluor. Cada uno de los grupos de experimentacidon consta al menos de tres réplicas
experimentales bioldgicas (ratones N=3) y 3 réplicas técnicas de cada muestra
bioldgica. Las medias de la [Ca®']; basal y los AUC se compararon con la prueba
estadistica ANOVA de un factor (genotipo) y la significaciéon en la diferencias de las
medias entre los grupos se determind con la comparacion a posteriori de Bonferroni.

8.4. Determinacidn de la actividad calpaina in vivo

La medida de la actividad calpaina se realizé con la sonda CMAC, t-BOC-Leu-Met
(Molecular Probes™). El 7-amino-4-chloromethylcoumarin o t-BOC-L-leucyl-L-
methionine amide (CMAC, t-BOC-Leu-Met) es un sustrato tipo peptidasa especifico
para calpaina, es permeable a la célula y una vez en el citosol la calpaina lo corta. t-
BOC es el producto del corte proteolitico y emite fluorescencia azul a 430 nm de
forma proporcional a la actividad calpaina.

Las neuronas sensitivas de un cultivo primario de 3 div se incubaron con la sonda
Mitotracker deep red a 200 nM durante 15 minutos a 37°C, después se retird esta
tincién y se incubaron con 10 uM t-BOC en medio definido durante 15 minutos a 37°C
en el incubador celular. La recogida de la fluorescencia a 430 nm, correspondiente al
t-BOC, y a 630 nm, correspondiente al mitotracker, por microscopia confocal en
cultivo neuronal in vivo se realizd a 37°C y 5% de CO, con objetivo 40x de aceite. Para
estudiar si la actividad calpaina era dependiente de los niveles de Ca** citosélicos las
neuronas sensitivas de un cultivo primario de 2 div se trataron durante 24 horas con:
i) 1 mM EGTA (Sigma-Aldrich), quelante del calcio extracelular; ii) 20 uM BAPTA-AM
(Molecular Probes), quelante del calcio intracelular; iii) 100 uM O-fenantrolina,
inhibidor de metaloproteasas y quelante de Fe**, (cedida por el Dr. Erwin Knecht, del
Centro de Investigacion Principe Felipe en Valencia); iv) 3,6 mM CaCl,, aumentando
asi la cantidad de calcio extracelular al doble de la concentracién fisiolégica de 1,8
mM. Todas estas condiciones se compararon con la condicidn basal. Cada uno de los
grupos de experimentacién consta al menos de tres réplicas experimentales
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bioldgicas (ratones N=3). Las medias de la fluorescencia se compararon con la prueba
estadistica ANOVA multifactorial (genotipo x tratamiento) y la significacion en la
diferencias de las medias entre los grupos se determind con la comparacién a
posteriori de Bonferroni.

8.5. Determinacion de la actividad de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
in vivo

El estudio de los niveles del Ca®* citosélico se realizé con la sonda FLuo-8 AM (Abcam).
El Fluo-8 AM se utilizd para medir los cambios en el Ca®" citosélico debidos a la
activacion de los receptores acoplados a proteina G (GPCR). El Fluo-8AM es un
indicador de calcio de tipo fluorimétrico. Es un quelante de Ca** unido a un
fluorocromo, que se excita a 490 nm y emite a 525 nm. Los resultados se expresan en
intensidad de fluorescencia, que depende de los niveles del Ca’' citosdlico, de forma
que un aumento del Ca** citosdlico aumenta la fluorescencia del Fluo-8 AM.

Las neuronas sensitivas de un cultivo primario de 5 div se incubaron al mismo tiempo
con 200 nM de Mitotracker deep red, 5 UM de Fluo-8 AM y 0,06% de acido plurdnico,
en tampodn Hank con 20 mM HEPES a pH 7.0 (HHBS) durante 45 minutos a 37°C en el
incubador celular. Después se llevaron al microscopio confocal en tampén HHBS. La
recogida de la fluorescencia a 525 nm, correspondiente al Fluo-8 AM, y a 630 nm,
correspondiente al mitotracker, por microscopia confocal en cultivo neuronal in vivo
se realizd a 37°C y 5% de CO2 con objetivo 40x de aceite. Para estudiar si los niveles
de calcio citosdlicos eran dependientes de la sefializacion por GPCR las neuronas
sensitivas se trataron desde el momento de la siembra y durante 5 div con: i) 13,5 uM
nicardipino (Sigma-Aldrich), ii) 300 nM silfenafilo (Sigma-Aldrich); iii) 0,5 uM rolipram
(Sigma-Aldrich) y se compard con la condicion basal. Cada uno de los grupos de
experimentacién consta al menos de tres réplicas experimentales (ratones N=3). Las
medias de los ratios de fluorescencia se compararon con la prueba estadistica ANOVA
multifactorial (genotipo x tratamiento) y la significaciéon en la diferencias de las
medias entre los grupos se determind con la comparacién a posteriori de Bonferroni.

9. Analisis morfométrico

9.1. Determinacidn de parametros morfolégicos neuronales y distribucion neuronal
El analisis morfométrico de las neuronas sensitivas del cultivo primario de 3 y 5 div
consistié en la medicién del area (um?) y del didmetro de Feret (um) de los somas
neuronales con el programa Imagel. La recogida de la imagen se realizé en campo
claro con microscopia confocal en cultivo neuronal in vivo a 37°C y 5% de CO, con
objetivo 40x de aceite. Cada uno de los grupos de experimentacion consta al menos
de tres réplicas experimentales bioldgicas (ratones N=3). La comparacién de la
distribucién de la frecuencia acumulada de las areas y los didmetros entre los
genotipos se analizé6 dos a dos usando el test de comparacidon de dos muestras de
Kolmogorov-Smirnoff [123]. La comparacién de las proporciones o la frecuencia de
distribucién de las dreas y los didmetros en 3 rangos de tamafio entre los genotipos se
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analizd con una tabla de contingencia (3x2) para cada uno de los genotipos
deficientes en frataxina respecto al control por separado, y la significacién entre las
frecuencias obtenidas se determiné con el estadistico exacto de Fisher. Las medias del
area y del didmetro de Feret se compararon con la prueba estadistica ANOVA
multifactorial (genotipo) y la significacién en la diferencias de las medias entre los
grupos se determind con la comparacion a posteriori de Bonferroni.

9.2. Determinacion de parametros morfologicos mitocondriales y distribucion
mitocondrial

El andlisis de la distribucién y la morfologia mitocondrial de las neuronas sensitivas se
realizd marcando la mitocondria con la sonda Mitotracker Deep red, e identificando la
poblacién neuronal, mediante IFl, con B-tubulinalll.

El estudio de la morfologia mitocondrial se realizd en tres experimentos distintos: 1)
En neuronas sensitivas de 5 div en condiciones basales de cultivo. Como control
positivo de despolarizacion mitocondrial se traté el control C57BL/6J con 4 uM CCCP +
1 uM oligomicina. Como control positivo de elevados niveles de Ca** citosélicos se
tratd el control C57BL/6J con el iondforo Br-A23187 5 pM. Ambos controles se
trataron durante 30 minutos previamente a la tinciéon y durante la tincién con
mitotracker deep red; 2) En neuronas sensitivas de 4 div en condiciones basales de
cultivo y tratadas, desde el momento de la siembra, con EGTA, BAPTA y o-
fenantrolina, como en el apartado 8.4 de material y métodos; 3) En neuronas
sensitivas de 5 div en condiciones basales de cultivo y tratadas, desde el momento de
la siembra, con nicardipino, silfenafilo y rolipram, como en el apartado 8.5 de material
y métodos.

Cada uno de los grupos de experimentacién consta al menos de tres réplicas
experimentales bioldgicas (ratones N=3). La recogida de la fluorescencia a 525 nm,
correspondiente a la B-tubulinalll, y a 630 nm, correspondiente al mitotracker, se
realizd por microscopia confocal con objetivo 40x de aceite.

El analisis de la morfologia mitocondrial se realizé con el software de imagen Image)
(http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html). Y se aplicé el macro “mito-morphology”
disefiado por Ruben K. Dadga y colaboradores [124].

Se analizaron los pardmetros de nimero de mitocondrias como objetos presentes en
la imagen, % de area celular que ocupan, el indice de elongacién, el indice de
interconectividad y el indice de hinchazéon mitocondrial (Tabla 9). El indice de
elongacion es la inversa de la circularidad de los objetivos e indica si la mitocondria
tiene forma elongada normal [ = ] o por el contrario estd redondeada [ © ]. El indice
de interconectividad es el ratio entre el drea/perimetro de los objetos e indica si las

mitocondrias estan normales | %] o por el contrario estan interconectadas entre si

formado una Unica gran masa reticular [ = ]. El indice de hinchazdn es el ratio entre
el area/perimetro normalizado por la circularidad, de esta forma se puede diferenciar
del indice de interconectividad. Cuando la mitocondria se hincha su forma cambia de
filamentosa a esférica y su didmetro aumenta (Figura 23). Este cambio morfoldgico es
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debido a que el ratio del perimetro/volumen es mayor en las formas esféricas que en
las formas elongadas.

Tabla 9. Parametros morfolégicos mitocondriales analizados mediante microscopia de fluorescencia.

Parametro Descripcion Férmula Significacion
Numero de Objetos
mitocondrias presentes en la
imagen
% de area celular Mide la masa Yoocup = area mitoc Superficie del axén que
que ocupan las mitocondrial area axonal ocupa la masa
mitocondrias mitocondrial
Circularidad Mide la Indica la esfericidad de la
morfologia o . area mitocondria.
forma de las Cire = 4m x (perimetroz Circularidades de 1
mitocondrias indican esferoides
perfectos y circularidades
de 0 indican mitocondrias
muy elongadas
indice de Mide la Indica si la mitocondria
elongacion morfologia de Elong = 1 tiene forma elongada o
las circularidad alargada normal[< ] o
mitocondrias por el contrario esta
redondeada [ © ].
Elongaciones de 1 indican
cilindro perfecto y
elongaciones de 0 indican
esferoides perfectos
indice de Mide el , area Indica si las mitocondrias
interconectividad tamanfio de las [nterconectiv = perimetro . =
. . estan normales [ ]lo
mitocondrias . .
por el contrario estan
interconectadas entre si
formado una Unica gran
masa reticular [ = ]
indice de Mide el Indica si la mitocondria
hinchazdén tamafio (& tiene mas tamafio porque
mitocondrial teniendo en Hinchazén = —Perimetro/ esta hinchada y redonda
cuenta la circularidad

morfologia de
las
mitocondrias

[ D ] o por el contrario
porque esta mas

[

interconectada
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Condition of No swelling Swelling without
mitochondria stretching the surface
L L . -
; I Y
Morphol ogy e -y
Surface area 5, 3,=S8,
Volume v, V,=1.72V,
[hameter d, d,=2.34d,
c

Figura 23. Cambios en la morfologia mitocondrial cuando se hincha sin cambios en la superficie o area
mitocondrial.

Bajo condiciones normales la mitocondria aparece como estructuras filamentosas. Después de hincharse
la mitocondria cambia a formas esféricas. El drea de la mitocondria es la misma, pero el didmetro
aumenta y el volumen aumenta. Se muestran los cambios calculados en el volumen y didmetro cuando
una mitocondria se hincha, sin cambiar la superficie. El ratio longitud/didametro fue asumida 5 veces mas
antes del hinchazén. Adaptado de Gao y colaboradores (2001) [125].

10. Microscopia

10.1. Microscopia electrénica

Las imagenes de microscopia electrdnica se realizaron en el Servicio de Microscopia
del Centro de Investigacion Principe Felipe (Valencia). Las neuronas sensitivas se
sembraron en camaras de permanox (Nunc) pretratadas con ornitina y laminina
conforme protocolo habitual y se cultivaron durante 5 div, entonces se fijaron
sucesivamente con glutaraldehido 2,5% (v/v) en PB 0,1 M pH 7.4 durante 5 minutos a
37°C y durante 1 hora a 4°C. Tras 4 lavados de 5 minutos cada uno con PB 0,1M, las
neuronas fueron post-fijadas con 0sO, 2% durante 1 hora a temperatura ambiente y
se tifleron con acetato de uranilo 2% durante 2 horas a 4°C en oscuridad.
Posteriormente se lavaron con agua destilada, se deshidrataron en etanol y se
infiltraron en resina Durcupan (Sigma-Aldrich) toda la noche. Tras la polimerizacién,
las neuronas embebidas en la resina se separaron de las camaras de cultivo y se
pegaron a bloques de araldita. Se cortaron en secciones semifinas (1,5 um) con un
Ultracut UC-6 (Leica) y se montaron en portaobjetos donde se tifieron con azul de
toluidina 1%. Las secciones semifinas seleccionadas se pegaron a bloques de araldita y
se separaron del portaobjetos con ciclos de congelacion en nitrégeno liquido y
descongelacion. Las secciones ultrafinas (0,06-0,08 um) se prepararon con el Ultracut
y se tifieron con citrato de plomo. Finalmente se obtuvieron las imagenes en un
microscopio de transmisidn electrénica FEI Tecnai G2 Spirit (FEI Europe) usando una
camara digital Morada (Olympus Soft Image Solutions GmbH).

72



Material y Métodos

10.2. Analisis por microscopia dptica de transmision vertical

Los ensayos celulares in vivo de los cultivos neuronales fueron examinados en un
microscopio vertical Leica DMI3000B (Leica Microsystems Mannheim, Alemania) con
control de temperatura. Las IFl de los cultivos neuronales fueron examinadas en un
microscopio vertical de fluorescencia Leica DM RXA2 con un objetivo de aire de 40x.

10.3. Analisis por microscopia confocal

Los ensayos celulares in vivo y las IFl de los cultivos neuronales fueron examinados en
un microscopio confocal laser de barrido Leica TCS SP8, (Leica Microsystems
Mannheim, Alemania) equipado con un microscopio invertido DMI6000. Los ensayos
celulares in vivo de los cultivos neuronales se realizaron con control de la temperatura
y del CO,. Se tomé una imagen cada 0.22 um de espesor de la neurona con objetivos
40x o 63x de aceite de inmersion. Las imagenes se reconstruyeron realizando una
proyeccion maxima de los planos en el eje Z y montando los distintos canales de
fluorescencia con el software Imagel. La intensidad de la fluorescencia y los tamafios
de drea y didametro de Feret se analizaron con el software ImageJ.

11. Analisis estadistico

La representacion de los datos y obtencion de los gréficos se llevd a cabo con el
software GraphPad Prism 5.00.288 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). El
analisis estadistico de los datos se llevd a cabo con los softwares Graphpad y SPSS
para Windows version 21.0 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS for
Windows. lllinois, USA: Inc Chicago, 2005.).

Cada experimento se replicé al menos tres veces usando muestras bioldgicas o
cultivos neuronales obtenidos a partir de tres animales diferentes por edad o
condicidn (N=3). En cada una de las réplicas experimentales tanto el sacrificio, como
el cultivo primario neuronal, como los experimentos se realizaron con los tres
genotipos y con los distintos tratamientos al mismo tiempo en paralelo.
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Resultados 1: identificacion de nuevos marcadores de neuronas propioceptivas

1. Identificacion de nuevos marcadores especificos de neuronas
propioceptivas del ganglio dorsal de ratén

La FRDA es una enfermedad caracterizada por la degeneracion primaria del ganglio
dorsal, en la que la falta de frataxina no afecta por igual a todos los tipos neuronales
del ganglio dorsal. Este hecho fisiopatolégico nos llevé a cuestionarnos porque las
neuronas propioceptivas son mas sensibles a una deficiencia de frataxina.Para
averiguar qué tienen de particular las neuronas propioceptivas, con respecto al resto
de las neuronas sensitivas del ganglio dorsal, nos planteamos identificar nuevos
marcadores de esta poblacién neuronal. Para ello realizamos el aislamiento de las
neuronas propioceptivas y el analisis de su perfil de expresion génica.

El modelo seleccionado para este estudio fue el ratén control C57BL/6J adulto de 12
meses de edad. Para secuestrar la subpoblacién propioceptiva se eligié un sistema
basado en la interaccion biotina-estreptavidina. Las neuronas propioceptivas se
marcaron con anticuerpos especificos biotinilados, que a su vez, fueron reconocidos
por la estreptavidina unida a bolas magnéticas. De esta forma con un sencillo campo
magnético se pueden recoger las bolas magnéticas de estreptavidina unidas a los
anticuerpos biotinilados que han reconocido especificamente a la poblacidn
propioceptiva en el ganglio dorsal disgregado. Para aislar la poblacién propioceptiva
se eligieron los anticuerpos anti-TrkC y anti-parvalbumina (PV), que reconocen
proteinas especificas de esta subpoblacidn neuronal [126, 127].

Previamente al aislamiento se quiso confirmar que los anticuerpos elegidos
reconocen a sus proteinas nativas en la misma subpoblacién de neuronas sensitivas.
Para ello se realizé un cultivo primario de ganglio dorsal de un control C57BL/6J de 12
meses de edad sobre el que se realizd la inmunodeteccién con anti-TrkC y anti-PV a
los 4 div. Las imagenes de microscopia muestran que sélo unas pocas de las neuronas
sensitivas del cultivo mostraban la colocalizaciéon de los dos marcajes, indicando la
correcta y especifica deteccion de la poblacién propioceptiva por los dos anticuerpos
seleccionados (Figura 24A).

Una vez confirmada la idoneidad de los anticuerpos elegidos se realizd su
biotinilacién. La incubacién del ganglio dorsal disgregado de un ratéon C57 de 12
meses de edad con estos anticuerpos biotinilados, segln la estrategia explicada en el
apartado 7.1 de material y métodos, permitié el aislamiento de las neuronas
propioceptivas (Prop) del resto del ganglio dorsal disgregado (Nop). Para confirmar la
composicion de cada una de las fracciones aisladas se realizé la inmunodeteccién de
PV y B-tubulina lll por WB en la fraccién Prop, la Nop y en las bolas magnéticas, una
vez completado el protocolo de aislamiento. El WB muestra que en las tres fracciones
obtenidas se detecta B-tubulina lll, revelando la presencia de neuronas. La deteccion
de B-tubulina Il en las bolas magnéticas indica que algunas de las neuronas
propioceptivas aisladas se han quedado retenidas en las bolas magnéticas y no se han
liberado correctamente. La deteccién de PV indica que se han aislado neuronas
propioceptivas en la fraccién Prop, pero también que han quedado algunas sin
secuestrar en la fraccién NoP (Figura 24B).
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Figura 24. Aislamiento de la subpoblacion de neuronas propioceptivas del ganglio dorsal.

A) Doble marcaje inmunocitoquimico de una neurona propioceptiva con sus marcadores especificos TrkC
en verde y parvalbumina (PV) en rojo en cultivo primario de neurona sensitiva de raton adulto. 40x,
microscopia vertical. B) Inmunodetecciéon mediante WB de las subpoblaciones neuronales aisladas Prop,
Nop y bolas magnéticas o dynabeads usadas en el aislamiento. C) Estudio de las bandas de RNA
ribosomal en las subpoblaciones neuronales aisladas, linea 1 ganglio dorsal completo, linea 2
subpoblacion Nop, linea 3 subpoblacion Prop, linea 4 bolas magnéticas o dynabeads.

Una vez aislada la poblacidn propioceptiva del ganglio dorsal se pasdé a la
determinacidon y analisis de los perfiles de expresién génica, realizando un array
especifico de receptores de neurotrofinas y reguladores. Previamente a realizar el
array quisimos comprobar la integridad del mRNA que se extrajo de la poblaciéon
propioceptiva aislada. Observamos que la cantidad de mRNA aislada de la fraccién
Prop era muy pequefia y, aunque se podia medir por espectrofotometria, no se
detectd por electroforesis en gel de agarosa (Figura 24C). Por esta razén y, para estar
seguros de que manejdbamos una muestra de mRNA suficiente, el estudio de Ia
expresidn génica se realizé comparando la subpoblacidn NoP frente a la poblacién de
un ganglio dorsal completo. Por lo tanto los mRNA presentes en el ganglio dorsal
completo y que estuvieron ausentes en la fraccidon NoP, corresponderian a la
poblacién propioceptiva.
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El estudio del perfil de expresién gendmica identific6 13 mRNA con expresion
diferencial significativa (Tabla 10). Los tres mRNA con un menor nivel de expresion
correspondieron a tres receptores neuronales: receptor tipo | de la adenilato ciclasa
(PAC1R o ADCYAP1R1, Adenylate cyclase receptor type 1), receptor 1 de la galanina
(GALR1, Galanin receptor 1) y receptor tipo 2 de la hormona liberadora de
corticotropina (CRHR2, Corticotropin releasing hormone receptor 2). Los tres
receptores, que representan potenciales marcadores selectivos de neuronas
propioceptivas, son miembros de la superfamilia de GPCR de clase Il o Familia B o del
receptor secretina.

Simbolo Descripcion Av. Ratio | Funcidn génica
ADCYAP1R1(PAC1R) | Adenylate cyclase receptor type | -20.4762 |[N&R
GALR1 Galanin receptor 1 -6.5927 N & R, Galanin receptor
CRHR2 Corticotropin releasing hormone | -6.0165 N &R
receptor 2
CRH Corticotropin releasing hormone -5.1154 N &R
NPY Neuropeptide Y -3.8882 N &R
GRPR Gastrin-releasing peptide receptor -2.8003 N & R, Bombesin receptors
NPY1R Neuropeptide Y receptor Y1 -2.7986 N & R, Neuropeptide Y
receptor
NTRK2 Neurotrophic tyrosine kinase, | -2.6889 N & R, Neurogenesis
receptor, type 2
NRG4 Neuregulin 4 -2.4771 N & R, Growth factor
NPY2R Neuropeptide Y receptor Y2 -3.914 N & R, Neuropeptide Y
receptor
CRHR1 Corticotropin releasing hormone | -3.649 N &R
receptor 1
GFRA1 GDNF family receptor alpha 1 -2.436 N & R, Neurogenesis (CNS
Development)
Zfp91 Zinc finger protein 91 -2.014 N & R, Cell proliferation

Tabla 10.Expresion diferencial de mRNA asociado a la poblaciéon propioceptiva. El listado muestra los
MRNA que aparecen disminuidos en la poblacion no propioceptiva (NoP) con respecto al ganglio
completo, indicando que son representativos de la poblacién propioceptiva (Prop). Se consideraron
como potencial marcador especifico de neurona propioceptiva todos aquellos mRNA que disminuyeron,
al menos, dos veces en la muestra no propioceptiva (NoP) con respecto al ganglio completo.

Los nuevos receptores especificos de neuronas propioceptivas identificados, PACIR,
GALR1 y CRHR2, se validaron por inmunocitoquimica en cultivo primario de ganglio
dorsal, mediante la colocalizacién con TrkC. Tanto la expresion del receptor PACI1R
como la del receptor GALR1 colocalizan con la expresidon del receptor TrkC en
neuronas propioceptivas del cultivo primario de ganglio dorsal, por lo que se
confirman como nuevos marcadores especificos de neuronas propioceptivas (Figura
25). Sin embargo el receptor CRHR2 se expresa en todos los tipos celulares del cultivo
primario, incluyendo las neuronas no propioceptivas que no expresan TrkC, quedando
descartado como posible marcador especifico de neurona propioceptiva.
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TrkC/PAC1R TrkC/GALR1 TrkC/CRHR2

Figura 25. Patrones de expresion diferencial de las proteinas seleccionadas como candidatas a
marcadores de propioceptivas.

Colocalizacién de la inmunofluorescencia del marcador de neurona propioceptiva TrkC (rojo) con la de las
proteinas candidatas (verde). Se observa que la expresion de PACIR y GALR1 esta restringida a las
neuronas sensitivas propioceptivas, sin embargo la expresion de CRHR2 se observa en las neuronas
propioceptivas pero ademas presenta un marcaje perinuclear en células no neuronales. Imagenes de
confocal 63x.

En 2005 Kramer realizé un estudio muy similar en el que compard la expresion génica
del ganglio dorsal de embriones deficientes en TrkC con el control e identificé 41
genes como potenciales marcadores de neuronas propioceptivas. De todos ellos eligid
dos miembros de la superfamilia GPCR, Me6/Gpr64 y Pthrl, y los confirmé como
marcadores noveles de neuronas propioceptivas implicados en su diferenciacion a lo
largo de la etapa embrionaria [128]. Estos datos sugieren que los GPCR juegan un
papel relevante en la biologia de las neuronas propioceptivas.

La identificacion de dos nuevos marcadores predominantes en las neuronas
propioceptivas del ganglio dorsal en ratén adulto, PAC1R y GALR1, pertenecientes a la
familia de GPCR de clase Il, aporta nuevas vias moleculares y procesos celulares de
estudio que pueden estar implicados en la FRDA.

PACAP es un neuropéptido implicado en la regeneracion nerviosa, la supervivencia
neuronal y la nocicepcidn. Su expresion aumenta en las neuronas mas grandes o
propioceptivas después de algunos tipos de dafio nervioso periférico como una
transeccion [99, 100]. La via PACAP/PACIR ha sido descrita ampliamente como una
via de supervivencia en multitud de dafos nerviosos y tipos neuronales del SNCy SNP
y juega un papel importante en la recuperacién post-traumatica del sistema nervioso.
El hecho de que PACAP aumente en la poblacién propioceptiva tras un dafio periférico
y de que hayamos identificado PAC1R como receptor mas sobrerepresentado en la
poblacién propioceptiva sugiere PACIR como diana molecular emergente con
potencial terapéutico en la respuesta a la neurodegeneracién en la FRDA.

La galanina es un neuropéptido inhibitorio ampliamente distribuido en SNP y SNC
para el que se han descrito tres receptores acoplados a proteina G: GalR1, GalR2 y
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GalR3. La unidn de galanina a GalR1 inhibe la AC y la unién a GalR2 activa la PLC, por
ello GalR1 es un receptor inhibitorio y GalR2 es un receptor excitatorio [129, 130]. En
el ganglio dorsal GalR1 se expresa mayoritariamente en las neuronas propioceptivas,
pero también en nociceptivas y mecanoceptivas [131]. La expresidn de galanina
aumenta drasticamente en las neuronas nociceptivas y propioceptivas después de un
dafio en el nervio periférico [131], confiriendo analgesia después del dafio,
procesando la informacién sensitiva especialmente del dolor y promocionando la
supervivencia y la regeneracién neuronal [132]. El GalR1 se ha implicado en la
proteccién frente a un dafio excitotdxico por kainato [133], y en la respuesta
nocifensiva frente a un estimulo de frio/calor [130]. El hecho de que GalR1 se exprese
mayoritariamente en las neuronas propioceptivas, confirma nuestra validacién como
marcador sobrerepresentado en la poblacion propioceptiva. Sin embargo la
implicacion de GalR1 con procesos nociceptivos tras el dafio neuroldgico y la
implicacion de GalR2 con los procesos de crecimiento y regeneracién neuritica,
disminuye la posibilidad de que GalR1 pueda estar implicado en la respuesta frente a
la neurodegeneracion en las neuronas propioceptivas en la FRDA.

La implicaciéon de los GPCR en el desarrollo de las neuronas propioceptivas, en la
respuesta a las enfermedades neurodegenerativas y la identificacion de la via de
supervivencia PACAP/PACIR como especifica de las neuronas propioceptivas hace
suponer que posiblemente la sefializacion neuronal a través de los GPCR esta
implicada en la fisiopatologia de la FRDA. Una mayor comprensién de cémo el déficit
de frataxina puede alterar los mecanismos moleculares y celulares a través de los
cuales los GPCR tipo Il modulan la plasticidad y supervivencia neuronal, permitird
nuevas intervenciones terapéuticas en la FRDA.
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2. Estudio fisiopatoldgico del déficit de frataxina en el modelo murino FRDA

2.1. La expresion de frataxina correlaciona con el nimero de copias del transgén
YG8

En autopsias de pacientes de FRDA se ha encontrado una acumulacidn progresiva de
expansiones grandes del triplete GAA en el ganglio dorsal [134] y en el cerebelo [135]
de forma dependiente a la edad, que se postula que puede contribuir a la patologia
tisular especifica y progresiva de la enfermedad. Esta inestabilidad somatica entre los
tejidos en FRDA ocurre mucho después del desarrollo embrionario y progresa a lo
largo de la vida [134]. En el modelo murino transgénico YG8 también se describié una
inestabilidad intergeneracional y una inestabilidad somadtica del triplete GAA en
cerebelo y médula espinal, a partir de la generacion F4. Los autores argumentaron
que era debido al efecto del fondo genético C57BL/6J [40]. Estudios posteriores
confirmaron que la inestabilidad somatica del transgén YG8 en ganglio dorsal y
cerebelo es dependiente de la edad y ademds es mayor que en tejidos replicativos
como la sangre o el esperma, por lo que pensaron que la replicacién del DNA no estd
implicada en la inestabilidad dependiente de la edad entre los tejidos, sino que debe
ser la via de reparacién del DNA la que juega un papel critico en esta inestabilidad
somatica en el raton [135].

En la colonia del modelo FRDA amplificada en nuestro laboratorio no se detectd
inestabilidad intergeneracional de las repeticiones GAA en el transgén YG8. No
aparecieron ni contracciones ni expansiones del nimero de repeticiones del triplete
GAA, debido a que la colonia se amplificd en un corto periodo de tiempo con
individuos de la misma generacidn F (transversalmente) y no se ha descendido mas de
3 generaciones (F3). Por lo tanto, todos los ratones estudiados presentaban el mismo
numero de repeticiones GAA a la edad de 10 dias. La inestabilidad somatica entre los
tejidos debida a la edad no se ha determinado, pero posiblemente de haberse
producido estaria favoreciendo la evolucién del proceso fisiopatoldgico a las edades
de estudio de 22-24 meses.

El genotipado de la colonia se realizé mediante dos PCR convencionales utilizando
como molde el DNA de los ratones. Una primera PCR identifica el gen Fxn (Figura 26A)
y la segunda determina la presencia del transgén YG8 (Figura 26B). El tamafio
amplificado depende del numero de repeticiones del triplete GAA que contiene el
transgén y se calcula segun la férmula: 457 pb + 3 n (n = n2 de repeticiones GAA).Se
han incluido otros genotipos de ratdn obtenidos de cruces entre heterocigotos (Fxn+/",
FXN') para poder observar todos los genotipos posibles.
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Figura 26. Genotipado y fenotipado del modelo murino FRDA.

A) Productos de la PCR del gen de la frataxina murina (Fxn). La banda de 250 pb corresponde al alelo
delecionado y la banda de 450 pb al alelo normal. B) productos de PCR del transgén YG8 con
(GAA)gp.190.El DNA de los ratones FXN™ o FXN'* amplificaron dos bandas de 1.027 pb y 727pb,
correspondientes a 190 y 90 repeticiones del triplete GAA. Linea 1y 7 ratdn (Fxn'/', EXN'), linea 2,3y 4
(Fxn™"*), ratén linea 5, 6 y 8 ratén (Fxn™), linea 9 ratén (Fxn™, FXN'), linea 10 control negativo o blanco
de la reaccién.

Debido al tipo de cruces que realizamos entre individuos YG8R “rescatados” (Fxn'/',
FXN'), obtenemos ratones YG8R con una copia del transgén YG8 en hemizigosis (Fxn"/',
FXN') y ratones YG8YGSR con dos copias del transgén YG8 en homozigosis (Fxn”",
FXN*). La determinacién del nimero de copias del transgén de cada uno de los
ratones se realizd por PCR cuantitativa.

El ratén YG8R es un modelo que reproduce molecularmente la mutacién tipica de los
pacientes FRDA. En estos pacientes, el incremento en el nUmero de repeticiones es lo
gue impide una correcta transcripcion del gen y por tanto alcanzar niveles adecuados
de la proteina frataxina. Una de las cosas que nos preocupaba en el modelo era
confirmar que los niveles de expresidn de frataxina eran inferiores a lo normal y por
tanto patoldgicos. El modelo no dispone de un control de expresidn basal de frataxina
humana, pero por el tipo de cruce que estdbamos realizando si que disponiamos de
un ratén con dos copias del transgén y por tanto deberia presentar una expresiéon
superior de frataxina. Para confirmar este hecho, realizamos una extraccion de
proteina de tejido neuronal de ratones YG8R, YG8YG8R y del control C57BL/6J.
También afiadimos el ratén wild type (Fxn”*) obtenido en cruces de heterocigotos
(Fxn™", FXN'). La inmunodeteccién por WB revela que la frataxina humana expresada
presenta las dos formas procesadas en la mitocondria, la intermedia de 17 KDa y la
madura de 14 KDa. Y que la forma madura se expresa de forma predominante con
respecto a la intermedia. La expresidon mayoritaria de la forma madura ocurre en la
mayoria de las especies, en individuos normales y en pacientes de FRDA, y es la forma
completamente funcional esencial para la supervivencia celular [136]. En nuestro
caso, observamos una mayor expresion de la frataxina humana en el tejido de los
ratones YG8YGS8R, con dos copias del transgén, que en los ratones YG8R, con una sola
copia (Figura 27).
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Figura 27. Inmunodeteccion por WB de frataxina humana en columnas posteriores del raton FRDA.

Se aprecian dos bandas correspondientes a las formas maduras mitocondriales de 17 KDa y 14 KDa. Se
aprecia una mayor expresion de la frataxina humana en el tejido neuronal de los ratones YG8YG8R que
en los ratones YG8R. Los controles C7BL/6J y los wild type (Fxn+/+) obtenidos de cruces de heterocigotos
no expresan frataxina humana.

Por tanto el modelo murino FRDA expresa una cantidad de frataxina humana en
tejido neuronal, en concreto las formas maduras mitocondriales, proporcional al
numero de copias del transgén YG8. Con este resultado, nos decidimos a realizar los
siguientes estudios utilizando tres ratones: YG8R, como ratdn problema; YG8YGSR,
con mayor expresion de frataxina y por tanto esperando observar una mejora
progresiva de la patologia; y C57BL/6J como control.

2.2. Caracterizacion fenotipica del modelo murino FRDA

2.2.1. El déficit de frataxina provoca el aumento del peso corporal del modelo
murino FRDA

Se realizé un seguimiento del peso corporal desde los 3 meses hasta los 24 meses de
edad. El estudio del peso corporal en el modelo murino FRDA revelé un incremento
de peso en los genotipos YG8R e YG8YGS8R con respecto al control C57BL/6J desde los
6 meses de edad hasta los 24 meses, con diferencias significativamente estadisticas
en los machos, pero no en las hembras. No hay diferencias significativas en el peso
entre YG8R e YG8YGS8R ni en machos ni en hembras (Figura 28).

El aumento del peso corporal en el modelo murino FRDA en ambos sexos es
coincidente con los resultados publicados previamente por Al-Mahdawi vy
colaboradores (2006) en el que determinaron un aumento de peso corporal del
genotipo YG8R. Para el autor la razén de este aumento de peso se debe a la menor
movilidad que presenta el genotipo YG8R en la prueba de campo abierto,
concluyendo que el ratén deficiente en frataxina YG8R presenta un déficit locomotor
gue le hace moverse menos en la jaula y aumentar el peso corporal.

En el anexo | se detallan los valores de media + SEM, nimero de animales vy
pardametros estadisticos para cada grupo de edad y sexo.
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Figura 28. Peso corporal en el modelo murino FRDA.
La gréfica representa la media + SEM. Andlisis ANOVA multifactorial (edad*genotipo) y nivel de
significacién *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

2.2.2. El déficit de frataxina no influye en la supervivencia del modelo murino FRDA
Se realizdé un seguimiento de la supervivencia desde el nacimiento hasta la edad de
experimentacién de 22 meses de edad. Los resultados del andlisis de la supervivencia
indican que la edad maxima de vejez, con un 85% de supervivencia, es de 20 meses
para los tres genotipos en ambos sexos (Figura 29A-B). Indicando que los ratones
deficientes en frataxina llegan a la edad de envejecimiento en las mismas condiciones
y comienzan el envejecimiento a la misma edad que el control C57BL/6J en ambos
sexos. El analisis de la supervivencia no pudo determinar el tiempo de vida media de
cada uno de los genotipos y sexos porque todos ellos presentan mas del 50% de
supervivencia al finalizar el estudio a los 22 meses de edad (Figura 29A-B).

El andlisis de la supervivencia indicd que las curvas de supervivencia de los tres
genotipos son iguales hasta los 22 meses de edad en ambos sexos (Figura 29A-B), con
excepcion de los machos YG8YG8R (Figura 29A), que presentan una ligera
disminuciéon de la supervivencia con respecto al control C57BL/6J, (F=3.862,
p=0.0494%*). Las curvas de supervivencia dentro de un genotipo son iguales para
ambos sexos, sin diferencias significativas, por lo que el sexo no es un factor que
influya en las curvas de supervivencia.
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Figura 29. Curvas de supervivencia del modelo murino FRDA.

Las curvas de supervivencia representan el porcentaje de animales vivos en cada una de las edades hasta
la edad de experimentacion de 22 meses. A partir de los 23 meses de edad se muestran los casos
censurados por experimentacién y por muerte natural. La linea de puntos al 85% de supervivencia
representa la edad de vejez y al 50% de supervivencia representa la vida media. A) Los machos YG8R no
presentan diferencias significativas en la supervivencia con respecto al control C57BL/6J, sin embargo los
machos YG8YGS8R si presentan una ligera diferencia significativa en las curvas de supervivencia con
respecto al control C57BL/6J. B) las hembras YG8R e YG8YGS8R no presentan diferencias significativas con
respecto al control. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Asi pues podemos afirmar que ni la deficiencia de frataxina ni el sexo son factores que
intervienen en la supervivencia del modelo murino FRDA, sélo la asociacién del
genotipo YG8YG8R con el sexo masculino influye ligeramente en la supervivencia
antes del tiempo de experimentacion.

Debido al aumento del peso corporal que muestran los ratones deficientes en
frataxina con respecto al control C57BL/6J, de forma significativa sélo en los machos,
nos parecié interesante estudiar la influencia del peso corporal en la supervivencia del
modelo FRDA y confirmar si es la covariable que hace que los machos YG8YG8R
tengan una supervivencia ligeramente inferior. Para ello realizamos una regresion de
Cox que permite analizar el riesgo de las distintas variables y averiguar el orden de
importancia de cada una de ellas sobre la supervivencia.

Primero se realizé el andlisis univariante de cada una de las variables independientes
genotipo, sexo, genotipo*sexo y peso corporal individualmente. La regresion de Cox
confirmé los resultados obtenidos en las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, ni
el genotipo, ni el sexo, ni el genotipo*sexo son factores que intervienen en la
supervivencia, de forma que todos los genotipos, sexos y genotipos*sexo tienen la
misma probabilidad de presentar muerte natural. Ahora bien, el peso corporal si es
una variable que interviene significativamente en la supervivencia (Wald=8.197;
p=0.004**; Exp(B)=1.039).

En segundo lugar se estudid el orden de repercusion de cada una de las variables
sobre la supervivencia con el analisis multivariante de regresién de Cox hacia
adelante. Se introdujeron todas las variables estudiadas: el genotipo, el sexo, el
genotipo*sexo y el peso corporal, y sélo este Ultimo entré en el modelo final (riesgo
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relativo = 1.039; p = 0,004**), indicando que el peso corporal es el mejor factor
prondstico de muerte natural en el modelo FRDA. Parece que el aumento de peso
corporal que presentan los machos deficientes en frataxina, es un factor de riesgo
para la supervivencia del modelo FRDA, aunque el propio genotipo en si no lo es.

En el modelo FRDA la edad de estudio elegida de 22-24 meses es una edad que estd
por encima de la edad media de supervivencia del modelo, sobrepasa en 2 meses la
edad maxima de vejez, y es una edad en la que no existen diferencias en la
supervivencia entre los ratones deficientes en frataxina y el control C57BL/6J. Por lo
tanto la edad de estudio elegida nos va a permitir observar las consecuencias de la
fisiopatologia provocada por el déficit de frataxina en condiciones de vejez. Los
machos y hembras de cada genotipo tienen las mismas curvas de supervivencia y el
sexo no es un factor de riesgo para la supervivencia, por lo que no se ha hecho
distincién de sexos durante los estudios que no lo requerian.

En el anexo Il se detallan nimero de animales, tablas de supervivencia y parametros
estadisticos para cada grupo de edad y sexo.

2.2.3. Los ratones deficientes en frataxina presentan defectos en la coordinacién
motora, el equilibrio y la propiocepcion

La evaluacién del comportamiento locomotor del modelo murino FRDA se realizé en
las hembras, debido a que su peso corporal no aumenta significativamente, como en
el caso de los machos, con respecto al control C57BL/6J. De esta forma se elimina el
peso corporal como posible factor que modifique la capacidad locomotora del ratén
YG8R.

2.2.3.1. Prueba del rotarod

Se realizé un seguimiento mensual de la coordinacién motora y el equilibrio del
modelo FRDA desde los 2 meses hasta los 9 meses de edad mediante la prueba del
rotarod. Los resultados muestran que los ratones YG8R presentan un déficit
locomotor a partir de los cuatro meses de edad y los ratones YG8YGS8R lo presentan
de forma mas tardia a los seis meses de edad (Figura 30A). En ambos ratones el
déficit locomotor va empeorando con la edad de forma estadisticamente significativa
con respecto al control C57BL/6).

El modelo FRDA presenta una edad de aparicidn y una gravedad de la deficiencia en la
coordinaciéon motora que se correlacionan de forma gradual al nimero de copias del
transgén YG8 o a la cantidad de frataxina humana que se expresa en el ratén.
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Figura 30. Prueba del ROTAROD en el modelo murino FRDA.

A) La gréfica representa el tiempo que cada genotipo aguanta realizando el ejercicio en el rotarod a cada
una de las edades evaluadas. YG8R e YG8YG8R presentan diferencias significativas con respecto al
control C57BL/6J en el tiempo en caer del eje rotatorio. Los datos representan la media + SEM de 4
ensayos con 4 repeticiones de 25, 14 y 18 ratones C57BL/6J, YG8R e YG8YGSR, respectivamente, por
edad. B) Peso corporal de las hembras durante la prueba de rotarod, YG8R e YG8YG8R presentan
aumento del peso con respecto al control. Los datos representan la media + SEM del peso corporal a
cada una de las edades. Andlisis ANOVA multifactorial (edad*genotipo) y nivel de significacién *p<0.05,
*%p<0.01 y ***p<0.001.

Los resultados del ANOVA multifactorial (F=4.718, p=0.000***) indican que el modelo
(edad*genotipo) explica de forma significativa la variacion observada en el tiempo de
latencia en el rotarod y que la interaccion edad*genotipo posee un efecto
significativo sobre el tiempo de latencia en el rotarod a partir de los cuatro meses de
edad. Hay que observar que los pesos corporales de estas hembras son
significativamente mayores que los controles (Figura 30B) y podrian estar
interfiriendo en la ejecucién del test locomotor. Los resultados del ANCOVA
multifactorial (F=5.037, p=0.000***) confirman que el modelo (edad*genotipo), con
el peso corporal como cofactor, continia explicando de forma significativa la
variacién observada en el tiempo de latencia en la prueba del rotarod, por lo que el
peso corporal no es un factor que intervenga en el tiempo de latencia (F=2.432,
p=0.121).

En el anexo Il se detallan los valores de media + SEM, nimero de animales y
pardmetros estadisticos para cada grupo de edad.
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2.2.3.2. Prueba de la barra de equilibrio

Se realizé un seguimiento mensual de la coordinacién motora y el equilibrio del
modelo FRDA desde los 10 meses hasta los 15 meses de edad mediante la prueba de
la barra de equilibrio. Esta prueba es mas sensible que el rotarod para aquellos casos
en los que la deficiencia motora es mas débil o sutil. Los resultados muestran que en
ambos ratones deficientes el déficit locomotor aparece a los once meses de edad y va
empeorando con la edad, aunque de forma mds acusada en el ratédn YG8R, ya que el
ratdn YG8YGSR se mantiene mas cercano al control C57BL/6J, (Figura 31A-C). Se
observa de forma evidente la dependencia de la capacidad locomotora y del equilibrio
con la cantidad de frataxina a los 14 y 15 meses de edad en la barra mas ancha de 26
mm, en la que las diferencias entre YG8R e YG8YGS8R se hacen estadisticamente
significativas (Figura 31A).

El ancho de la barra ilustra a la perfeccidn las diferencias entre los genotipos, y su
dependencia con el déficit gradual de frataxina. La barra mds ancha de 26 mm
representa una dificultad para el genotipo YG8R, pero no para el YG8YG8R que se
acerca a los tiempos del control C57BL/6J (Figura 31A). La barra de ancho intermedio
de 12 mm ya le resulta dificil también al YG8YG8R que se aleja de los tiempos del
control C57BL/6J y se acerca mas a los tiempos del YG8R (Figura 31B). La barra mas
estrecha de 5 mm es un impedimento para los tres genotipos por igual y aunque
mantienen las diferencias en los tiempos de cruzar pierden la significacién estadistica
porque se acercan entre si (Figura 31C). La potencia de la prueba de la barra de
equilibrio para detectar deficiencias en la coordinacion motora y el equilibrio es
mayor que la del rotarod y por ello la significacidn estadistica de las diferencias entre
los tres genotipos estudiados también es mayor que la del rotarod.

La prueba de la barra de equilibrio ha confirmado que el modelo FRDA presenta una
edad de apariciéon y una gravedad de la deficiencia en la coordinacién motora que se
correlaciona de forma gradual al nimero de copias del transgén YG8 o a la cantidad
de frataxina humana que se expresa en el raton.

Los resultados del ANOVA multifactorial (F=11.498, p=0.000***) indican que el
modelo (edad*genotipo*ancho de barra) explica una parte significativa de la variacién
observada en el tiempo de cruzar la barra y que la interacciéon edad*genotipo*ancho
de barra posee un efecto significativo sobre el tiempo de cruzar la barra. Hay que
observar que los pesos corporales de las hembras deficientes en frataxina son
mayores que los controles (Figura 31D) aunque no estadisticamente significativos, y
podria ser un factor que interfiera en la ejecucién del test locomotor.

Los resultados del ANCOVA multifactorial (F=11.314 p=0.000***) indican que el
modelo (edad*genotipo*ancho de banda), con el peso corporal como cofactor,
continua explicando una parte significativa de la variacién observada en el tiempo de
cruzar la barra, por lo que el peso corporal no es un factor que intervenga en el
tiempo de cruzar las barras.
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Figura 31. Prueba de la barra de equilibrio en el modelo murino FRDA.

A-C) Las graficas representan el tiempo que cada genotipo tarda en cruzar las barras de 26, 12 y 5 mm a
cada una de las edades evaluadas. YG8R e YG8YGS8R presentan diferencias significativas con respecto al
control C57BL/6J en el tiempo en cruzar las barras. Los datos representan la media + SEM de 1 ensayos
con 3 repeticiones de 25, 14 y 18 ratones C57BL/6J, YG8R e YG8YGS8R, respectivamente, por edad. D)
Peso corporal de las hembras durante la prueba de rotarod, YG8R e YG8YG8R presentan aumento del
peso con respecto al control. Los datos representan la media + SEM del peso corporal a cada una de las
edades. Andlisis ANOVA multifactorial (edad*genotipo*ancho de barra) y nivel de significacion *p<0.05,
**p<0.01y ***p<0.001.

En el anexo Il se detallan los valores de media + SEM, nimero de animales y
pardmetros estadisticos para cada grupo de edad y ancho de barra de equilibrio.
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2.2.3.3. Prueba del palo

Se realizé un seguimiento mensual de la aparicion de trastornos del movimiento y de
la postura relacionados con el ganglio basal, también Illamados sintomas
extrapiramidales, del modelo FRDA desde los 10 meses hasta los 15 meses de edad
mediante la prueba del palo. Los resultados muestran que las hembras YG8R
presentan un tiempo de actividad locomotora mayor con respecto al control C57BL/6)
(Figura 32A).
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Figura 32. Prueba del palo en el modelo murino FRDA.

A) La grafica representa el tiempo que cada genotipo tarda en girarse sobre si mismos y en descender
hasta la plataforma a cada una de las edades evaluadas. El genotipo YG8R tarda mas tiempo en realizar la
prueba completa, con respecto al control C57BL/6J. B) La grafica representa el tiempo que cada genotipo
tarda en girarse sobre si mismos a cada una de las edades evaluadas. YG8R tarda mas tiempo en girarse,
con respecto al control C57BL/6J. C) La grafica representa el tiempo que cada genotipo tarda en
descender hasta la plataforma a cada una de las edades evaluadas. No hay diferencias entre los
genotipos. D) La grafica representa el porcentaje de animales de cada genotipo que se queda en lo alto
del palo sin girar y sin realizar el ejercicio a cada una de las edades evaluadas. Los datos representan la
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media + SEM de 1 ensayos con 5 repeticiones de 25, 14 y 18 ratones C57BL/6J, YG8R e YG8YGSR,
respectivamente, por edad. Andlisis ANOVA multifactorial (edad*genotipo) para las variables
cuantitativas, tabla de contingencia con test exacto de Fisher para el porcentaje de parada en lo alto del
palo y nivel de significacion *p<0.05 y **p<0.01.

Este aumento del tiempo que necesitan para realizar la prueba no se debe al tiempo
que tardan en descender, que es el mismo en los tres genotipos, (Figura 32C) sino al
tiempo que tardan en darse la vuelta sobre si mismas (Figura 32B). Ademas el
porcentaje de animales que se quedan en lo alto del palo sin darse la vuelta y
descender revela que las hembras YG8R se quedan mas veces en lo alto del palo sin
girar y sin comenzar el descenso, de forma estadisticamente significativa, con
respecto al control C57BL/6) (Figura 32D).

La prueba del palo ha confirmado que el modelo FRDA presenta un déficit en la
capacidad de orientarse y darse la vuelta sobre si mismo, indicando un defecto en la
sensibilidad propioceptiva, de forma dependiente al nimero de copias del transgén
YG8R 0 a la cantidad de frataxina humana que se expresa en el raton.

En el anexo Ill se detallan los valores de media + SEM, nimero de animales y
pardmetros estadisticos para cada grupo de edad y sexo.

2.3. Estudio de la fisiopatologia tisular del déficit de frataxina

Para saber mas sobre las consecuencias de la deficiencia de frataxina y la implicacion
de la disfuncién mitocondrial en la neuropatia axonal dying-back se estudiaron
distintas vias de neurodegeneracién en diferentes niveles topograficos del sistema
nervioso. Se eligieron los tejidos mas afectados en los pacientes de FRDA como tejidos
de referencia. Se extrajeron ganglios dorsales y raices de los nervios espinales del SNP
de ratones C57BL6/J (N=3) e YG8R (N=5). Y como tejidos del SNC se obtuvieron las
columnas posteriores de la médula espinal y el tronco del encéfalo de ratones
C57BL6/) (N=4) e YG8R (N=4). El estudio se programé para realizarse a los 18-21
meses de edad debido a que Al-Mahdawi y colaboradores (2006) encontraron
afectacién del ganglio dorsal, con la aparicién de vacuolas, a partir de los 18 meses de
edad en el ratdn YGS8R. Por lo que decidimos esperar hasta los 18 y 21 meses de edad
esperando encontrar una mayor afectacidon neuronal, como confirmaban los déficits
de equilibrio y de posicionamiento que presentan los ratones YG8R a partir de los 11
meses de edad en las pruebas de la barra de equilibrio y del palo.

2.3.1. La frataxina presenta una expresion diferencial entre los tejidos neuronales

Primero quisimos valorar los niveles de frataxina humana en el raton YG8R en los
tejidos neuronales descritos anteriormente. Para ello tras la obtencién de los tejidos
se realizdé una extraccion de proteinas y se analizaron por WB. Los resultados
muestran que las raices periféricas expresan la menor cantidad de frataxina humanay
después el ganglio dorsal, cordones posteriores y tronco del encéfalo (Figura 33). El
raton YG8R muestra una expresion diferencial de frataxina humana en los distintos
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tejidos neuronales estudiados, indicando que la expresidon va aumentando de forma
gradual en los distintos tejidos neuronales conforme se avanza del SNP al SNC.

La frataxina se expresa en todas las células, pero de forma variable entre los tejidos y
las etapas del desarrollo, siendo mas alta en las células ricas en mitocondria como
cardiomiocitos y neuronas. El humano, en la edad adulta, presenta los niveles de
frataxina mas abundantes en el corazdn, el cerebro y la médula espinal, seguido del
higado, el musculo esquelético y el pancreas [9]. Nuestros resultados confirman que
la expresion en la médula espinal del SNC es mayor que en el ganglio dorsal y las
raices del SNP. Esta baja expresion de frataxina en el ganglio dorsal puede estar
acrecentada por la inestabilidad somatica dependiente de la edad que presenta el
transgén YG8 en el ganglio dorsal [14, 135] y que impide de una forma mas acusada
su transcripcion y expresion en el raton de 18-21 meses de edad.
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Figura 33. Expresion diferencial de frataxina en tejidos neuronales del modelo murino FRDA.
Cuantificacion de los niveles de frataxina humana normalizados con la actina del tejido neuronal de
raices, GD (ganglio dorsal), CP (Columnas posteriores) y TE (tronco del encéfalo) en el raton deficiente
YG8R (N=4-5). Se acompafia de una imagen representativa de la inmunodeteccion por WB. Anlisis
ANOVA unifactorial (genotipo) y nivel de significacidon ***p<0.001.
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2.3.2. Los tejidos neuronales deficientes en frataxina muestran afectacion
mitocondrial y estrés oxidativo

Después de confirmar los niveles de expresion de frataxina humana en cada uno de
los tejidos neuronales pasamos a estudiar la expresiéon de marcadores de funcién
mitocondrial y de cantidad de masa mitocondrial y de procesos celulares como estrés
oxidativo, apoptosis y autofagia.

Observamos que el ratdn YG8R muestra una disminucion significativa de las
subunidades proteicas COXI y COXII en ganglio dorsal y raices, indicando una posible
disminucién de la actividad del C,y de la CTE y un déficit en la OXPHOS (Figura 34A). La
cantidad de ATPsintasa no se ve alterada (Figura 34A).

Observamos que el ratén YG8R muestra un aumento significativo de la enzima
catalasa, sdlo en el ganglio dorsal, y un ligero aumento de la enzima MnSOD en
ganglio dorsal, raices y cordones posteriores que indican una respuesta de los
sistemas antioxidantes frente a una situacion de estrés oxidativo. Esta situacién de
estrés oxidativo se confirmé con el oxyblot en el que se observa un aumento de las
proteinas carboniladas sélo en las raices nerviosas. El ganglio dorsal presenta una
disminucién de las proteinas carboniladas posiblemente porque el aumento de la
catalasa consigue protegerlo frente al proceso de estrés oxidativo (Figura 34B).

El ratén YG8R presenta una sorprendente disminucién significativa de los niveles de
Cit c en las raices nerviosas, indicando un posible fallo en la CTE y una disminucidn de
la proteccion antioxidante del Cit ¢ en el espacio intermembrana, que favorecen el
proceso de estrés oxidativo que sélo sufren las raices nerviosas (Figura 34C). El ratén
YG8R presenta un aumento de la proteina Bcl-2 en ganglio, raices y cordones
posteriores indicando una proteccion frente a la apoptosis (Figura 34C),
confirmdndolo con la no deteccidn de caspasa-3 activada en ninguno de los tejidos
neuronales estudiados (datos no mostrados). El ratén YG8R no presenta aumento del
LC3lIl, indicando que no presenta activacion de la autofagia en ninguno de los tejidos
neuronales estudiados (Figura 34C).
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Figura 34. Estudio de las vias de neurodegeneracion en tejidos neuronales del modelo murino FRDA.
Las graficas muestran el porcentaje de expresidon de las proteinas en el ratdn YG8R respecto al control
(linea discontinua representa el 100% del control C57BL/6J) en distintos tejidos neuronales (raices
nerviosas, GD, ganglio dorsal; CP, cordones posteriores y TE, tronco del encéfalo). Se acompafia de una
imagen representativa de la inmunodeteccién por WB. (N=3-4). Analisis ANOVA unifactorial (genotipo) y
nivel de significacidon *p<0.05 y **p<0.01.
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El ratdn YG8R presenta un aumento de las proteinas mitocondriales TOM22 (MME) y
OPA1 (MMI) indicando un aumento de la masa mitocondrial principalmente en las
raices nerviosas (Figura 34D). Este resultado determiné que aquellas proteinas donde
se observd una disminucidn en el nivel de expresidn en el ratén YG8R, no se debia a
una reduccion en el nimero de mitocondrias.

Los resultados revelan que el ratdn YG8R sufre un proceso patoldgico en las raices
nerviosas, siendo menos evidente en el ganglio dorsal, columnas posteriores y tronco
del encéfalo. La afectacion axonal implica un fallo energético mitocondrial y un
proceso de estrés oxidativo, con ausencia de apoptosis y de autofagia, que conlleva
un aumento de la cantidad de masa mitocondrial como respuesta compensatoria a la
disfuncién mitocondrial. Un hecho sorprendente es que el ganglio dorsal, que
contiene los somas de las neuronas sensitivas, parece estar compensando el estrés
oxidativo. Este hecho podria explicar podria explicar porqué no hemos encontrado
signos patoldgicos en el estudio histoldgico del ganglio dorsal a ninguna edad, (datos
no mostrados).

De forma muy interesante, el gradiente en la afectacién de los tejidos neuronales se
correlaciona inversamente con los niveles de frataxina que expresa cada tejido. La
afectacién neuronal se va diluyendo desde el SNP hacia el SNC de forma gradual
conforme los niveles de frataxina aumentan, desde los menores niveles de frataxina
en las raices nerviosas hasta los mayores niveles en el tronco del encéfalo.

Los resultados sugieren que la expresion diferencial de frataxina favorece un proceso
de neurodegeneracion dying-back que implica al estrés oxidativo como mecanismo
fisiopatoldgico. Y que la axonopatia distal, que presenta el ratén YG8R, puede ser un
defecto primario en la fisiopatologia de la FRDA siendo la degeneracién del ganglio
dorsal y de las columnas posteriores consecuencia de la neuropatia dying-back que se
origina en las raices periféricas del ganglio dorsal.
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2.4. Fenotipado celular de las neuronas sensitivas del ganglio dorsal en cultivo
primario

Después de caracterizar el fenotipo del modelo murino FRDA jn vivo pasamos al
estudio exhaustivo de las neuronas sensitivas en cultivo primario de ganglio dorsal in
vitro.

El modelo de estudio fue el cultivo primario de ganglio dorsal de raton adulto de 22-
24 meses del modelo murino FRDA. Debido a la dependencia de la supervivencia y la
funcionalidad de las neuronas sensitivas de su neurotrofina especifica y a la
confirmaciéon de que las neuronas sensitivas adultas TrkC+ y TrkA+ in vitro incluso
pueden activar la muerte neuronal en ausencia de ellas [53, 54], los cultivos primarios
de ganglio dorsal adulto se suplementaron con las tres neurotrofinas esenciales NGF,
BDNF y NT3. De esta forma se favorecio el crecimiento y la supervivencia de todas las
poblaciones neuronales del ganglio dorsal adulto.

La observacidn, por contraste de fases, durante los 5 div del cultivo, indicd la
presencia de una gran heterogeneidad de morfologias y tamafos de neuronas
sensitivas y la presencia de células no neuronales en todos los genotipos del modelo
murino FRDA. Los cultivos deficientes en frataxina crecieron de forma similar al
control C57BL/6J, sin apreciarse cambios visibles entre ellos en la forma o la cantidad
de neuronas o en la presencia de muerte neuronal.

2.4.1. La frataxina muestra una expresion mitocondrial correcta en la neurona
sensitiva

El modelo murino FRDA es deficiente para la FXN murina y expresa una pequeiia
cantidad de FXN humana, por lo que quisimos estudiar su localizacién en las neuronas
sensitiva de los ratones YG8R e YG8YGS8R. Para ello se realizé la deteccién de FXN
humana mediante IFl a los 5 div de un cultivo primario de ganglio dorsal de ratén
adulto de 24 meses, previamente tefiido con mitotracker.

Las imagenes de microscopia confirmaron que el control C57BL/6J no expresa FXN
humana y que toda la proteina expresada en los ratones YG8R e YG8YGS8R presentaba
una localizacion mitocondrial (Figura 35). Se observa una mayor expresion en el soma
neuronal debido a la mayor cantidad de mitocondrias que alli se localizan, pero
también se detecté FXN humana en las mitocondrias dispuestas en la red neuritica.
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FXN humana Mitotracker Merge

YG8YGS8R

YG8R

Figura 35. Deteccidn de la FXN humana en el cultivo primario de neuronas sensitivas del ganglio dorsal
en el modelo murino FRDA.

Las imdgenes muestran el marcaje de la FXN humana en verde y la tincidn de la mitocondria con
mitotracker deep red en rojo. Los dos marcajes mitocondriales colocalizan en amarillo. Puede apreciarse
que el control C57BL/6J no expresa FXN humana. Se observa una mayor cantidad de FXN humana en el
raton deficiente con dos copias del transgén YG8YGS8R con respecto al ratdn de una copia del transgén
YG8R. Microscopia confocal a 63x, con aceite de inmersién. Las cabezas de flecha [ V] indican los somas
neuronales y las flechas [1\] indican la presencia de frataxina en las mitocondrias en las neuritas.

Las neuronas sensitivas del modelo murino FRDA expresan una cantidad de FXN
humana dependiente al nimero de copias del transgén YG8. Esta FXN humana
corresponde a la isoforma clasica FXNI, que se procesa hasta la forma madura,
localizdndose correctamente en las mitocondrias del soma y de la red neuritica.
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2.4.2. El déficit de frataxina provoca cambios morfoldgicos en los somas neuronales
in vivo

Para conocer con mds detalle las consecuencias del déficit de frataxina en las
neuronas sensitivas se realizd el analisis morfométrico de los somas neuronales en
cultivos primarios in vivo de ganglio dorsal de ratones de 24 meses de edad a3y 5
div. Los somas neuronales se clasificaron segun el area en tres categorias: pequenas
(< 300 um?), intermedias (300-500 pm?) y grandes (> 500 um?) [137]. Y segun el
diametro en tres categorias: pequefias (< 20 um), intermedias (21-28 um) y grandes
(>28 um) [138].

Primero analizamos la distribucidon de las areas (Figura 36A-B), y los diametros,
(Figura 37A-B), y observamos un desplazamiento de las curvas hacia la izquierda de la
grafica indicando que los somas de las neuronas deficientes en frataxina YG8R e
YG8YGS8R presentan, a los 3 y 5 div, areas y diametros mas pequefios que el control
C57BL/6J. Esta disminucion del tamario es significativa en la distribucidn del area del
YG8YGSR a los 5 div (p=0.020*) y del didmetro del YG8YGS8R a los 3 div (p= 0.0425%),
respecto al control C57BL/6J.

Después analizamos la distribucion de las areas (Figura 36C-D), y los diametros,
(Figura 37C-D), separada por rangos de tamafio: observamos el aumento de los
tamafios pequefios e intermedios y la disminucién del tamafio mds grande en el area
y el didmetro de los somas neuronales deficientes en frataxina YG8R e YG8YGS8R. Esta
diferencia en la distribucion de los tamafios es significativa en el didmetro y el area
del ratén YG8R a los 3 div (chi-cuadrado 7959.2; p=0.0187* y chi-cuadrado 6818.2;
p=0.0331*) y en el drea del YG8YGS8R a los 3y 5 div (chi-cuadrado 6048.2; p=0.0486* y
chi-cuadrado 7172.2; p=0.0277%).

Por ultimo analizamos la media de las dreas (Figura 36E-F) y de los diametros (Figura
37E-F) y observamos una ligera disminucion del area media y del didmetro medio de
los somas de las neuronas deficientes YG8R e YG8YGS8R, sin ser estadisticamente
significativo con respecto al control C57BL/6J.

El analisis morfométrico de los somas de las neuronas sensitivas del ganglio dorsal
reveld que los ratones deficientes en frataxina presentan un tamafio de didmetro y de
drea que tiende a ser menor que el control C57BL/6J a los 3 y 5 div. El hecho de que
las neuronas sensitivas presenten un tamafio menor en el ratén YG8R puede deberse
al fallo energético asociado al déficit frataxina, y es coincidente con el menor
diametro de los somas neuronales que se presentan las neuronas del ganglio dorsal
en biopsias de pacientes de FRDA [49]. Este retraso en el crecimiento es mas evidente
a los a los 3 div, sin embargo a los 5 div algunas neuronas alcanzan el tamano del
control C57BL/6J e incluso aparece una poblacién con un didmetro y un darea
excesivamente mas grandes que el control.
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Figura 36. Frecuencia de tamaiios de las areas de los somas neuronales en el modelo murino FRDA.

Los histogramas muestran la comparacidon entre los genotipos de la distribuciéon por area. A, B) El
histograma muestra la distribucidn de las dreas de los somas neuronales expresados en porcentaje de
frecuencia relativa acumulada a 3 div (A) y 5 div (B). C, D) El histograma muestra la distribucion de las
areas expresados en porcentaje de frecuencia relativa en cada uno de los rangos de area determinados a
3 div (C) y 5 div ( D). E, F) La gréfica muestra la media del area con cada una de las medidas a 3 (E) y 5 div
(F). Los datos representan las frecuencias y la media + SEM de 64, 111 y 107 neuronas y 92, 101 y 135
neuronas C57BL/6J, YG8YGS8R e YG8R a 3 y 5 div, respectivamente. Analisis de Kolmogorov-Smirnoff para
la frecuencia de distribucion acumulada, tabla de contingencia y test exacto de Fisher para la frecuencia
de distribucién por rangos y analisis ANOVA univariante (genotipo) para la media y nivel de significacién
***p<0.001.
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Figura 37. Frecuencia de tamafios de los diametros de los somas neuronales en el modelo murino
FRDA.

Los histogramas muestran la comparacién entre los genotipos de la distribucién por diametro. A, B) El
histograma muestra la distribucion de los diametros de los somas neuronales expresados en porcentaje
de frecuencia relativa acumulada a 3 div (A) y 5 div (B). C, D) El histograma muestra la distribucion de los
didmetros expresadas en porcentaje de frecuencia relativa en cada uno de los rangos de diametro
determinados a 3 div (C) y 5 div (D). E, F) La grafica muestra la media del didametro con cada una de las
medidas a 3 div (E) y 5 div (F). Los datos representan las frecuencias y la media + SEM de 64, 111 y 107
neuronas y 92, 101 y 135 neuronas C57BL/6J, YG8YGSR e YG8R a 3 y 5 div, respectivamente. Analisis de
Kolmogorov-Smirnoff para la frecuencia de distribucién acumulada, tabla de contingencia y test exacto
de Fisher para la frecuencia de distribucidn por rangos y andlisis ANOVA univariante (genotipo) para la
media y nivel de significacion ***p<0.001.
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2.4.3. El déficit de frataxina provoca distrofia axonal en las neuronas sensitivas

La frataxina se localiza en la matriz mitocondrial y su funcién mas aceptada es su
participacidon en la sintesis de los centros Fe-S. El déficit de frataxina causaria un
defecto primario en la biosintesis de centros Fe-S que provoca una gran numero de
fenotipos pleiotrdpicos secundarios como la disfunciéon mitocondrial, el desequilibrio
de la homeostasis del hierro, el daifio del DNA y mutagénesis y el estrés oxidativo [48].
La disfuncién mitocondrial se ha descrito en una multitud de modelos deficientes en
frataxina como en levadura [30], Drosophila [16], Caenorhabditis elegans [15], linea
celular neuroblastoma [18], ratén [14] y en células de pacientes de FRDA [17]. Por
esta razon nos centramos en el estudio de la morfologia y distribucion de la
mitocondria en la neurona sensitiva del cultivo primario de ganglio dorsal. El estudio
mitocondrial se realizé en cultivo primario de ganglio dorsal de raton de 24 meses de
edad. A los 5 div se marcé la mitocondria con la sonda mitotracker deep red.

Las imagenes de microscopia revelaron que tanto la morfologia como la distribucion
de la mitocondria a lo largo de las neuritas del ratén deficiente YG8R son andémalas
(Figura 38). En las neuronas sensitivas del control C57BL/6J la estructura de la red
mitocondrial se dispone mayoritariamente formando tubulos bien repartidos a lo
largo de toda la red neuritica. Sin embargo, en el ratén YG8R la red mitocondrial
pierde su estructura tubular y se presenta muy acumulada en zonas de la neurita en
las que el axdn aparece hinchado y/o formando esferoides axonales. En algunos casos
estas acumulaciones se forman a lo largo de todo el proceso neuritico desde la zona
proximal hasta la zona distal en forma de cadenas de esferas axonales, visibles a
simple vista con microscopia transmitida. En el ratén C57BL/6J se observa, en general,
una ausencia de la formacion de esferoides axonales. Aunque en algin proceso
neuritico puede encontrarse también la formacidon de pequefios esferoides axonales
debido posiblemente a la edad avanzada elegida para el estudio.

La significacién de estos esferoides axonales (10-50 pum) o varicosidades pequeiias (<
10 pum) implica un proceso de distrofia axonal, término utilizado en patologia para
definir los axones neuronales deformados, ampliamente descrito en las
enfermedades neurodegenerativas del SNC y del SNP [68]. La formacién de estos
esferoides axonales es un claro marcador de dafio axonal que se presenta en todos
los tipos de mecanismos de degeneracién axonal [139]. Por lo tanto, el ratén
deficiente en frataxina YG8R presenta un proceso de distrofia axonal, con la
formacion de cadenas de esferoides axonales, en las que se acumula la mitocondria
impidiendo su correcta distribucion a lo largo de la neurita. La presencia de distrofia
axonal y la distribucién anémala de la mitocondria indican que las neuronas sensitivas
deficientes en frataxina estan sufriendo un proceso de neurodegeneracion axonal.
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BF Mitotracker
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Figura 38. Deteccion de la distribucion mitocondrial axonal en el modelo murino FRDA.

Las imagenes muestran la red neuritica en campo claro (BF) y la fluorescencia del marcaje mitocondrial
con mitotracker deep en rojo. El control C57BL/6J presenta una red neuritica sin distrofia axonal y con
una distribucién mitocondrial normal. El ratén deficiente en frataxina YG8R presenta esferoides axonales
y una distribucién mitocondrial andmala. Microscopia confocal a 63x, con aceite de inmersion. Las
flechas [] indican la distribucién mitocondrial en las neuritas y la formacidn de esferoides axonales.

Quisimos averiguar qué poblacién neuronal estaba sufriendo esta degeneracidon
axonal que aparecia en el ratén deficiente YG8R. Para ello realizamos un cultivo
primario de ganglio dorsal de ratdn de 24 meses de edad y a los 5 div se marcé la
mitocondria con la sonda mitotracker deep red y cada una de las poblaciones
neuronales con un marcador especifico mediante IFl. Para identificar la poblacién
nociceptiva se detectd su receptor TrkA y para identificar la poblaciéon nociceptiva
TrkA negativa se detectd un azlcar de la MP que se une especificamente a la
isolectina IB4. Para identificar la poblacion mecanorreceptiva se detectd su receptor
de membrana TrkB y para la propioceptiva su proteina citosdlica parvalbimina.
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Las imagenes de microscopia muestran la presencia de esferoides axonales en
neuronas positivas para marcadores de neurona propioceptiva, nociceptiva TrkA+,
nociceptiva TrkA- y mecanorreceptiva (Figura 39).

YGS8R YGS8R
propioceptiva mecanoreceptiva

PV / mitotracker
TrkB / mitotracker

YGS8R YG8R
nociceptiva nociceptiva

TrkA / mitotracker
IB4 / mitotracker

Figura 39. Identificacion de los tipos de neuronas sensitivas con formacion de esferoides axonales en el
modelo murino FRDA.

Las imagenes muestran los montajes de la tincién de la mitocondria con mitotracker deep red en rojo y el
marcaje del tipo neuronal en verde. Las neuronas en las que colocalizan los dos marcadores se observan
de color amarillo. Se utiliz6 anti-PV como marcador especifico de la poblacidn propioceptiva, anti-TrkA
como marcador de neurona nociceptiva, anti-IB4 como marcador de neurona nociceptiva TrkA negativa,
y anti-TrkB como marcador de neurona mecanorreceptiva. El ratén deficiente en frataxina YG8R presenta
distrofia axonal en todos los tipos de neuronas sensitivas del cultivo primario de ganglio dorsal.
Microscopia confocal a 63x, con aceite de inmersién. Las cabezas de flecha [ V'] indican los somas
neuronales y las flechas [1] indican la retencidn de la mitocondria en los esferoides axonales en las
neuritas.
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Hemos podido confirmar que en el raton deficiente en frataxina YG8R todas las
poblaciones de neuronas sensitivas sufren un proceso de degeneracién axonal. Por
esta razéon todos los estudios del fenotipado celular se realizaron en el conjunto
completo de las neuronas del cultivo primario de ganglio dorsal, indistintamente del
tipo sensitivo al que pertenecian.

Muchos autores han descrito que la distrofia axonal se caracteriza por presentar focos
en los que se acumulan organulos y citoesqueleto desorganizado y son positivos para
la proteina APP, implicando el bloqueo del transporte axonal en el dafio neuronal [68,
139]. Por ello, quisimos estudiar si en la distrofia axonal que presentan las neuronas
sensitivas deficientes en frataxina habia presencia de estos marcadores. Para ello se
realizd un amplio estudio con la deteccidon de proteinas mitocondriales, proteinas del
citoesqueleto y proteinas indicadoras del transporte axonal en el modelo murino
FRDA.

2.4.3.1. El déficit de frataxina provoca una distribucion anormal de la mitocondria a
lo largo de las neuritas

Para confirmar la acumulacién de mitocondria en los esferoides axonales se realizd un
cultivo primario de ganglio dorsal de raton de 24 meses de edad. A los 5 div se marco
la mitocondria con la sonda mitotracker deep red y se detectaron varias proteinas
mitocondriales mediante IFl, como son Cit ¢, OPA-1y Bcl-2.

Las imagenes de microscopia revelaron que los tres marcadores mitocondriales, Cit c,
OPA-1 y Bcl-2, colocalizan con la sonda mitotracker, indicando que no hay
inespecificidad en la deteccion de la mitocondria (Figura 40). Observamos que en las
neuronas sensitivas del control C57BL/6J la estructura de la red mitocondrial se
dispone mayoritariamente formando tubulos bien repartidos a lo largo de toda la red
neuritica. Sin embargo, en el ratén YG8R tanto la morfologia como la distribucién de
la mitocondria a lo largo de las neuritas son anémalas y la mitocondria se presenta
muy acumulada en los procesos neuriticos formando cadenas de esferoides axonales.
El estudio inmunocitoquimico con cuatro marcadores mitocondriales, confirmé la
acumulacidon de la mitocondria a lo largo del axén en los esferoides axonales,
sugiriendo que el transporte mitocondrial a lo largo del axdén estd bloqueado,
paralizado o impedido en los ratones deficientes en frataxina respecto al control
C57BL/6).
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C57 YGS8R

Bcl2/Mitotracker

Cit C/Mitotracker

Opa 1/Mitotracker

Figura 40. Deteccion de proteinas mitocondriales en los esferoides axonales en el modelo murino

FRDA.
Se representa la tincion de la mitocondria con mitotracker deep red en rojo y el marcaje de proteinas

mitocondriales en verde. Los dos marcajes mitocondriales colocalizan en amarillo. Se ha utilizado Bcl-2
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como marcador de MME; OPA-1 como marcador de MMI; Cit ¢ como marcador del espacio
intermembrana. Se distinguen acumulaciones de mitocondria a lo largo de las redes neuriticas del ratén
deficiente en frataxina YG8R con respecto al control C57BL/6J. Microscopia confocal a 63x, con aceite de
inmersion. Las cabezas de flecha [ V'] indican los somas neuronales y las flechas [1] indican la retencién
de la mitocondria en los esferoides axonales en las neuritas.

La mitocondria es transportada de forma anterégrada a lo largo de los procesos
neuronales para su correcta distribucion en las regiones celulares de alta demanda
metabdlica y elevado Ca®* intracelular, como las sinapsis y los nodos de Ranvier. El
impedimento del movimiento y la incorrecta disposicién mitocondrial a lo largo del
axon tienen la capacidad de ser procesos fisiopatoldgicos altamente debilitantes que
activan un circulo vicioso de dafio neuronal y mitocondrial, que lleva a la
degeneracién axonal e incluso a la muerte neuronal [140]. Por lo que la acumulacion
andémala de la mitocondria a lo largo de las neuritas en las neuronas sensitivas del
raton YGS8R sugiere un bloqueo del transporte mitocondrial que impediria la correcta
localizacién de la mitocondria, pudiendo ser una de las causas que origina el proceso
degenerativo en el déficit de frataxina.

2.4.3.2. El déficit de frataxina provoca alteraciones en el citoesqueleto

Para confirmar la acumulacién de citoesqueleto en los esferoides axonales se realizé
un cultivo primario de ganglio dorsal de raton de 24 meses de edad. A los 5 div se
marcd la mitocondria con la sonda mitotracker deep red y se detectaron varias
proteinas del citoesqueleto mediante IFl, como son a-tubulina, B-tubulinalll
(subunidad del microtubulo especifica de neurona), neurofilamento intermedio
(NF160), neurofilamento pesado no fosforilado (SMI32), neurofilamento pesado
fosforilado (RT97) y el filamento intermedio periferina (especifico de neurona
periférica).

Con respecto a los microtubulos, las imagenes de microscopia confocal muestran que
el control C57BL/6J presenta una estructura filamentosa de las proteinas del
citoesqueleto que se dispone en paralelo a la neurita sin presencia de distrofia axonal
y sin acumulaciéon de la mitocondria (Figura 41).

Sin embargo el ratén YGS8R presenta una a-tubulina acumulada formando parte de los
esferoides axonales, con un marcaje general muy intenso que colocaliza con la
acumulacién de mitocondria en los focos de distrofia axonal. En el caso de la B-
tubulina lll, observamos en la imagen que el ratén YG8R la presenta muy acumulada
formando parte de los esferoides axonales y colocalizando con la mitocondria
retenida. Sin embargo en otras ocasiones no se ha detectado esta acumulacion en los
esferoides axonales, indicando que las alteraciones en la B-tubulina Ill pueden ser
secundarias a la acumulacién de la mitocondria.
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Figura 41. Deteccion de proteinas de microtubulos en los esferoides axonales en el modelo murino
FRDA.

Se representan los montajes de los canales de la tincién de la mitocondria con mitotracker deep red en
rojo y el marcaje de proteinas del citoesqueleto en verde. Se ha utilizado a-tubulina y B—tubulina Ill como
marcadores de microtubulos. Se distinguen acumulaciones de mitocondria a lo largo de las redes
neuriticas del ratén deficiente en frataxina YG8R con respecto al control C57BL/6J. Microscopia confocal
a 63x, con aceite de inmersién. Las cabezas de flecha [ V'] indican los somas neuronales y las flechas [1"]
indican la retencién de la mitocondria y citoesqueleto en los esferoides axonales en las neuritas.

Con respecto a los neurofilamentos, el ratdn YG8R presenta los tres neurofilamentos
muy acumulados en los esferoides axonales, colocalizando con la mitocondria
acumulada (Figura 42). Incluso en algunas ocasiones, como en el NF 160, la estructura
filamentosa que forman desde la zona proximal del soma neuronal hasta la zona distal
de las neuritas aparece rota o interrumpida a lo largo de los axones que presentan
distrofia axonal, observandose una fragmentacion axonal multifocal del
citoesqueleto.
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Figura 42. Deteccion de proteinas de neurofilamentos en los esferoides axonales en el modelo murino
FRDA.

Se representan los montajes de los canales de la tincidon de la mitocondria con mitotracker deep red en
rojo y el marcaje de proteinas de neurofilamentos en verde. Se ha utilizado NF160, SMI32 y RT97 como
marcadores de neurofilamentos. Se distinguen acumulaciones de mitocondria a lo largo de las redes

109



Resultados 2: estudio fisiopatoldgico del déficit de frataxina en el modelo murino FRDA

neuriticas del ratén deficiente en frataxina YG8R con respecto al control C57BL/6J. Se distingue la
acumulacién del citoesqueleto junto con la mitocondria en los esferoides axonales (SMI32, RT97) y la
rotura de la estructura de neurofilamentos (NF160). Microscopia confocal a 63x, con aceite de inmersién.
Las cabezas de flecha [ V'] indican los somas neuronales vy las flechas [1] indican la retencién de la
mitocondria y citoesqueleto en los esferoides axonales en las neuritas.

Con respecto al filamento intermedio periferina, como le ocurre a la B-tubulinalll,
aparece a veces muy acumulada en los esferoides axonales junto con la mitocondria
(datos no mostrados) y otras en niveles normales. En la Figura 43 puede apreciarse la
disposicidn longitudinal al axén de la periferina en el control C57BL/6J y como el YG8R
se pierde la disposiciéon longitudinal al axén y aparece desorganizada en los
hinchazones del axdn que pueden tener o no acumulaciéon de mitocondria, sugiriendo
qgue las alteraciones en el citoesqueleto pueden aparecer en etapas previas a la
acumulacion de la mitocondria.

C57 YG8R

Periferina/
Mitotracker

Figura 43. Deteccion de neurofilamento intermedio en los esferoides axonales en el modelo murino
FRDA.

Se representan los montajes de los canales de la tincidon de la mitocondria con mitotracker deep red en
rojo y el marcaje de proteinas del citoesqueleto en verde. Se ha utilizado periferina como marcador de
filamento intermedio. Se distinguen la hinchazén del axdn, la pérdida de la organizacidn en la estructura
de la periferina y la gran acumulacién mitocondrial a lo largo de la red neuritica del raton deficiente en
frataxina YG8R con respecto al control C57BL/6J. Microscopia confocal a 63x, con aceite de inmersidn.
Las flechas [1] indican la retencién de la mitocondria y los filamentos de periferina desorganizados en
los esferoides axonales en las neuritas.

En su conjunto los resultados del estudio del citoesqueleto confirmaron que las
neuronas sensitivas control presentan una estructura filamentosa de las proteinas del
citoesqueleto, que se disponen en paralelo a la neurita sin presencia de distrofia
axonal ni acumulacidon de mitocondrias. Sin embargo, en las neuronas deficientes en
frataxina el citoesqueleto se acumula a lo largo del axén en los esferoides axonales.
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Esta desorganizacion del citoesqueleto podria estar participando en la formacion de
los esferoides axonales. En ocasiones incluso el citoesqueleto puede llegar a sufrir
fragmentacion.

2.4.3.3. El déficit de frataxina provoca bloqueo del transporte axonal

Los microtubulos de tubulina y actina son esenciales para generar y mantener la
arquitectura del axdn y constituyen las guias para el transporte de organulos en
ambas direcciones a lo largo del axdn. La afectacidon de los microtubulos y de los
eventos relacionados con los microtubulos, como el transporte axonal, llevan a la
degeneracidon axonal y se han descrito en enfermedades neurodegenerativas como
paraplejia espastica hereditaria, tautopatias, ELA, Huntington y Parkinson [141].

El bloqueo del transporte mitocondrial y las alteraciones del citoesqueleto que se
observan en las neuronas sensitivas del ganglio dorsal del raton YG8R sugieren que el
transporte axonal de otros orgdnulos también puede estar afectado. Para confirmarlo
se realizé un cultivo primario de ganglio dorsal de ratén de 24 meses de edad. A los 5
div se marcé la mitocondria con la sonda mitotracker deep red y se detectaron varios
marcadores de transporte axonal rapido anterégrado de vesiculas, como son 3-APP y
sinaptofisina, mediante IFI.

Las imagenes de microscopia muestran una gran acumulacién de B-APP vy
sinaptofisina, que colocalizan con la mitocondria acumulada, en las neuronas
sensitivas del raton YG8R que presentaban esferoides axonales (Figura 44). Esta
acumulacién de las vesiculas de transporte sugiere que el transporte axonal rapido
estd bloqueado, paralizado o impedido a lo largo del axén en las neuronas sensitivas
deficientes en frataxina.

La acumulacion de B-APP y sinaptofisina ha sido ampliamente descrita como
indicativo del fallo en el transporte axonal anterdgrado tras un dafo axonal [68, 142,
143]. En algunos modelos se ha visto que el fallo en el transporte axonal puede
ocurrir antes de la evidencia morfoldgica del dafio axonal en forma de esferoides
[144] y en otros se ha visto que ocurre después de originarse los sitios de acumulacién
mitocondrial y de proteinas estructurales, siendo los esferoides axonales los que
permiten el bloqueo local del transporte axonal [145].

El transporte axonal rapido implica el movimiento de vesiculas de transporte rapido y
de la mitocondria desde el soma hacia la neurita y la terminacién sindptica. Este
transporte tiene una enorme relevancia para la funcién y el mantenimiento del axény
de la sinapsis neuronal por proveer de componentes esenciales recién sintetizados
como enzimas, neurotransmisores Yy precursores de vesiculas presinapticas,
neuropéptidos y lipidos de membrana al axén y a la terminacidn sindptica. Los
defectos en el transporte axonal rdpido son suficientes para causar la pérdida de la
funcidn sinaptica y la degeneracion dying-back de los axones, que clasicamente se ha
descrito como una degeneracion de la zona distal de la neurona por déficit de aporte
nutricional desde el soma neuronal [146].
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Figura 44. Deteccion de proteinas de vesiculas de transporte en los esferoides axonales en el modelo
murino FRDA.

Se representan los montajes de los canales de la tincidon de la mitocondria con mitotracker deep red en
rojo y el marcaje de proteinas de vesiculas de transporte en verde. Se ha utilizado B-APP como marcador
de vesiculas de transporte rapido anterdgrado y sinaptofisina como marcador de vesiculas presindpticas.
Se distinguen acumulaciones de vesiculas de transporte a lo largo de las redes neuriticas del ratén
deficiente en frataxina YG8R con respecto al control C57BL/6J. Microscopia confocal a 63x con aceite de
inmersion. Las cabezas de flecha [7] indican los somas neuronales y las flechas [1] indican la retencidon
de la mitocondria y vesiculas de transporte en los esferoides axonales en las neuritas.

Los resultados sugieren que las neuronas sensitivas deficientes en frataxina estan
sufriendo un bloqueo del transporte mitocondrial y del transporte anterégrado rédpido
gue impiden un adecuado aporte de mitocondria y de nutrientes desde el soma hacia
el axén y a la terminacién sinaptica. Los resultados obtenidos, hasta el momento, no
permiten concluir si la acumulacién mitocondrial es la causa o la consecuencia del
bloqueo del transporte axonal anterdgrado rdpido, pero si permiten afirmar que esta
situacion andémala de la mitocondria y del transporte axonal pueden estar
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favoreciendo el proceso de degeneracién axonal dying-back en las neuronas
sensitivas.

En un modelo murino deficiente de kinesina 1A (KIF5a), proteina motora, especifica
de neurona, implicada en el transporte anterégrado de vesiculas y mitocondria, Xia y
colaboradores (2003) observaron una acumulacién de neurofilamentos y periferina en
las neuronas del ganglio dorsal, relacionando el fallo del transporte axonal rapido
anterogrado con el fallo del transporte axonal lento de los neurofilamentos. De igual
forma en nuestro modelo FRDA, el fallo del transporte anterégrado rdpido que
presenta el YG8R podria estar participando en la acumulacién de los neurofilamentos
y la periferina en los esferoides axonales que presentan las neuronas sensitivas
deficientes en frataxina por bloqueo del transporte axonal lento.

Toda esta afectacidn en el bloqueo del transporte axonal anterégrado de vesiculas,
mitocondria y citoesqueleto, que presentan las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina, hace sospechar que posiblemente el transporte axonal retréogrado también
estd impedido, como encontraron Shidara y Hollenbeck (2010) en un modelo
knockdown de frataxina en Drosophila. En este modelo de FRDA los autores
confirmaron la presencia de una neurodegeneracidn dying-back temprana durante el
desarrollo que asociaron con una mitocondria despolarizada que se distribuye de
forma anormal en la sinapsis y con fallo en el transporte axonal retrégrado [147].

Una afectacion del transporte retrégrado tendria gran repercusién en dos procesos
neuronales muy importantes para su supervivencia: la eliminacidn por autofagia de la
mitocondria dafiada y la asimilacién de factores de crecimiento y sustancias tréficas
endocitadas en la zona distal y transportadas al soma neuronal, como las
neurotrofinas, para promocionar la supervivencia neuronal y modular la expresion
génica [146]. El defecto en la disponibilidad de las neurotrofinas, debido a la
afectacién del transporte retrégrado, seria una posible causa del menor tamafio que
presentan los somas de las neuronas sensitivas en el cultivo primario de ganglio
dorsal, como vimos en el capitulo 2.4.2 de resultados.
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2.4.3.4. El déficit de frataxina provoca un defecto en la autofagia

Se quiso estudiar si en la distrofia axonal de las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina se detectaba la presencia de marcadores autofdgicos. Para ello se realizé un
cultivo primario de ganglio dorsal de ratén de 24 meses de edad y a los 5 div se
detectaron proteinas implicadas en el marcaje de la mitocondria para autofagia (p62),
proteinas formadoras del fagosoma (LC3) y de lisosomas o autofagolisosoma
(catepsina D y LAMP2) mediante IFI.

Las imagenes de microscopia muestran en las neuronas deficientes en frataxina YG8R
un aumento del marcaje p62 que indica una acumulacién de proteinas y mitocondrias
ubiquitinadas y marcadas con p62 para su degradacién por autofagia (Figura 45).
También se observa menor presencia de vesiculas con marcaje LC3, y la presencia de
lisosomas, marcados con LAMP2 y catepsina D, acumulados en los esferoides
axonales del raton deficiente YG8R.

Los resultados sugieren que el déficit de frataxina provoca un defecto en el flujo
autofagico debido a la acumulacién de los intermediarios de la autofagia. La
acumulacidn de proteinas y mitocondrias marcadas con p62, junto con la acumulacién
de lisosomas, detectados con el marcaje de LAMP2 y catepsina D, que observamos en
los esferoides axonales, son un claro indicativo del fallo en el flujo autofagico y del
transporte axonal en las neuronas deficientes en frataxina YG8R. Ademas este
resultado confirma los hallazgos realizados en los tejidos neuronales del ratén YG8R
en los que tampoco se detecté un aumento del LC3-Il por WB (Figura 34C en el
apartado 2.3.2 de resultados).

Los resultados confirman que las neuronas sensitivas deficientes en frataxina
presentan un flujo autofagico incorrecto, con acumulaciéon de intermediarios de la
autofagia, asociado a un defecto en el transporte axonal. Este defecto en la autofagia
provoca la acumulacion de mitocondria y proteinas defectuosas que no son
eliminadas y puede estar favoreciendo el proceso de neurodegeneracidon de las
neuronas sensitivas YG8R.

Estudios previos de nuestro laboratorio en un modelo neuronal deficiente en
frataxina en SHSY5Y demostraron un aumento de autofagia como mecanismo
citoprotector frente a la disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo que intenta
eliminar las mitocondrias defectuosas [18]. Sin embargo en las neuronas sensitivas
deficientes en frataxina encontramos un defecto en el flujo autofagico, que ademads
estd favoreciendo el proceso neurodegenerativo. Esta diferencia puede ser debida a
gue en las neuronas sensitivas el proceso autofagico es mucho mdas complejo que en
el modelo neuronal SHSY5Y, y hay que tener en consideracion otros factores como el
bloqueo del transporte axonal y la presencia de esferoides axonales, que pueden
estar impidiendo la maduracién y la dindmica del autofagosoma desde la zona distal a
la zona proximal de las neuritas.
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Figura 45. Deteccion de proteinas de autofagia en los esferoides axonales en el modelo murino FRDA.
Se representan los montajes de los canales del marcaje de las proteinas LC3, catepsina D o LAMP2 en
rojoy p62 y B tubulina lll en verde. Se distinguen acumulaciones de mitocondria marcada para autofagia
con p62 en el raton deficiente YG8R con respecto al control. Se distingue acumulacion de catepsinaD y
LAMP-2 en los esferoides axonales del raton deficiente YG8R con respecto al control C57BL/6J.
Microscopia confocal a 63x con aceite de inmersion.Las cabezas de flecha [7] indican los somas
neuronales y las flechas [1] indican la retencidon de intermediarios de la autofagia en los esferoides
axonales en las neuritas.
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2.4.3.5. El déficit de frataxina provoca alteraciones en la ultraestructura de las
neuronas sensitivas

Para conseguir mas detalle sobre los efectos de la pérdida de frataxina en la biologia
celular de las neuronas investigamos la ultraestructura de la neurona y de los
organulos celulares. Para ello se realizaron ensayos de microscopia electrdnica, en
cultivo primario de ganglio dorsal de 5 div de ratén de 24 meses de edad, que
proveyeron una alta resolucion de los hechos ultraestructurales del somay la neurita.
Las imagenes de microscopia electronica muestran que el control C57BL/6J presenta
en el soma neuronal un citoplasma rico en organulos, con prominentes poliribosomas,
RE, una red de neurofilamentos organizada y una mitocondria con crestas bien
definidas y con una distribucion mitocondrial polarizada adecuada (Figura 46A).
Debido a la edad de 24 meses el control C57BL/6J presenta algunas mitocondrias con
pérdida de la estructura de las crestas mitocondriales y pequefios acumulos de
lipofucsina (Figura 46C). En la neurita proximal observamos una red del citoesqueleto
rica, que se dispone longitudinalmente a la neurita, y la mitocondria es normal (Figura
46E).

En el ratdn deficiente en frataxina YG8R observamos la presencia de grandes
alteraciones en la ultraestructura del soma de las neuronas sensitivas, que incluyen la
disolucién del citoesqueleto, la presencia de mitocondria compactada y electrodensa,
multitud de pequefias y medianas vacuolas y grandes acimulos de depdsitos de
lipofucsina (Figura 46B). La mitocondria se presenta muy hinchada con el contenido
muy compactado (Figura 46D). Finalmente en los procesos neuriticos encontramos la
presencia de hinchazones y esferoides axonales que contienen microtibulos
desorganizados y una gran acumulacién de mitocondria alterada con aumento del
tamafio mitocondrial y crestas desorganizadas (Figura 46F).

El analisis ultraestructural nos ha permitido confirmar la presencia de signos de
neurodegeneracion en las neuronas sensitivas deficientes en frataxina. Por primera
vez se describe la ultraestructura de los frecuentes esferoides axonales encontrados,
con acumulacién de mitocondria distréfica y disolucién del citoesqueleto, que
coincide con la degeneracion axonal del citoesqueleto descrito en los pacientes [3].
Ademas se observan otras lesiones clasicamente presentes en los pacientes de FRDA,
como son abundantes vacuolas en los somas de neuronas sensitivas y grandes
depdsitos de lipofucsina, originados por el efecto oxidativo del hierro sobre proteinas
lisosomales. En 2006 Al-Mahdawi y colaboradores describieron algunos de estos
hallazgos ultraestructurales en el ratén deficiente YG8R a los 20 meses de edad, como
vacuolas y depdsitos de lipofucsina, y los relacionaron con el estrés oxidativo y la
disfuncién mitocondrial que sufren las neuronas propioceptivas del ganglio dorsal por
el déficit de frataxina.
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Figura 46. Ultraestructura de la neurona sensitiva en cultivo primario en el modelo murino FRDA.
A-B) Microscopia electrénica a 1250x (escala 6 um). C-D) 20500x (escala 1 um). E-F) 43000x (escala 600
nm). En el ratén deficiente YG8R se aprecia el aumento de vacuolas y depdsitos de lipofucsina, una
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mitocondria hinchada con el contenido compactado y la presencia de esferoides axonales que acumulan
mitocondria distrofica en las neuritas. N: nucleo; M: mitocondria; RE: reticulo endoplasmico; L: acimulos
de lipofucsina; V: vacuolas.

2.4.4. El déficit de frataxina provoca una disfuncion mitocondrial

La amplia caracterizacién realizada del proceso de neurodegeneracion axonal que
sufren las neuronas sensitivas del modelo murino FRDA ha confirmado que la
deficiencia de frataxina causa evidencias visibles de esferoides axonales, sugiriendo
que el cultivo primario de ganglio dorsal aporta un modelo in vivo de la degeneracién
axonal muy Util para la investigacion de los efectos celulares y subcelulares de la
FRDA. Asi pues, pasamos a estudiar la implicacién de la funcidn mitocondrial en el
proceso patoldgico de degeneracion. Para ello se estudiod el Ay, la formacién de ROS
mitocondrial y la homeostasis del calcio en cultivo primario de ganglio dorsal de 5 div
de ratones de 24 meses de edad en el modelo murino FRDA.

2.4.4.1. El déficit de frataxina causa una disipacion del Ay en la neurona sensitiva

El mantenimiento del Ay, es importante para que la mitocondria desempeiie
correctamente sus funciones. Estudios previos de nuestro laboratorio confirmaron en
la linea celular SHSY5Y que el déficit de frataxina afectaba al Ay, [18], por ello
quisimos estudiarlo también en las neuronas sensitivas del modelo murino FRDA. La
detecciéon del Ay, se realizé por microscopia confocal utilizando la sonda
fluorescente JC-1. Esta sonda es sensible al Ay,,,, de forma que cuando la mitocondria
estd hiperpolarizada el JC-1 se agrega y emite fluorescencia roja a 590 nm y cuando la
mitocondria estd despolarizada permanece en forma de mondmero JC-1 y emite
fluorescencia verdea 530 nm. Calculando el ratio 590 nm / 530 nm de las dos
fluorescencias podemos saber el estado del Ay,. Como control positivo de
despolarizacién mitocondrial se trataron las neuronas sensitivas del control C57BL/6J
con una asociacion de CCCP y oligomicina.

Las imagenes de microscopia muestran intensidades de fluorescencia del mondmero
JC-1 verde a 530 nm mas elevadas en las neuronas deficientes YG8R, YG8YGS8R y en
las del control despolarizado (Figura 47B), que se traducen en una disminucidn del
ratio 590 nm / 530 nm de forma significativa respecto al control C57BL/6J, e indican
una disminucion del A, (Figura 47A). El control C57BL/6J presenta una cantidad de
mitocondria despolarizada detectable, debido posiblemente a la edad avanzada de
22-24 meses, pero vemos como en los ratones deficientes y en el control
despolarizado la presencia de mitocondria despolarizada aumenta enormemente
tanto en el soma neuronal como en la red neuritica (Figura 47B).

Este resultado confirma que el déficit de frataxina conlleva una despolarizacion de la
membrana mitocondrial que favorece la disfuncién mitocondrial y el fallo energético y
puede estar favoreciendo el dafio axonal, debido a la acumulacién de mitocondria
despolarizada que se observa en los esferoides axonales (Figura 47B).
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Figura 47. Deteccion del Aym mediante la sonda JC-1 en neuronas
sensitivas del modelo murino FRDA.

A) Cuantificacion del ratio de fluorescencia del JC-1, relativo al area
celular, que muestra una disminucion significativa del Ay, en los
ratones deficientes YG8YG8R, YG8R, y en el control C57BL/6J
despolarizado respecto al control C57BL/6J. B) Microscopia confocal
que muestra el aumento de la fluorescencia verde emitida a 530 nm
por los mondémeros de JC-1 en los ratones deficientes YG8YGSR,
YGS8R, y en el control C57BL/6J despolarizado respecto al control
C57BL/6J, en el que aparece casi ausente. Las cabezas de flecha [7
] indican los somas neuronales y las flechas [] indican la retencidn
de la mitocondria despolarizada en los esferoides axonales en las
neuritas. Los datos representan la media + S.EEM de tres
repeticiones experimentales bioldgicas con un total de 182, 129,
180, 87 neuronas medidas para C57BL/6J, YG8R, YG8YGS8R vy
C57BL/6)  despolarizado, respectivamente. Analisis ANOVA
unifactorial por genotipo y nivel de significacién ***p<0.001.
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2.4.4.2. El déficit de frataxina causa un aumento del estrés oxidativo.

El estrés oxidativo estd ampliamente descrito en la FRDA, tanto en muestras de orina
y plasma de pacientes [12, 13], como en diferentes modelos deficientes en frataxina
de C.elegans, Drosophila y lineas celulares como neuroblastoma [14-17]. Por esta
razén quisimos averiguar si también estaba presente en las neuronas sensitivas del
modelo murino FRDA. Para detectarlo utilizamos la sonda MitoSOX que emite
fluorescencia roja al oxidarse por la presencia de 0,”. También se incluyeron en el
estudio un control positivo de estrés oxidativo y un control positivo de
despolarizacién mitocondrial, para ello se trataron las neuronas sensitivas del control
C57BL/6J con H,0, y con CCCP-oligomicina, respectivamente.

Las imagenes de microscopia muestran intensidades de fluorescencia del MitoSOX
mas elevadas en las neuronas deficientes YG8R e YG8YG8R (Figura 48B) y en el
control oxidado con H,0, y el control despolarizado con CCCP-oligomicina (Figura
48C) estadisticamente significativas con respecto al control C57BL/6J (Figura 48A) que
indican un aumento de estrés oxidativo. En la imagen de microscopia vemos que el
control C57BL/6J presenta O, detectable en el soma neuronal debido a la gran
cantidad de mitocondria que alli se localiza y posiblemente a la edad avanzada de 22-
24 meses. En los ratones deficientes en frataxina y en los controles oxidado vy
despolarizado la presencia de O,” aumenta enormemente tanto en el soma neuronal
como en la red neuritica, aprecidandose un aumento del O, en los esferoides axonales
(Figura 48B y 47C) sugiriendo que el estrés oxidativo puede estar favoreciendo el
dafio axonal. Debido a la presencia de esferoides axonales en las neuronas sensitivas
del control C57BL/6J tratadas con H,0, y CCCP-oligomicina podemos afirmar que
tanto el estrés oxidativo como la despolarizacion mitocondrial estan directamente
implicados en la formacion de esferoides axonales (Figura 48C).

Por lo tanto, la deteccién del O, en las neuronas sensitivas de ganglio dorsal del
modelo murino FRDA ha confirmado que el déficit de frataxina aumenta la produccién
de 0,", indicando que las neuronas sensitivas sufren un proceso de estrés oxidativo
en el soma y en la red neuritica que favorece la formacion de los esferoides axonales
y en el que también participa la despolarizacion mitocondrial.

La despolarizacion mitocondrial y el estrés oxidativo estdan presentes en muchas
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, ELA, y por supuesto
en la FRDA, y se han relacionado con la formacidn de estructuras axonales aberrantes
y con defectos en el transporte axonal en estas enfermedades neurodegenerativas
[140, 148].

Asi pues, nuestros resultados sugieren que tanto el estrés oxidativo como la
despolarizacion mitocondrial que sufren las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina estdn implicados en la formacién de la distrofia axonal, en la parada del
transporte mitocondrial y del transporte axonal general que presentan las neuronas
sensitivas deficientes en frataxina.
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C) Btubulinalll mitoSOX merge
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C57 H,0,
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Figura 48. Deteccién del O,” mediante la sonda MitoSOX en neuronas sensitivas del modelo murino
FRDA.

A) Cuantificaciéon del nivel de fluorescencia roja emitida por la sonda MitoSOX oxidada en presencia de
0," mitocondrial relativa al drea celular. Los resultados muestran un aumento significativo de la
produccién de O,” en las neuronas sensitivas de YG8YGS8R, YG8R, en el control oxidado y en el control
despolarizado respecto al control C57BL/6J. B,C) Las imdagenes de microscopia muestran una
fluorescencia roja casi ausente en el control C57BL/6J que aumenta en los ratones deficientes en
frataxina (B) y en los controles oxidado y despolarizado (C). En verde se muestra la tincion con B-
tubulinalll, marcador de neurona. Las cabezas de flecha [V] indican los somas neuronales y las flechas
[M] indican los esferoides axonales con produccién de O, en las neuritas. Los datos representan la
media + S.E.M de tres repeticiones experimentales biolégicas con un total de 712, 236, 256, 365 y 287
neuronas medidas para C57BL/6J, YG8R, YGS8YGS8R, control oxidado y control despolarizado,
respectivamente. Analisis ANOVA unifactorial por genotipo y nivel de significacion ***p<0.001.
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2.4.4.3. El déficit de frataxina causa un aumento de la [Ca*']; y una disminucién del
mecanismo de SOCE

La despolarizacion mitocondrial y el aumento del estrés oxidativo que presentan las
neuronas sensitivas deficientes en frataxina son situaciones andmalas muy
relacionadas con la homeostasis del calcio celular. Estudios previos en nuestro
laboratorio en la linea celular SHSY5Y confirmaron que el déficit de frataxina afectaba
la homeostasis del calcio [18]. Por todo ello quisimos comprobar si las neuronas
sensitivas del modelo murino FRDA presentaban alteraciones en la homeostasis del
calcio. Para ello utilizamos la sonda Fura-2 AM que permanece en el citosol y permite
detectar cambios en los niveles del Ca** citosdlico. La induccién del cultivo primario
de ganglio dorsal, en medio libre de Ca®*, con diferentes compuestos que provocan un
aumento de la concentracién de Ca®' citosélico, [Ca®'], permitid el estudio de la
capacidad tamponadora de la mitocondria y del mecanismo del SOCE. En el estudio se
incluyé un control positivo de despolarizacion mitocondrial, para ello se trataron las
neuronas sensitivas del control C57BL/6J con CCCP-oligomicina. El analisis de las
medidas de calcio de una misma neurona se ha realizado por separado en el soma
neuronal y en la red neuritica.

El tBuBHQ es un inhibidor de la bomba SERCA del RE, impide la entrada de Ca** al RE,
por lo que el RE acaba vacidndose rapidamente y se produce un aumento de [Ca*']..
Ante este incremento la neurona debe responder, con sus mecanismos
tamponadores, para restablecer los niveles de Ca® citosdlicos. Por otra parte el
vaciado del RE activa la entrada de Ca** a través de los canales SOC de la MP en un
proceso global Ilamado SOCE. Si el mecanismo del SOCE funciona correctamente la
adicién de un exceso de CaCl, al medio extracelular permite la entrada del Ca**a
través de los canales SOC que provoca la elevacidn de [Ca*']..

Los resultados muestran que, en ausencia de Ca’" extracelular, las neuronas sensitivas
deficientes en frataxina y el control despolarizado presentan [Ca”*]; basales mas altas
en el soma (Figura 49B y49D) y en la red neuritica (Figura 49F y49H). Estos resultados
sugieren que la despolarizacién mitocondrial que presentan los ratones deficientes en
frataxina esta provocando un moderado aumento del nivel basal de [Ca*']; mantenido
en el tiempo.

Tras la adicién del tBuBHQ observamos la depleciéon de los almacenes de RE que
provocan el aumento de la [Ca*]; y la respuesta de la neurona para intentar
restablecerlos. Los resultados muestran que las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina muestran un retraso en la restauracién de los niveles del Ca** citosélico con
respecto al control C57BL/6J en el soma (Figura 49B). Este resultado sugiere que el
proceso de tamponamiento del Ca®* intracelular de las neuronas deficientes en
frataxina estd impedido. Inesperadamente el axdn no muestra capacidad de
respuesta tamponadora del Ca** en ninguno de los genotipos, ni siquiera en el control
C57BL/6J (Figura 49F).
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Estudios previos en nuestro laboratorio en la linea celular SHSY5Y confirmaron un
fuerte defecto en la capacidad mitocondrial de recaptacion del Ca** debido al déficit
de frataxina [18]. Lo que nos sugirié que el retraso en la restauracion de los [Ca*']; que
observamos en las neuronas sensitivas deficientes en frataxina podria deberse a un
defecto en la capacidad mitocondrial de recaptacién del Ca** provocado por el déficit
de frataxina.

Observamos que el control despolarizado no presenta el retraso en el
tamponamiento del Ca* intracelular en el soma (Figura 49B) sugiriendo que otros
procesos, como el estrés oxidativo y el fallo energético asociados a la pérdida de
frataxina, estan participando en la mayor pérdida de recaptacién mitocondrial en las
neuronas sensitivas deficientes. También otros procesos celulares como la bomba de
Ca’* ATPasa (PMCA) de la MP puede estar mas afectada por el estrés oxidativo v el
fallo energético en las neuronas sensitivas deficientes y favorecer el retraso en la
restauracion de los niveles del Ca** citosélico.

También observamos que la deplecidn de los almacenes del RE, tras la adicién del
tBuHBQ, no esta afectada en los ratones deficientes en frataxina respecto al control
C57BL/6J. Este resultado indica que la disfuncion mitocondrial en el déficit de
frataxina no influye en los almacenes del RE y en su vaciamiento, ni en el soma (Figura
49B) ni en la red neuritica (Figura 49F).

Tras la depleciéon de los depdsitos celulares con tBuHBQ vy al afiadir el exceso de CaCl,
al medio extracelular se induce la entrada del Ca** mediante el mecanismo del SOCE.
Observamos que las neuronas sensitivas deficientes en frataxina muestran una
acentuada disminucién de la entrada de Ca** extracelular mediada por SOCE con
respecto al control C57BL/6J, en el soma (Figura 49C y 49E) y en la red neuritica
(Figura 49G y 49I). El control despolarizado muestra el mismo defecto en el SOCE, en
el somay en el axdn, sugiriendo que la despolarizaciéon mitocondrial estd implicada en
el defecto del SOCE que presentan las neuronas sensitivas deficientes en frataxina,
posiblemente por disminuir la capacidad tamponadora de la mitocondria.

El estudio de los mecanismos que regulan el Ca® intracelular en las neuronas
sensitivas del modelo murino FRDA nos ha permitido confirmar que el déficit de
frataxina conlleva una disfuncién en la homeostasis del Ca** intracelular en el soma y
en la red neuritica, con un aumento del nivel basal de [Ca**]; mantenido en el tiempo
y un defecto en el mecanismo del SOCE.
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Figura 49. Deteccion del calcio intracelular mediante la sonda Fura-2 en neuronas sensitivas in vivo del
modelo murino FRDA.

A) Imagen representativa de la fluorescencia del Fura-2 AM en el cultivo neuronal in vivo, la imagen
muestra el ratio entre F340/F380, indicativo del Ca”* citosélico basal antes de inducir la movilizacién del
ca’ El marcaje del Ca®' citosdlico con Fura-2 AM revela la presencia de grandes esferoides axonales en
las neuritas de los ratones deficientes en frataxina. Las cabezas de flecha [ V] indican los somas
neuronales y las flechas [1"] indican los esferoides axonales con marcaje de Fura-2 AM en las neuritas. B,
C, G,F) Las graficas muestran la movilizacién del Ca® intracelular por efecto del tBuBHQ en un medio
libre de ca®* y la entrada de Ca® mediante SOCE por efecto de la adicién de Ca®* al medio en el soma
neuronal (B,C) y en la red neuritica (F, G). D, E, H,l) Las graficas muestran la media de la [Ca2+]i basales y
la media del AUC, que cuantifica la entrada de Ca® mediante el SOCE, en el soma neuronal (D, E) yen la
red neuritica (H,l). Los datos representan la media = S.E.M, de al menos tres repeticiones experimentales
bioldgicas, con un total de 32, 40, 31 y 31 neuronas medidas para C57BL/6J, YG8R, YG8YGSR y control
despolarizado, respectivamente. Andlisis ANOVA unifactorial por genotipo y nivel de significacién ns=no
significativo.

Nuestros resultados han confirmado que las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina, presentan una disfunciéon mitocondrial, sufriendo despolarizacion
mitocondrial y estrés oxidativo, que favorecen el fallo energético. Estos tres procesos
mitocondriales estdn muy implicados en la homeostasis del calcio celular, de forma
que la despolarizacién mitocondrial y el estrés oxidativo favorecen la salida de Ca** de
la mitocondria y la disminucién de la recaptacién mitocondrial de Ca®*. Ademas
hemos confirmado una disminucién en la capacidad tamponadora del Ca** por parte
de la neurona sensitiva, posiblemente debido a la mitocondria tal y como se habia
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descrito previamente [18]. Este defecto en la capacidad tamponadora del Ca** de la
mitocondria permitiria el aumento moderado y mantenido en el tiempo de los niveles
de Ca” intracelular asi como el defecto en el mecanismo del SOCE que encontramos
en las neuronas sensitivas deficientes en frataxina.

La elevacidn del Ca** intracelular es un marcador de neurodegeneracién. Tal es el caso
en la neuropatia diabética, donde se observa, de forma similar a nuestro modelo, una
disfuncién mitocondrial y una dishomeostasis del Ca®', que dirigen la neuropatia
periférica tipo dying-back [149]. Un aumento del Ca** axoplasmico en los focos donde
se presenta agregacion disfuncional de la mitocondria, es necesario y suficiente para
inducir la degeneracién axonal. Ademas el Ca®* activa proteasas que favorecen el
corte proteolitico del citoesqueleto, la disrupcién del transporte axonal y Ia
progresion del hinchamiento axonal a esferoides axonales [68]. Por todo ello el
aumento de los niveles de Ca®* intracelulares que encontramos en las neuronas
sensitivas deficientes en frataxina podria estar participando en la formacion de los
esferoides axonales y en el proceso de degeneracion axonal.

El SOCE, aunque es un mecanismo activado por el vaciamiento del RE para permitir su
rellenado con el Ca** extracelular, es muy dependiente de una mitocondria no
comprometida. Los defectos mitocondriales que encontramos en las neuronas
sensitivas deficientes en frataxina que implican una mitocondria despolarizada, con
una capacidad tamponadora disminuida y fallo energético, inactivan el mecanismo del
SOCE antes de tiempo. Los canales SOC de la MP se cierran prematuramente
inhibidos por el aumento del Ca** local que la mitocondria no consigue recaptar y por
la falta de ATP, impidiendo que los almacenes del RE se rellenen correctamente. El
defecto en el transporte de la mitocondria hasta los canales activados para el SOCE y
una incorrecta localizacién mitocondrial también disminuyen el SOCE, como se
observa en un modelo deficiente en GDAP1, una proteina mitocondrial responsable
de Charcot-Marie-Tooth tipo 4A/2K [150]. Por lo que el defecto en la distribucion
mitocondrial, que encontramos en las neuronas sensitivas deficientes en frataxina,
también podria estar participando en la disminucién del SOCE.

El defecto en el SOCE implica que las neuronas deficientes en frataxina pueden estar
sufriendo un defecto en procesos neuronales regulados por la sefializacion por calcio
celular tan importantes como la transmisidon sindptica, el crecimiento axonal y la
regulacidn génica.

2.4.5. El déficit de frataxina provoca defectos en la morfologia mitocondrial

El déficit de frataxina causa la aparicién de distrofia axonal indicativa de un proceso
de neurodegeneracion axonal, en el que se ha demostrado que participan la
disfuncién mitocondrial, el estrés oxidativo y un aumento moderado y mantenido en
el tiempo de los niveles de Ca** intracelular. La distrofia axonal en el ratén YG8R se
presenta de forma heterogénea, con la aparicidn de multiples esferoides axonales de
diferentes formas y tamanos. Hemos confirmado la presencia de muchos marcadores
en los esferoides axonales, pero debido a que la mitocondria es el organulo que mas
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predomina en ellos y a que la disfuncién mitocondrial estd implicada en su formacion,
se decidié analizar la morfologia mitocondrial para cuantificar el grado de formacion
de esferoides axonales y de neurodegeneracién axonal. Para ello se realizé un cultivo
primario de ganglio dorsal de ratéon de 24 meses de edad. A los 5 div se marcé la
mitocondria con la sonda mitotracker deep red y se detectaron las neuronas con -
tubulinalll mediante IFl. La descripcion de los parametros morfolégicos de la
mitocondria se realizé en la zona proximal de la neurita, desde que sale del soma
hasta la primera bifurcacidon. Se utilizé el macro “mito-morphology “disefiado para el
Image), por Ruben K. Dadga y colaboradores para analizar el nimero de
mitocondrias/100 um, el % de area celular ocupado por la mitocondria, el indice de
elongacion que indica lo alargadas que son y si estan fragmentadas, el indice de
interconectividad que indica la relacién de la red mitocondrial consigo misma como
una Unica masa interconectada de red reticular y la hinchazén mitocondrial que indica
el cambio en la morfologia mitocondrial de tubular a esferoide y es un indice que
permite diferenciar entre la hinchazén y la masa interconectada. Para conocer el
papel de la despolarizacion mitocondrial y el aumento delosniveles de Ca*
intracelulares en la aparicién de la distrofia axonal se incluyeron controles de ambas
situaciones. Para ello se trataron las neuronas sensitivas del control C57BL/6J con
CCCP-oligomicina para despolarizar la membrana mitocondrial (control despolarizado)
y con el iondforo Br-A23187, que permeabiliza todas las membranas y origina un gran
aumento de los niveles de Ca*" intracelular (control A23).

Las imagenes de microscopia confocal de la Figura 50A muestran en el control
C57BL/6J una red neuritica normal, sin alteraciones, con una mitocondria que
presenta un nimero y tamano normales y una distribucién homogénea por toda la
red neuritica. El ratén YG8YG8R no presenta alteraciones evidentes en la red neuritica
aunque se deja intuir que las mitocondrias son mds redondas y estdn mas
acumuladas. Sin embargo el ratén YG8R si presenta ya una alteracidon patolégica
evidente con una gran hinchazén de la neurita en la zona proximal que acumula o
retiene una gran cantidad de mitocondria. Los resultados sugieren que el grado de
afectacién axonal y mitocondrial que presentan las neuronas sensitivas se
correlaciona con la cantidad de frataxina que expresan, de forma que el raton YGS8R,
con menos frataxina, presenta la degeneracién axonal mas severa.

Observamos en la Figura 50B que los controles con la mitocondria despolarizada y el
control A23 presentan grandes esferoides axonales en todas las neuritas con
evidentes acumulaciones de mitocondria hinchada. Estos resultados confirman que
las situaciones patoldgicas como la despolarizacion mitocondrial y el exceso de Ca**
intraaxonal, que sufren las neuronas sensitivas deficientes en frataxina, estan
implicadas en la formacion de los esferoides axonales y el desarrollo de la distrofia
axonal en el modelo FRDA.
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Figura 50. Patron de la red neuritica y mitocondrial en neuronas sensitivas del modelo murino FRDA.
Las imagenes de microscopia confocal muestran la fluorescencia del marcaje mitocondrial con
mitotracker deep en rojo y la fluorescencia del marcaje neuronal con B-tubulina Il en verde. Las
imagenes son representativas de la morfologia mitocondrial y del citoesqueleto de las neuronas
sensitivas del ganglio dorsal. A) Se observa la formacién de esferoides axonales con acumulacion
mitocondrial en el raton deficiente YG8R. B) y en los controles despolarizado y con exceso de ca®
intraaxonal. Las cabezas de flecha [V] indican los somas neuronales y las flechas [1] indican los
esferoides axonales con mitocondria acumulada en las neuritas. Microscopia confocal a 40x con aceite de
inmersion.

El andlisis de los parametros morfolégicos de la red mitocondrial se realizé en los
ratones YG8R, por presentar alteraciones mas evidentes que el YG8YGS8R, y se
compard con el control C57BL/6J. Los controles con la mitocondria despolarizada y el
aumento de de los niveles de Ca*" intracelulares también se incluyeron en el andlisis.
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Los resultados muestran que el raton YG8R presenta mayor nimero de mitocondrias
en 100 um de neurita (Figura 51A) y que estas mitocondrias ocupan una mayor
superficie de la neurita de forma significativa con respecto al control C57BL/6) (Figura
51B). Las mitocondrias del raton YG8R presentan un indice de elongacién menor que
las del control C57BL/6J (Figura 51C) indicando que pierden la morfologia elongada y
se hacen mas redondas. Las mitocondrias del ratén YG8R presentan un indice de
interconectividad mayor que las del control C57BL/6J (Figura 51D) indicando que se
conectan mds unas con otras formando unidades mitocondriales mas grandes. Las
mitocondrias del ratdon YG8R presentan un indice de hinchazén mayor que las del
control C57BL/6J (Figura 51E) indicando que estan mas hinchadas. Una mitocondria
hinchada se hace mas esferoide, que es coincidente con la disminucion del indice de
elongacion. El indice de hinchazén diferencia entre las mitocondrias mas grandes
porque estan mds interconectadas de las mitocondrias mas grandes porque se han
hinchado, debido a que tiene en cuenta la morfologia. La distribucién de los indices
de hinchazén de las mitocondrias analizadas (Figura 51F) muestra indices de
hinchazén mitocondrial menores a 2 en el control C57BL/6J, sin embargo las
mitocondrias del raton YG8R llegan a presentar indices de hinchazén mitocondriales
de hasta casi 4, es decir el doble.

El aumento del nUmero de mitocondrias puede ser causado por distintos cambios en
la biologia mitocondrial: una alteracidon del equilibrio fusion-fision mitocondrial, un
aumento de la masa total mitocondrial o un defecto en el transporte mitocondrial. En
nuestro caso la red mitocondrial estd mas interconectada, por lo que se descarta que
la fision aumente el numero de mitocondrias. El aumento en la biogénesis
mitocondrial no lo podemos analizar porque la medicién se ha realizado en la porcién
proximal de las neuritas, por lo que no podemos saber si hay mas o menos biogénesis
mitocondrial. Aunque no podemos descartar completamente que exista un ligero
aumento de la masa mitocondrial, como vimos en los tejidos neuronales, en los que el
ratdon YG8R presenta un aumento de las proteinas mitocondriales TOM22 (MME) y
OPA1 (MMI) indicando un aumento de la masa mitocondrial principalmente en las
raices nerviosas (Figura 34D del apartado 2.3.2 de resultados). Con todo ello y con los
resultados obtenidos hasta ahora que han confirmado una distribucion anémala de la
mitocondria con un bloqueo del transporte axonal en general, podemos sugerir que el
aumento del nimero de mitocondrias en la zona proximal de las neuritas se debe a
una acumulacién en la zona proximal de las neuritas debido al impedimento en su
transporte hacia la zona distal de las neuritas.

Por lo tanto, los resultados sugieren que las mitocondrias deficientes en frataxina son
mas redondas, estdn mas hinchadas y aumentan su interconectividad, posiblemente
para contrarrestar la disfuncion mitocondrial debida al déficit de frataxina,
gueddndose mas agregadas en la zona proximal de las neuritas, lo que hace mas dificil
su transporte.

Los resultados muestran que el animal control, con un aumento del Ca*" intraaxonal,
presenta las mismas alteraciones en morfologia mitocondrial que se observan en el
raton deficiente en frataxina, sin embargo el control despolarizado comparte menos
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alteraciones. Esto sugiere que aunque la despolarizacién mitocondrial también afecta
al fenotipo patolégico en estas neuronas induciendo, por ejemplo, la formacion de
esferoides axonales, son las alteraciones en la concentracién de Ca®* intraaxonal las
gue mejor reproducen los cambios morfoldgicos mitocondriales en el ratén YG8R. Por
tanto, los fallos que genera el déficit de frataxina en la regulacién del Ca** pasan a
tener mucha mayor relevancia, plantedndose hasta qué punto es éste un proceso
primario en vez de ser una consecuencia a posteriori.
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Figura 51. Cuantificacidn de los descriptores de la morfologia mitocondrial en neuronas sensitivas del
modelo murino FRDA.

A) Nimero de mitocondrias por 100 um de neurita. B) Porcentaje de la superficie axonal ocupada por la
mitocondria C) indice de elongacién, corresponde a la media de la inversa de la circularidad de las
mitocondrias analizadas. D) Interconectividad mitocondrial, corresponde a la media del ratio
area/perimetro de las mitocondrias analizadas. E) Hinchazdn de la mitocondria, corresponde al indice de
interconectividad normalizado con el indice de elongacién o circularidad para medir el hinchamiento de
la mitocondria. F) Distribucion de los tamafios de la hinchazén mitocondrial. Los datos representan la
media = S.E.M de tres repeticiones experimentales con un total de 185, 197, 59 y 99 neuronas medidas
para C57BL/6J, YG8R, control despolarizado y control tratado con iondforo A23, respectivamente.
Andlisis ANOVA unifactorial por genotipo y nivel de significacion *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

En su conjunto, los resultados del estudio de la funcién y la morfologia mitocondrial
en la neurona sensitiva del modelo murino FRDA han confirmado que la disfuncidn
mitocondrial debido al déficit de frataxina provoca un estrés oxidativo y un
incremento en los niveles de Ca®* intracelulares y juntos causarian el dafio de
proteinas mitocondriales y del citoesqueleto, que se acumulan formando los
esferoides axonales. El estrés oxidativo y los niveles de Ca’" intracelulares también ha
sido descrito como promotores de la distrofia axonal en cultivo primario de neuronas
sensitivas de modelos murinos de diabetes [149, 151, 152], de infecciones virales
[145], y de toxicidad por compuestos organofosforados [153].

Ademds de ser disfuncional la red mitocondrial aparece esférica, hinchada e
interconectada y se queda retenida en la zona proximal de las neuritas, causando un
defecto en su transporte y distribucion axonal. Esta red mitocondrial disfuncional y
desestructurada provoca un gran defecto en el mecanismo del SOCE, que conlleva
una ineficiente sefalizacién por calcio celular con consecuencias en la transmision
sindptica, crecimiento axonal o transcripcidn génica.

Todos los hechos patolégicos que hemos encontrado en las neuronas sensitivas del
modelo murino FRDA sugieren que sufren un modelo de lesién multifocal. De igual
forma que se ha descrito el modelo de degeneracién axonal focal o FAD (focal axonal
damage) en lesiones de pacientes de esclerosis multiple [73]. En nuestro modelo
deficiente en frataxina el estrés oxidativo y la dishomeostasis del Ca** actian como
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factores iniciadores de lesidon focal axonal, siendo la patologia mitocondrial focal
intraaxonal un signo ultraestructural de dafno temprano que precede a los cambios
morfolégicos del axdn por rotura proteolitica.

En nuestras neuronas sensitivas la formacién de lesiones focales a lo largo de las
neuritas implican un defecto en el transporte axonal de mitocondria y nutrientes y
muy probablemente una insuficiente sefializacién por Ca** en la terminacidn sinaptica
que, trasladaria el dafio focal axonal a la sinapsis neuronal.

En la fase final de la degeneracién axonal la dishomeostasis idnica que acumula Ca
intraaxonal activa a la enzima proteolitica calpaina y causa la rotura focal del
citoesqueleto axonal. En nuestras neuronas sensitivas deficientes en frataxina hemos
observado muchas alteraciones en el citoesqueleto pero no aparece una rotura
evidente de las neuritas, es decir que sufren las fases de formacion de esferoides y
desensamblaje del citoesqueleto sin llegar a la fase final de rotura del citoesqueleto y
desintegracion de las neuritas. Todo esto sugiere que el cultivo primario de ganglio
dorsal aporta un modelo ex vivo de la degeneracién axonal muy util para la
investigacion de los mecanismos moleculares bioquimicos que subyacen en la
neurodegeneracion de la FRDA.

2+
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3. Los ratones deficientes en frataxina presentan un defecto en la expresion
diferencial de proteinas del ganglio dorsal

Con el objetivo de identificar biomarcadores relacionados con el déficit de frataxina y
conocer los mecanismos moleculares implicados en la degeneracién de las neuronas
sensitivas del ganglio dorsal se realizd el estudio del perfil proteémico completo del
ganglio dorsal en el modelo murino FRDA. Para ello se comparé el perfil protedmico
del ganglio dorsal de ratén YGS8R frente al del control C57BL/6J a los 24 meses de
edad mediante 2D-DIGE.

La separacion de las proteinas mediante 2D-DIGE revelé 15 spots con niveles de
expresion diferencial significativa (p<0.05) (Figura 52) que se analizaron por MALDI-
TOF-TOF o liquido masas, LC-MS/MS, y se identificaron 964 proteinas diferenciales,
correspondiendo a 495 genes diferentes. De manera muy llamativa, todas las
proteinas identificadas estan reguladas a la baja en los ratones deficientes en
frataxina YG8R con respecto al control C57BL/6.

B)
Pos. | Master No. | T-test | Av. Ratio
1 979 0.0091| -1.64
2 982 0.033| -4.19
3 1459 0.0047| -1.55
4 1563 0.0094| -1.38
5 1571 0.027| -1.78
6 1696 0.034| -1.52
7 1841 0.0086| -1.69
8 1894 0.035| -1.93
9 2064 0.0045| -1.33
10 2653 0.016| -1.48
11 2658 0.043[ -131
12 2965 0.0061| -1.53
. 13 3120 0.0016| -1.49
‘ 14 3212 0.013| -1.46
Y - 15 3385 0.017| -1.48

Figura 52. Diferencias en la composicion de proteinas en el ganglio dorsal del modelo murino FRDA.

A) Mapa 2D de las preparaciones de ganglio dorsal de ratdn. Los spots redondeados presentan cambios
en los niveles de expresion de las proteinas que fueron identificadas por MALDI/TOF-TOF. B) Tabla que
especifica los p valor para cada uno de los spots identificados con una expresién diferencial mayora 1.3
en los ratones YGS8R deficientes en frataxina con respecto al control C57BL/6..
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El andlisis protedmico diferencial de ganglio dorsal en el raton YG8R de 24 meses, en
relacién al control C57BL/6J, ha revelado un defecto en la expresidén de proteinas
implicadas en un amplio rango de procesos bioldgicos (Figura 53).

GO Molecular Function
Total # Genes: 438 Total # function hits: 554

antioxidant activity (GO:0016209) &
B binding {G0:0005488) &

catalvtic activity (GO:0003824) &

enzyvme regulator activity (G0:0030234) &
B nucleic acid binding transcription factor activity (G0:0001071)
B protein binding transcription factor activity {G0:0000988) ]
M receptor activity (GO:00048727 &
M structural molecule activity (GO:0005198) &

translation regulator activity (G0:0045182) &

transporter activity (G0:0005215) &

Figura 53. Representacion de las funciones moleculares de las proteinas expresadas diferencialmente
en el ratén YG8R.

El estudio de la funcién molecular segin la base de datos Gene Ontology (GO) con el sistema de
clasificacion Panther (http://www.pantherdb.org) revelé que el 44,30% tienen actividad catalitica
(G0:0003824), el 35.20% tienen actividad de unidén (G0O:0005488), el 22,80% tienen actividad de
molécula estructural (GO:0005198), el 8.20% tienen actividad reguladora de enzimas (G0:0030234), el
5.70% tienen actividad receptor (GO:0004872), el 2.70% tienen actividad de factor de transcripcion de
union a 4acido nucleico (G0:0001071), el 2.50% tienen actividad reguladora de la traduccion
(G0O:0045182), el 0.70% tienen actividad de factor de transcripcién de unién a proteina (GO:0000988) y el
0.20% tienen actividad antioxidante (GO:0016209).

El listado de 495 proteinas es muy extenso, por lo que para contextualizarlas en
procesos celulares especificos se utilizaron las herramientas de Panther
(http://www.pantherdb.org) y Paintomics (http://www.paintomics.org). Estas
herramientas identifican las proteinas dentro de las vias Panther (Protein Annotation
Through Evolutionary Relationship) y KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes). Panther y KEGG son colecciones de bases de datos en linea que
representan informaticamente el sistema bioldgico, es decir, son colecciones de
esquemas que registran las redes de interacciones moleculares dentro de las células.
El analisis identificd que las 495 proteinas aparecen implicadas en 82 vias Panther y
199 vias KEGG distintas.

De todas ellas se detalla a continuacion el analisis de las dos vias que consideramos
gue tienen mayor relevancia. La primera es la fosforilacidn oxidativa, por ser la via
cladsicamente implicada en la fisiopatologia de la FRDA. La segunda es la sefializacion
por calcio, por ser una via de sefializacion celular muy novedosa en el campo de la
FRDA, que en base a todos los resultados presentados claramente esta participando
en el proceso de neurodegeneracion de las neuronas sensitivas.
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3.1. La falta de frataxina causa el déficit de subunidades proteicas de los complejos
de la OXPHOS y de enzimas antioxidantes
El andlisis protedmico del ganglio dorsal confirmé la disminucién de nueve proteinas
con gran relevancia en la actividad de la OXPHOS en el ratén deficiente en frataxina.
En la Figura 54 se visualizan las proteinas disminuidas en el ratén YG8R de la via de
fosforilacion oxidativa en el esquema de la base de datos KEGG. En la Tabla 11 se
detallan los nombres de las proteinas con los pardmetros de identificacion.
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Figura 54. Via de la fosforilacion oxidativa segun la base de datos KEGG.

La via OXPHOs de la base de datos KEGG muestra todas las subunidades proteicas de los 4 complejos de
la CTE y el C,. En circulos rojos estan rodeadas todas las subunidades proteicas que aparecen disminuidas
en el estudio protedmico del ganglio dorsal del ratdn YG8R.

Unused | P(95%) | % Cob | Swissprot Nombre  proteina /| Descripcién funcién en Uniprot
Prot (95%) accesién / | Nombre gen
Score Uniprot ID
335 26 76% Q9oDCT2 / NADH dehydrogenase | Subunidad del core del C,de la CTE que
NDUS3_MOUSE | [ubiquinone] iron-sulfur | pertenece al ensamblaje minimo
protein 3, mitocondrial. | requerido para la catdlisis. Es uno de
GN= Ndufs3 los componentes del centro Fe-S.
6.82 4 19,72% | Q99LC3 / NADH dehydrogenase | Subunidad de la fraccién hidrofébica
NDUAA_MOUSE | [ubiquinone] 1 alpha | del C de la CTE con actividad NADH
subcomplex subunit 10, | deshidrogenasa y oxidorreductasa,
mitochondrial. transfiere los electrones del NADH a la
GN=Ndufal0 CTE
1.09 1 2,29% Q9CWGS8 / NADH dehydrogenase | Subunidad implicada en el ensamblaje
MIDA_MOUSE [ubiquinone] complex |, | o estabilidad del C,de la CTE.
assembly factor 7.
GN= Ndufaf7
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11.85 7 14,16% | Q91vD9/ NADH-ubiquinone Subunidad del core del C,de la CTE que
NDUS1_MOUSE | oxidoreductase 75 kDa | pertenece al ensamblaje minimo
subunit, mitochondrial. | requerido para la catélisis. Subunidad
GN=Ndufsl formadora del centro Fe-S. Forma
parte del sitio activo donde se oxida el
NADH.
11.70 6 15,51% | Q8K2B3 / Succinate dehydrogenase | Subunidad flavoproteina del C, de la
DHSA_MOUSE [ubiquinone] flavoprotein | CTE. Implicada en la transferencia de
subunit, mitochondrial | electrones desde el succinato al CoQ.
GN=Sdha
1.49 2 10,20% | Q99LC5 / | Electron transfer | Flavoproteina que transfiere
ETFA_MOUSE flavoprotein subunit | electrones desde la acil-CoA DH al
alpha, mitochondrial. | CoQ.
GN=Etfa
2.03 1 2,06% Q64521 / | Glycerol-3-phosphate Localizada en la MMI cataliza la
GPDM_MOUSE dehydrogenase, conversion del glycerol-3-fosfato en
mitocondrial. dihidroacetona fosfato usando FAD
GN=Gpd2 como cofactor
13.93 8 27,50% | Q9Cz13/ Cytochrome b-c1 complex | Subunidad flavoproteina del C, de la
QCR1_MOUSE subunit 1, mitochondrial | CTE. Media la formacién del complejo
GN=Uqcrcl. entre Citcy Cit c1. .
7.77 5 25,85% | Q9DOM3C/ Cytochrome c¢1, heme | Componente hemo del complejo Cit b-
Y1_MOUSE protein, mitochondrial | c1., el cual acepta los electrones del
GN=Cycl grupo Rieske y transfiere los
electrones al Cit c en la CTE.
4.05 2 3,97% Q03265 / ATP  synthase subunit | Las subunidades a y B forman el core
ATPA_MOUSE alpha, mitochondrial | catalitico en el dominio estructural F,
GN=Atp5al del Cy de la CTE. Los dimeros of
36.97 27 58,78% | P56480 / ATP synthase subunit | permiten la sintesis de ATP a partir de
ATPB_MOUSE beta, mitochondrial | ADP y Pi en la subunidad B.
GN=Atp5b
22.40 11 46,99% | Q91W90/ Thioredoxin domain- | Enzima con actividad tiorredoxina.
TXND5_MOUSE | containing protein 5 Disminuye los puentes disulfuro de la
GN= Txndc5 insulina.
1.89 1 8,57% P10639 Thioredoxin. Participa en reacciones REDOX como la
GN=Txn S-nitrosilacion de residuos de cisteina

en respuesta al NO intracelular.
Nitrosila la cisteina del sitio activo de la
CASP3 en respuesta al NO, inhibiendo
la actividad caspasa-3.

Tabla 11. Listado de la identificacion de las proteinas diferencialmente expresadas en el raton YG8R
relacionadas con los procesos celulares de la CTE, OXPHOS y sistemas antioxidantes celulares.

Se especifican el Unused Prot Score como indicador de la especificidad de la identificacidn, el nimero de
péptidos que se han identificado de la proteina (P) al 95% de confianza, el porcentaje de cobertura (%
Cob) de la secuencia total identificado a un 95% de confianza, codigo de identificacion de la proteina en la
base de datos SwissProt/Uniprot, nombre de la proteina y del gen y breve descripcién de la funcién.

Los resultados del analisis protedmico del ganglio dorsal de ratén YG8R muestran la
disminucién de cuatro subunidades proteicas del C de la CTE, NDUFS3, NDUFA10,
NDUFAF7 y NDUFS1. NDUFS3, NDUFA10 y NDUFS1 son subunidades implicadas
directamente en el flujo de electrones del core catalitico del C, ademds NDUFS3 vy
NDUFS1 forman parte de los centros Fe-S. Mutaciones en los genes de estas tres
subunidades causan deficiencia de actividad del C, y estdn implicadas en la
enfermedad de Leigh y en la enfermedad de Parkinson relacionado con el déficit de
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PINK1 [154]. NDUFAF7 es una subunidad implicada en el ensamblaje y estabilidad del
C,. Por lo tanto el déficit de estas subunidades en las neuronas deficientes en frataxina
debe tener una importante relevancia en el defecto de actividad de la CTE.

El raton YG8R presenta la disminucion en el C, de la subunidad SDHA. La SDHA es la
subunidad catalitica que transforma el succinato en fumarato transfiriendo los
electrones al CoQ. No es la subunidad que contiene centros Fe-S del C,, pero es una
de las subunidades que interacciona genética y fisicamente con frataxina [30].
Mutaciones en el gen de la SDHA han sido asociadas con sindrome de Leigh,
miocardiopatia hipertrofica, ataxia éptica de debut tardio, ataxia y miopatia [155]. Por
lo tanto el déficit de esta subunidad en las neuronas deficientes en frataxina debe
tener una importante relevancia en el defecto de la actividad de la CTE, pero también
podria estar relacionado con otras sintomatologias que presentan los pacientes de
FRDA como la miocardiopatia hipertrofica.

El ratdon YG8R presenta la disminucién de las subunidades Corel y Cit c1 en el C;;de la
CTE. Corel es la proteina que media la formacién del complejo entre los Cit c y Cit c1.
La disminucién de la subunidad Corel estd asociada a patologias como Alzheimer y
Sindrome de Down. Y la subunidad Cit c1 forma parte del grupo hemo implicado
directamente en el flujo de electrones. Mutaciones en el gen CYC1 causa
hiperglucemia que responde a la insulina [156]. Por lo tanto el déficit de estas
subunidades en las neuronas deficientes en frataxina debe tener una importante
relevancia en el defecto de actividad de la CTE y puede estar asociada a la diabetes
tipo Il que desarrollan los paciente de ataxia de Friedreich.

El ratdn YGS8R presenta la disminucion de dos proteinas de entrada alternativa de
electrones, ETFA y GPD2, que transfieren electrones a la CTE. La ETFA participa en el
paso inicial de la B-oxidacidon de los acidos grasos en la mitocondria y es capaz de
interaccionar genética y fisicamente con frataxina [30]. Defectos en las ETF han sido
implicados en la aciduria glutdrica tipo Il. La glicerol-3-P deshidrogenasa 2
mitocondrial, GPD2 o G3PDH2, forma parte de la lanzadera para la oxidacién del
NADH citosélico que proviene del ciclo de Krebs. Enfermedades asociadas con GPD2
incluyen diabetes tipo Il y acidemia metilmaldnica. Por lo tanto, el déficit de esta
subunidad en las neuronas deficientes en frataxina debe tener una importante
relevancia en el defecto de la actividad de la CTE, y puede estar asociada a la diabetes
tipo Il que desarrollan los pacientes de ataxia de Friedreich.

El ratén YG8R presenta la disminucién en el C, de las subunidades ATPasa tipo Fa y j3,
donde se fosforila el ADP para generar el ATP. Por lo tanto el déficit de estas
subunidades en las neuronas deficientes en frataxina debe tener una importante
relevancia en la produccién de ATP y en el fallo energético asociado en la FRDA.
Adicionalmente el ratén YG8R presenta la disminucién de dos proteinas
antioxidantes, Txn y Txndc5. El déficit de estas dos enzimas antioxidantes, y de
peroxirredoxinas, glutaredoxinas y glutatidon-S-transferasa, ya ha sido descrito en el
ganglio dorsal del ratén YGS8R vy relaciona al déficit de frataxina con el proceso de
estrés oxidativo que sufren las neuronas sensitivas del YG8R [107].
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El andlisis protedmico no ha encontrado deficiencias en ninguna subunidad del Cy,. Sin
embargo, en el andlisis de proteinas por WB en los tejidos neuronales el ratén YG8R
presentaba una disminucidn de las subunidades COXI y COXII del Cyen el ganglio
dorsal y en las raices periféricas (Figura 34Adel apartado 2.3.2 de resultados).
Ademds, la disminucion de estas subunidades también se detectd en el modelo de
SHSY5Y deficiente en frataxina [18]. Posiblemente la disminucidon de los spots
correspondientes a estas subunidades no se ha reproducido en las tres muestras
biolégicas y no se ha considerado un cambio.

Por el contrario el analisis proteémico ha encontrado deficiencias en la subunidad a
del Cy y sin embargo el anticuerpo utilizado frente a la subunidad a del Cy por WB no
detectd esta disminucidn ni en el ganglio dorsal ni en las raices periféricas (Figura 34A
del apartado 2.3.2 de resultados). Posiblemente si realizamos la validacidon de la
subunidad B por WB encontrariamos esta disminucion ya que la confianza con la que
se ha detectado en el andlisis proteémico es muy alta.

En su conjunto los resultados del anadlisis proteémico indican que el déficit de
frataxina en el ratdon YG8R esta implicado en un defecto en la OXPHOS, afectando
cinco puntos de transferencia de electrones en los C, C, y C;, dos puntos de entrada
alternativa de electrones y dos puntos de produccién de ATP en el C, Disminuyen
algunos centros Fe-S del C, y C;, pero no se afectan los del C; ni los grupos hemo del
Cy, sugiriendo que el déficit de frataxina no afecta por igual a la biosintesis de todos
los centros Fe-S. Disminuyen las proteinas con las que frataxina interacciona
fisicamente SDHA y la ETFA, sugiriendo que ademas de poder participar en la
modulacién de su actividad también es importante para su presencia y conservacion.
Y finalmente disminuyen algunos sistemas antioxidantes.

El bloqueo en siete puntos diferentes del flujo de electrones a lo largo de la CTE,
disminuye el A,y aumenta la produccién de ROS, y posiblemente es la causa de la
despolarizacién mitocondrial y el estrés oxidativo que a lo largo de este trabajo se ha
confirmado que sufren las neuronas sensitivas del ganglio dorsal del ratén YGS8R.
Ademds el bloqueo de la sintesis de ATP sumado a la disminucién del A,
posiblemente llevan a la neurona sensitiva a un acusado fallo energético. Esta
afectacién tan generalizada que conduce a la disfuncién mitocondrial con fallo
energético y estrés oxidativo, junto con la disminucién de las defensas antioxidantes,
favorecen el dafio oxidativo y el proceso de neurodegeneracién que sufre el ratén
deficiente YG8R.

Estos resultados son coincidentes con el déficit de las actividades de los C,, C, y C;,, de
la CTE y de la enzima del ciclo de krebs aconitasa detectados en biopsias
endomiocardicas de pacientes de FRDA [157] y en el tejido cardiaco del modelo
murino YG8R [14], con el estrés oxidativo detectado en plasma y orina de pacientes
[12, 13] y con el fallo energético que detectamos el modelo de SHSY5Y deficiente en
frataxina [18].

El déficit de muchas de estas subunidades de los complejos de la CTE y el estrés
oxidativo se han descrito en otras enfermedades neurodegenerativas como
Parkinson, Alzheimer, Huntington, esclerosis multiple y ELA [79, 158], asi como en
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otras enfermedades mitocondriales hereditarias como neuropatia éptica hereditaria
de Leber, el sindrome de MELAS, el sindrome de MERRF y el sindrome de Leigh [159],
sugiriendo un mecanismo de degeneracién comun. La disfuncién mitocondrial se
revela como el sitio de inicio del dafio neuronal. Los defectos en la actividad de la CTE,
junto con un desequilibrio de los sistemas antioxidantes, son el mecanismo
patogénico que subyace en el defecto del metabolismo energético e inducen la
degeneraciéon neuronal.

3.2. La falta de frataxina causa el déficit de las vias de sefializacion por calcio a
través de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)

El andlisis protedmico del ganglio dorsal confirmé que el ratén deficiente en frataxina
YGS8R presenta déficits de proteinas implicadas en la sefializacidn celular por calcio. En
la Figura 55 se sefializan las proteinas disminuidas en el raton YG8R en la via de
sefializacion por calcio de la base de datos KEGG.

El analisis protedmico del ganglio dorsal no revelé alteraciones evidentes en las
proteinas transportadoras del RE, de la mitocondria o de la MP, implicadas en la
homeostasis del calcio y del mecanismo del SOCE.
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Figura 55. Via de la seiializacidn por calcio segtn la base de datos KEGG.

La via de sefializacién por calcio de la base de datos KEGG muestra en la parte superior la relacion entre
la MP, el RE y la mitocondria. En circulos rojos estan rodeadas todas las subunidades proteicas que han
aparecido disminuidas en el ganglio dorsal del ratén YGS8R.
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El andlisis protedmico del ganglio dorsal confirmé la disminucién de 11 proteinas con
gran relevancia en la sefializacién por receptores acoplados a proteina G y en la
sefializacion de segundos mensajeros celulares en el ratén deficiente en frataxina
(Tabla 12). Esta deficiencia es muy llamativa, ya que los nuevos marcadores
especificos de neuronas propioceptivas descritos en esta tesis doctoral, PACIR vy
GalR1, son receptores acoplados a proteinas G. Por esta razén decidimos estudiar en
detalle la sefializacién mediada por receptores acopladas a proteina G implicadas en
la sefializacion por calcio intracelular.

beta regulatory subunit
GN=Prkarlb

Unused | P % Cob | Swissprot Nombre proteina / | Descripcién funcién en Uniprot
Prot (95%) | (95%) | accesion Nombre gen
Score Uniprot ID
0 1 5,29 | P21278 Guanine nucleotide- | Proteina de unién a nucleétido guanina
GNA11_ binding protein subunit | (proteina G). Modulador o transductor de
MOUSE alpha-11 sistemas de sefializacion transmembrana.
GN=Gnall Actta como activador de PLC
1.01 1 5,35 | P30677 Guanine  nucleotide- | Proteina de unién a nucleétido guanina
GNA14_ binding protein subunit | (proteina G). Modulador o transductor de
MOUSE alpha-14 GN=Gnal4 sistemas de sefializacion transmembrana
9.65 518,82 | P62874 Guanine  nucleotide- | Proteina de unidon a nucleétido guanina
GBB1_ binding protein | (proteina G). Modulador o transductor de
MOUSE G(1)/G(S)/G(T) subunit | sistemas de sefializacion transmembrana.
beta-1 Las cadenas a y B son necesarias para la
GN=Gnb1 actividad GTPasa que reemplaza el GDP por
GTP y para la interaccion del efector-
proteina G.
2 318,82 P62880 Guanine nucleotide- | Proteina de unién a nucleétido guanina
GBB2_ binding protein | (proteina G). Modulador o transductor de
MOUSE G(1)/G(S)/G(T) subunit | sistemas de sefializacién transmembrana.
beta-2 Las cadenas a y B son necesarias para la
GN=Gnb2 actividad GTPasa que reemplaza el GDP por
GTP y para la interaccion del efector-
proteina G. Actividad reguladora de
canales del Ca**.
8.47 516,48 P51432 1-phosphatidylinositol | La enzima PLC cuando se activa produce
PLCB3_ 4,5- dos mensajeros secundarios como son
MOUSE bisphosphatephosphod | diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato
iesterase beta-3 (IP3). Se une al Ca”* como cofactor.
GN=Plcb3
2 201,78 P20444 Protein kinase C alpha | PRKCA, PRKCB y PRKCG se activan por DAG
KPCA_ type en presencia de Ca. Fosforila muchas
MOUSE GN=Prkca proteinas regulando positiva o
0 211,78 | P68404 Protein kinase C beta | negativamente proliferacién, apoptosis,
KPCB_MOUSE type diferenciacién, migraciéon y adhesion,
GN=Prkcb hipertrofia cardiaca, angiogénesis, funcién
plaguetaria e inflamacion.
4.35 210,76 | Q9DBC7 cAMP-dependent PRKARI1A, PRKAR1B, PRKAR2B son
KAPO_MOUSE protein kinase type |- | subunidades reguladoras de la protein
alpha regulatory | quinasa dependiente de cAMP o PKA,
subunit GN=Prkarla | implicada en la sefializacién por cAMP en
GN=Prkarla las células.
0.18 12,36 P12849 cAMP-dependent
KAP1_MOUSE protein kinase type I-
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2.06 114,80 P31324 cAMP-dependent
KAP3_MOUSE protein kinase type IlI-
beta regulatory subunit

GN=Prkar2b
3.77 313,19 | Q01147 cAMP-responsive CRE (cAMP response element) es un factor
CREB1_MOUSE element-binding de transcripcion dependiente de
protein 1 fosforilacion mediada por cAMP que
GN=Creb1 estimula la transcripcion una vez que se

une al DNA

Tabla 12. Listado de la identificacion de las proteinas diferencialmente expresadas en el raton YG8R
relacionadas con la seiializacion celular de GPCR y de calcio.

Se especifican el Unused Prot Score como indicador de la especificidad de la identificacidn, el nimero de
péptidos que se han identificado de la proteina (P) al 95% de confianza, el porcentaje de cobertura (%
Cob) de la secuencia total identificado a un 95% de confianza, cédigo de identificacién de la proteina en la
base de datos SwissProt/Uniprot, nombre de la proteina y del gen y breve descripcién de la funcién.

El raton YG8R presenta la disminucién de cuatro proteinas G. Dos subunidades tipo
Gag, la Gnall y la Gnal4 y dos subunidades tipo GBy, la Gnb1 y la Gnb2. Las cuatro
proteinas G deficientes sefializan a través de la activacion de la PLC3p3, que forma los
segundos mensajeros, DAG o IP3, que modulan el efecto de la PKC y la movilizacién
del Ca®* intracelular. A lo que hay que afiadir que el ratén YG8R presenta también la
disminucién en la isoforma PLC3B y en las PKCa y PKCB, que son los efectores de la via
de sefializacién, indicando un defecto generalizado de la via de sefalizacién de los
GPCR, a través de Gaq y GPy/PLC3B/DAG-IP3/PKC, desde las proteinas G acopladas al
receptor GPCR hasta los efectores implicados en la sefializacion por calcio.

Con respecto a la via de sefializacién por proteina Gs/AC/cAMP/PKA el ratén YG8R
presenta la disminucidn de 3 isoformas de las subunidades reguladoras de la PKA. Dos
de ellas son subunidades reguladoras tipo |, la PKAR1A y la PKAR1B, y la otra es
subunidad reguladora tipo Il, la PKAR2B. La PKA, en estado inactivo, es un tetrdmero
compuesto de dos subunidades reguladoras (R) y dos cataliticas (C). Las subunidades
reguladoras se encargan de inactivar a la PKA para el siguiente estimulo, por lo que un
defecto en las subunidades reguladoras implica un defecto en la correcta activacion
de la PKA. A ello hay que afadir que el ratén YG8R presenta también la disminucién
en el factor de transcripciéon CREB1.Este factor de transcripcidon se fosforila por PKA,
se une al elemento de respuesta al cAMP e induce la transcripcion de genes en
respuesta a la estimulacién de la via cAMP. Indicando un defecto generalizado de la
via de sefializacién de los GPCR, a través de Gs/AC/cAMP/PKA, desde los efectores
hasta la modulacidn de la transcripcion.

En su conjunto, el déficit primario de frataxina esta implicado en la desensibilizacién
del sistema de sefializacion acoplado a proteina G, debido a defectos en cuatro
proteinas G y en cuatro de los efectores de la via, como son PLCPB, PKC, PKA y CREB,
llevan a una situacidn fisiopatoldgica con un impedimento grave de la sefializacién
celular. La desensibilizacion de la cascada se agrava por el defecto de PKA y PKC, que
ademas de ser efectoras de la via de seiializacidn, también estan encargadas de
activar quinasas para que fosforilen al receptor acoplado a proteina G e inactivarlo
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para la siguiente activacion, si la fosforilacién no se lleva a cabo se menoscaba
gravemente la capacidad de los GPCR para estimular sus proteinas G.

Esta deficiencia en la ruta de sefializacion por GPCR es de gran relevancia ya que los
nuevos marcadores representativos de neuronas propioceptivas descritos en esta
tesis doctoral, PACIR y GalR1, son receptores acoplados a proteinas G. Por tanto,
estos resultados hacen plantearnos que una posible via de especificidad en la FRDA,
serian las vias de sefializacién acopladas a proteina G, pudiendo ser este el motivo por
el que las neuronas mas susceptibles del dafo por falta de frataxina fuesen las
neuronas propioceptivas. Un defecto en la via de sefalizacion mediada por
PACAP/PACIR en las neuronas propioceptivas en el dafio por déficit de frataxina
significa que tienen menos respuesta neuroprotectora frente al estrés oxidativo,
menos crecimiento neuritico y menos plasticidad sindptica, repercutiendo
directamente en la funcionalidad y en la supervivencia neuronal (Figura 56). El raton
YGS8R presenta déficits proteicos que afectan tanto a la via AC/cAMP/ERK implicada
en la activacidn transcripcional que media el efecto neuroprotector, neurotrdéfico y
crecimiento neuritico de PACAP/PACIR, como a la via PLC/DAG-IP3 implicada en la
sefializacion celular por Ca’* y en la expresion génica por Ca** que median la
plasticidad y transmisidon sindptica, el efecto neuroprotector y la neurogénesis de
PACAP/PACIR [103].
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Figura 56. Vias de sefalizacion mediadas por el receptor PACIR, que aparecen defectuosas en el
modelo murino FRDA.

Se ha identificado con circulo rojo todas aquellas proteinas disminuidas en el ganglio dorsal del ratén
deficiente en frataxina y en morado un punto de regulacion central, cAMP, cuya modulacidn parece
interesante estudiar debido a la centralidad que presenta. Adaptado de Blechman y Levkowitz (2013)
[103].
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3.3. La falta de frataxina causa el déficit de proteinas con actividad dependiente del
calcio

Unused Prot | P % Cob | Swissprot Nombre proteina / Descripcidn funcion en Uniprot
Score (95%) | (95%) accesion / Nombre gen

Uniprot ID
1.76 2 24,16 QID6P8 Calmodulin-like protein 3 Proteina de unidn a calcio

CALL3_MOUSE GN=CalmI3

2.52 2 11,51 P63328 Serine/threonine-protein Fosfatasa estimulada por
PP2BA_MOUSE phosphatase 2B catalytic calmodulina, dependiente de
subunit alpha isoform calcio. Implicada en la activacion
GN=Ppp3ca de calcineurina por calmodulina
4.74 3 15,28 008529 Calpain-2 catalytic subunit | Proteasa regulada por calcio
CAN2_MOUSE GN=Capn2 implicada en la protedlisis de

sustratos implicados en la
remodelacion del citoesqueleto

Tabla 13. Listado de la identificacion de las proteinas diferencialmente expresadas en el ratén YG8R
relacionadas con la sefalizacion celular por calcio.

Se especifican el Unused Prot Score como indicador de la especificidad de la identificacidn, el nimero de
péptidos que se han identificado de la proteina (P) al 95% de confianza, el porcentaje de cobertura (%
Cob) de la secuencia total identificado a un 95% de confianza, cédigo de identificacién de la proteina en la
base de datos SwissProt/Uniprot, nombre de la proteina y del gen y breve descripcién de la funcién.

El ratdn YG8R presenta la disminucién de las dos proteinas del sistema
calmodulina/calcineurina que media la sefializacién por Ca’*. La CALML3 o
calmodulina es el prototipo de sensor de Ca**, es una proteina multifuncional que
interacciona de manera calcio dependiente con diferentes dianas nucleares como
factores de transcripcién o enzimas. La PPP3ca o Calna o calcineurina alfa, es la
subunidad catalitica que contiene el sitio de unién a la calmodulina y responde
defosforilando a otras proteinas. La calcineurina regula tres rutas transcripcionales
NFAT, TORC y MEF-2 y puede modular la expresion génica por regular el Ca*
intracelular actuando sobre el RE. Desempefia un papel fundamental en la plasticidad
sinaptica y la memoria.

El ratdon YG8R presenta la disminucion de la CAPN2 o calpaina, una proteasa de
cisteinas Ca’* dependiente, fuertemente implicada en las fases tardias de la
degeneracién Walleriana por llevar a cabo la degradaciéon del citoesqueleto.
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En su conjunto, los resultados del estudio protedmico en el ganglio dorsal del ratén
YG8R han confirmado un gran defecto en la presencia de proteinas, sugiriendo que el
déficit de frataxina estd implicado en un defecto de la sintesis proteica. Los resultados
han confirmado en el ratén YGS8R la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo, por
defectos en proteinas de la CTE y de sistemas antioxidantes. Los resultados han
permitido descubrir nuevas vias alteradas en el déficit de frataxina, como la
sefializacion por GPCR, que implica defectos en la sefializacién por Ca’* vy en la
transcripcion génica que median las respuestas neuroprotectoras o la funcionalidad
sindptica. Ademas aporta nuevos mecanismos moleculares de estudio y posibles
dianas terapéuticas en el déficit de frataxina. También ha confirmado defectos en
proteinas dependientes de Ca®* como el sistema calmodulina/calcineurina y la
calpaina.
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4. Nuevas aproximaciones terapéuticas para el rescate axonal en el déficit de
frataxina

Una de las alteraciones mas relevantes que se producen en el cultivo in vitro de las
neuronas sensitivas del raton YG8R debido a la falta de frataxina es la distrofia axonal.
Los axones sufren hinchazones axonales caracteristicos que progresan hasta la
formacion de esferoides axonales, indicadores de un proceso de neurodegeneracion
axonal. En este trabajo hemos demostrado que uno de los procesos que
desencadenan la aparicion de estos esferoides es la desregulacion del Ca** debida al
déficit de frataxina. Otro proceso que hemos visto alterado es la sefializacién de las
vias acopladas a los GPCR, que junto con la disminucién en el mecanismo del SOCE,
pueden promover defectos en la sefializacién por Ca®* y defectos en las respuestas de
neuroproteccién y neuroplasticidad, promoviendo el dafio axonal. Con todo ello
disefiamos dos aproximaciones terapéuticas con la finalidad de modular los niveles de
Ca’* intraaxonales y actuar sobre la formacidn de estos esferoides axonales y por
tanto la distrofia axonal que se produce ante el déficit de frataxina. La primera
estrategia terapéutica se basa en la disminucién de los niveles de [Ca®']; con quelantes
y en la disminucién de la actividad calpaina con un inhibidor de metaloproteasas para
analizar si revierten la formacion de esferoides axonales. La segunda estrategia
terapéutica se basa en inhibidores de fosfodiesterasas (PDE) para aumentar los
niveles de cAMP y cGMP y analizar si modulan los niveles de Ca®* intracelulares vy si
revierten la formacién de esferoides axonales.

4.1. Modulacién del Ca** citosélico y de la actividad calpaina y su implicacién en el
proceso de neurodegeneracion

Los niveles de Ca®* estdn muy implicados en los mecanismos moleculares de la
degeneracién axonal tipo Walleriana, dying-back o modelo focal. Se ha visto que los
niveles de Ca’* presentan aumentos locales en los puntos en los que se forman los
esferoides axonales, participando en la activacién de la calpaina que ejecuta la
protedlisis del citoesqueleto [160]. La calpaina es una proteasa de cisteinas que se
activa por Ca** y que efectlia su accidn catalitica sobre el citoesqueleto (proteinas
asociadas a microtubulos como TAU y MAP2, espectrina y tubulina, pero no sobre
neurofilamentos). Este tipo de proteasas son importantes para la homeostasis del
crecimiento, la remodelacién y la muerte celular.

El analisis del perfil protedmico en nuestro modelo murino FRDA nos indicé una
disminuciéon en los niveles de calpaina, sin embargo quisimos confirmar si el
incremento de la [Ca®']; observado en las neuronas YG8R participaba en la formacién
de los esferoides axonales a través de la activacion de la calpaina. Para responder a
esta pregunta se realizd el estudio de la actividad calpaina y de la formacién de
esferoides axonales en condiciones basales y con tratamientos que modulan las [Ca®;
y la actividad calpaina. Los tratamientos elegidos se basaron en la quelacién de Ca**
extracelular con EGTA, la quelacion de Ca* intracelular con BAPTA, la inhibicién de la
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calpaina con un inhibidor de metaloproteasas y un exceso de Ca’* extracelular con
CaCl,. Los tratamientos se realizaron sobre las neuronas sensitivas en cultivo primario
de ganglio dorsal de ratones de 24 meses de edad.

4.1.1. El déficit de frataxina presenta una disminucién de la actividad calpaina
Primero realizamos el estudio de la actividad calpaina de las neuronas sensitivas del
modelo FRDA en condiciones basales a los 3 div con la sonda CMAC, t-BOC-Leu-Met.
Esta sonda es un sustrato tipo peptidasa especifico para calpaina, de forma que al
sufrir el corte proteolitico de la calpaina el producto t-BOC emite fluorescencia azul a
430 nm proporcionalmente a la actividad calpaina. La medida de la actividad calpaina
se realizd por microscopia confocal en cdmara con control de CO, y temperatura. Para
visualizar el estado de la mitocondria durante la medida se marcé con la sonda
Mitotracker deep red.

La cuantificaciéon de la fluorescencia t-BOC, en condiciones basales, reveld que las
neuronas sensitivas deficientes en frataxina muestran menor actividad calpaina,
estadisticamente significativa con respecto al control C57BL/6) (Figura 57A) y de
forma proporcional a la cantidad de frataxina.La falta de actividad calpaina, a pesar
del incremento de [Ca2+]i,en las neuronas deficientes en frataxina, puede ser debida a
la disminucidn de la proteina CAPN2 o calpaina como indican los resultados de la
proteémica del ganglio dorsal en el apartado 3.3 de resultados.

Las imagenes de microscopia confocal muestran la fluorescencia azul producida por la
actividad calpaina y el estado de la red mitocondrial en las neuritas (Figura 57B).
Observamos que en los ratones deficientes en frataxina aparecen evidentes
acumulaciones de la mitocondria a lo largo de las neuritas, indicando una incorrecta
distribucién mitocondrial y la formacion de esferoides axonales.

El estudio de la actividad calpaina en las neuronas sensitivas del modelo murino FRDA
nos ha permitido confirmar que en el déficit de frataxina hay una menor actividad de
la calpaina, posiblemente porque los niveles de la proteina calpaina estan reducidos.
La presencia de esferoides axonales en las neuronas deficientes que presentan
reducidos niveles de actividad calpaina nos indica que la actividad calpaina no esta
participando en la distrofia axonal que sufren. Este defecto en la activacion de
calpaina es coincidente con la falta de rotura del citoesqueleto y desintegracion de las
neuritas deficientes en frataxina que hemos observado por microscopia.
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Figura 57. Deteccion de la actividad calpaina en neurona sensitiva in vivo del modelo murino FRDA.
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A) Cuantificacién de la fluorescencia de la sonda t-BOC en condiciones basales que indica la actividad
calpaina de las neuronas sensitivas de cada uno de los genotipos estudiados. B) Las imagenes de
microscopia muestran la fluorescencia del producto enzimatico de la calpaina en azul y la fluorescencia
del marcaje mitocondrial con mitotracker deep en rojo. Se observa la formacién de esferoides axonales
con acumulacién mitocondrial en el ratén deficiente YG8R. Las cabezas de flecha [ V] indican los somas
neuronales y las flechas [1] indican los esferoides axonales con mitocondria acumulada en las neuritas.
Los datos representan la media + S.E.M de tres repeticiones experimentales con un total de 63, 110y 106
neuronas medidas para C57BL/6J, YG8YGS8R e YGS8R, respectivamente. Andlisis ANOVA unifactorial por
genotipo y nivel de significacién *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

4.1.2. La quelacion del calcio y la inhibicién enzimatica de la calpaina regulan su
actividad proteolitica

Aunque la actividad calpaina estaba reducida, era interesante confirmar si esta
actividad era dependiente de Ia [Ca®"];. Para ello las neuronas sensitivas de un cultivo
primario de 2 div se trataron durante 24 horas con los moduladores del Ca’" EGTA,
BAPTA y CaCl, y con el inhibidor o-fenantrolina. Tras el tratamiento a los 3 div se
realizd la medida de la actividad calpaina con la sonda CMAC, t-BOC-Leu-Met, igual
gue para la condicién basal explicada en el apartado anterior. Los tratamientos con
los quelantes de Ca**, EGTA y BAPTA y con la o-fenantrolina se aplicaron en el
genotipo deficiente YG8R. El tratamiento con CaCl, se aplicé en el control C57BL/6J.

La cuantificacion de la fluorescencia t-BOC revelé que las neuronas sensitivas
deficientes en frataxina del raton YGS8R, tras la aplicacién de los tres tratamientos,
muestran menor actividad calpaina, con respecto a su condicién basal (Figura 58A).
Esta disminucién de la actividad calpaina en los tres tratamientos indica que tanto la
quelacién del Ca** extracelular con EGTA, como la quelacién del Ca®* intracelular con
BAPTA, como la inhibicion directa de la calpaina con o-fenantrolina, causan la
disminuciéon de la actividad calpaina. Por lo tanto la actividad calpaina, en el ratén
YG8R, es dependiente de la [Ca™*];

La cuantificacién de la fluorescencia t-BOC reveld que las neuronas sensitivas del
control C57BL/6J, tras la aplicacidon de un exceso de Ca** extracelular, no muestran
una mayor actividad calpaina, con respecto a su condicién basal (Figura 58B). Este
hecho indica que los sistemas celulares implicados en la homeostasis del Ca**, como el
RE, la mitocondria y la bomba PMCA de la MP, funcionan correctamente en las
neuronas control, y a pesar de sufrir un exceso de Ca’* extracelular son capaces de
mantener la [Ca**]; en niveles que no activan a la calpaina.

Las imagenes de microscopia confocal muestran la fluorescencia azul producida por la
actividad calpaina y el estado de la red mitocondrial en las neuritas (Figura 58C y
58D). Observamos que en el raton deficiente YG8R tratado con EGTA, BAPTA y o-
fenantrolina la actividad calpaina es muy débil y que la distribucién mitocondrial a lo
largo de la neurita no presenta acumulaciones tan evidentes como en la condicién
basal (Figura 58C). Posiblemente los tratamientos estan atenuando el proceso
patoldgico en el ratén YG8R bien por la disminucién de la [Ca*']; o bien por la
inhibicién de la actividad calpaina.
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También observamos que en el ratén control C57BL/6J tratado con CaCl,, a pesar de
gue la actividad calpaina no aumenta significativamente con respecto al control basal
presenta una distribucion mitocondrial a lo largo de la neurita alterada en forma de
acumulaciones evidentes de mitocondria (Figura 58D). Esta evidencia confirma que el
aumento de la [Ca*"]; participa en la formacidn de los esferoides aunque no lo hace a
través de la activacién de la calpaina.

Por lo tanto, la formacién de esferoides axonales en los ratones deficientes en
frataxina, que presentan una [Ca’']; aumentada pero una actividad calpaina
disminuida, es debida al aumento de la [Ca*"]. Mientras que en el ratén control
C57BL/6) tratado con CaCl,, donde no se observa un aumento de la actividad calpaina,
pero si se da la formacion de esferoides, descarta el papel de la calpaina en este
proceso. En el modelo FRDA, el hecho de que elevados niveles de [Ca*"]; no activen a
la calpaina sugiere que otra via estd implicada en las alteraciones del citoesqueleto
gue observamos en el ratdn deficiente YG8R, siendo el estrés oxidativo un buen
candidato para ello.
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Figura 58. Deteccion de la actividad calpaina en neuronas sensitivas in vivo del modelo murino FRDA
con tratamientos moduladores de su actividad.

A-B) Cuantificacion de la fluorescencia de la sonda t-BOC que indica la actividad calpaina de las neuronas
sensitivas en cada uno de los tratamientos aplicados. C, D) Las imagenes de microscopia muestran la
fluorescencia del producto enzimatico de la calpaina en azul y la fluorescencia del marcaje mitocondrial
con mitotracker deep en rojo. Se observa menor acumulacién mitocondrial en los tratamientos EGTA,
BAPTA y o-fenantrolina, (C). Se observa la formacion de esferoides axonales con acumulacion
mitocondrial en el tratamiento con CaCl, (D). Las cabezas de flecha [ V] indican los somas neuronales y
las flechas [1] indican los esferoides axonales con mitocondria acumulada en las neuritas. Los datos
representan la media + S.E.M de tres repeticiones experimentales con un total de 46, 48, 39 y 73
neuronas medidas para el YG8R tratado con EGTA, BAPTA, O-fenantrolina y control C57BL/6J tratado con
CaCl,, respectivamente. Analisis ANOVA unifactorial por genotipo.
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4.1.3. La quelacion del calcio y la inhibicion enzimatica de la calpaina revierten la
distrofia axonal en el déficit de frataxina

Por ultimo estudiamos la efectividad de los tratamientos sobre el proceso de
neurodegeneracion axonal. Para ello se realizd el estudio de la morfologia
mitocondrial. Una vez confirmado que los tratamientos durante 24 horas eran
compatibles con la viabilidad neuronal se decidié aumentar el tiempo de tratamiento
para obtener un mayor efecto en este estudio. Los tratamientos se aplicaron desde el
momento de la siembra y durante 4 div. Los tratamientos con EGTA, BAPTA y o-
fenantrolina se aplicaron en el genotipo deficiente YG8R y el tratamiento con CaCl, se
aplicd en el genotipo control C57BL/6J. A los 4 div se marco la mitocondria con la
sonda mitotracker deep red y se detectaron las neuronas con B-tubulinalll mediante
IFI. La descripcion de los parametros morfolégicos de la mitocondria se realizé en la
zona proximal de la neurita, desde que sale del soma hasta la primera bifurcacion con
el macro “mito-morphology”. Se analizaron los pardmetros de numero de
mitocondrias/100 um, el % de area celular ocupada por la mitocondria, el indice de
elongacion, el indice de interconectividad y la hinchazén mitocondrial.

Las imagenes de microscopia confocal de la Figura 59 muestran enel ratén YGS8R, en
condiciones basales, una alteracion patoldgica evidente con focos que acumulan o
retienen una gran cantidad de mitocondria. Observamos en el raton YG8R tratado con
BAPTA y con o-fenantrolina, que estas alteraciones axonales son menos evidentes, la
mitocondria aparece menos retenida y con una distribucién mdas homogénea a los
largo de la red neuritica. El control C57BL/6J tratado con CaCl, presenta enormes
hinchazones axonales en la zona proximal del soma neuronalen las que se retiene
gran cantidad de mitocondria. El tratamiento con EGTA durante 4 div no permitié la
supervivencia neuronal, por lo que se descarta como posible tratamiento aplicable
durante un periodo de tiempo prolongado.

154



Resultados 4: nuevas aproximacion terapéuticas para el rescate axonal en la FRDA
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Figura 59. Patrén de la red neuritica y mitocondrial en neuronas sensitivas del modelo murino FRDA
tratadas con moduladores del calcio y de la actividad calpaina.
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Las imdagenes de microscopia confocal muestran la fluorescencia del marcaje mitocondrial con
mitotracker deep en rojo y la fluorescencia del marcaje neuronal con B-tubulina Il en verde. Las
imagenes son representativas de la morfologia mitocondrial y del citoesqueleto de las neuronas
sensitivas del ganglio dorsal. Se observa la formacion de esferoides axonales con acumulacion
mitocondrial en el ratén deficiente YG8R y la reversion en los tratamientos con BAPTA y O-fenantrolina.
También se observan las alteraciones excesivas en el control C57BL/6J tratado con CaCl2. Las cabezas de
flecha [ V'] indican los somas neuronales y las flechas [1] indican la distribucién mitocondrial a lo largo
de las neuritas.

La cuantificacion de los parametros mitocondriales en condiciones basales a los 4 div
confirman los resultados previos en condiciones basales a los 5 div descritos en el
apartado 2.4.5 de resultados (Figura 51). El déficit de frataxina, en condiciones
basales, provoca un aumento del nimero de mitocondrias que ocupan una mayor
superficie de la neurita, una disminucidn del indice de elongacidn, un aumento de la
interconectividad y un aumento del hinchazén de la mitocondria, de forma
significativa con respecto al control C57BL/6) (Figuras 60A-60F). Estos resultados
indican que las mitocondrias deficientes en frataxina son mas redondas, estan mas
hinchadas y aumentan su interconectividad.

Las neuronas sensitivas deficientes en frataxina YG8R tratadas con BAPTA y o-
fenantrolina muestran una reversion de las alteraciones en la morfologia mitocondrial
hasta alcanzar los niveles del control C57BL/6J en condicidn basal (Figuras 60A-60F).
Los tratamientos con BAPTA y o-fenantrolina disminuyen el porcentaje de area axonal
gue ocupa la mitocondria, aumentan el indice de elongacién, disminuyen el indice de
interconectividad y disminuyen el hinchazén axonal hasta los niveles del control
C57BL/6J. Ademas el tratamiento con o-fenantrolina muestra un incremento en el
numero de mitocondrias mientras que el tratamiento con BAPTA parece no afectar
este parametro.

Las neuronas sensitivas control del C57BL/6J tratadas con CaCl, muestran las mismas
alteraciones en la morfologia mitocondrial que se observan en el ratén YG8R. El
control con exceso de Ca** extracelular presenta un aumento del nimero de
mitocondrias que ocupan una mayor superficie de la neurita, una disminucion del
indice de elongacidn, un aumento de la interconectividad y un aumento del hinchazén
de la mitocondria, de forma significativa con respecto al control C57BL/6J (Figuras
60A-60F). El mismo resultado obtuvimos en el control C57BL/6) tratado con el
ionéforo A23, como se describe en la Figura 51 en el apartado 2.4.5 de resultados,
confirmando que las alteraciones en la [Ca®']; son las que mejor reproducen los
cambios morfoldgicos mitocondriales que sufre el raton YG8R.

La frecuencia de los indices de hinchazén de las mitocondrias (Figura 60F) indica que
el control C57BL/6J presenta mitocondrias con un indice de hinchazén menor a 5, sin
embargo las mitocondrias del ratdon YG8R llegan a presentar indices de hinchazén
mitocondriales de hasta casi 10, es decir el doble. Observamos que el tratamiento con
BAPTA disminuye este indice hasta 8, pero es la o-fenantrolina la que lo disminuye
hasta 2.
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Figura 60. Cuantificacion de los descriptores de la morfologia mitocondrial en neuronas sensitivas del
modelo murino FRDA tratadas con moduladores del calcio y de la actividad calpaina.

A) Numero de mitocondrias por 100 umde neurita. B) Porcentaje de la superficie axonal ocupada por la
mitocondria. C) indice de elongacién, corresponde a la media de la inversa de la circularidad de las
mitocondrias analizadas. D) Interconectividad mitocondrial, corresponde a la media del ratio
area/perimetro de las mitocondrias analizadas. E) Hinchazén de la mitocondria, corresponde al indice de
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interconectividad normalizado con el indice de elongacion o circularidad para medir el hinchamiento de
la mitocondria. F) Distribucion de los tamafios de la hinchazén mitocondrial. Los datos representan la
media £ S.E.M de tres repeticiones experimentales con un total de 93, 99, 40, 87 y 83 neuronas medidas
para C57BL/6J basal, YG8R basal, YG8R tratado con BAPTA, YG8R tratado con o-fenantrolina y control
C57BL/ tratado con CaCl,, respectivamente. Analisis ANOVA unifactorial por genotipo y nivel de
significacién *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

Los resultados confirman que la formacion de esferoides revierte significativamente
con la disminucidon de los niveles de calcio intraaxonales y con la inhibicién de
metaloproteasa, y que ambos tratamientos se acompafian de una disminucién en la
actividad calpaina. Los resultados muestran que la reversion de la distrofia axonal es
mas efectiva con el inhibidor de metaloproteasas, o-fenantrolina, que con Ia
quelacién del calcio intracelular. Una posibilidad es que la o-fenantrolina, al ser un
inhibidor de metaloproteasas dependientes de cationes divalentes esté actuando
sobre otras enzimas que intervengan en el proceso de distrofia axonal. Ademas la
fenantrolina es un quelante del Fe** y no hay que olvidar que se ha descrito tanto en
pacientes como en muchos modelos que el déficit de frataxina incrementa los niveles
de hierro en la mitocondria. Por tanto, una quelacién de este hierro podria favorecer
la mejoria de se observa bajo este tratamiento en las neuronas sensitivas deficientes
en frataxina.

4.2. Modulacién del cAMP, cGMP y los niveles de calcio citosélicos y su implicacién
en el proceso de neurodegeneracion

El ratdon YG8R presenta déficits proteicos que afectan tanto a la via AC/cAMP/ERK
implicada en la activacién transcripcional que media el efecto neuroprotector,
neurotréfico y crecimiento neuritico de PACAP/PACIR, como a la via PLC/DAG-IP3
implicada en la regulacién de cascadas de sefalizacion, de la sefializacién celular por
Ca’* y de la expresién génica por Ca’* que median la plasticidad y transmision
sinaptica, el efecto neuroprotector y la neurogénesis de PACAP/PAC1R. Un defecto en
estas vias de sefializacidn significa que las neuronas sensitivas deficientes en frataxina
tienen menos respuesta neuroprotectora frente al estrés oxidativo, menos
crecimiento neuritico y menos plasticidad sinaptica, repercutiendo directamente en la
funcionalidad y en la supervivencia neuronal. Por ello decidimos activar
farmacolégicamente estas vias de sefializacién.

La sefalizacion por cAMP estd fuertemente relacionada con otros dos segundos
mensajeros, el cGMP y el Ca**. Las intrincadas regulaciones entre los tres mensajeros
contribuyen a potenciar el nimero de estrategias que codifican la sefializacién celular
convirtiéndose en una Unica via de sefalizacién [161, 162]. Las ondas de Ca®', que
aumentan el Ca** citosélico, provocan el aumento citosélico de cAMP y cGMP, que
deben disminuir los niveles citosdlicos de Ca** y restaurar los niveles basales. De esta
forma el aumento de cCAMP y cGMP, a través de la disminucién del Ca** citosdlico,
induce la relajacién del musculo liso, la broncodilatacién y la vasodilatacion [163,
164]. EI cGMP disminuye los niveles de Ca®' citosdlico a través de la activacion de la
PKG, que fosforila a la PLBB3 y la inhibe, disminuyendo la generacién de IP3 vy la
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movilizacién del Ca*. El cAMP, sin embargo, puede tener un efecto variable sobre los
niveles de Ca®* citosdlicos. El cAMP,a través de la activacion de PKA, puede modular la
liberacidn de Ca** desde los almacenes intracelulares del RE a través de la regulacién
de los receptores IP3 y rianodina, pero también puede eliminarlo a través de la
modulacién de bombas del Ca** como la SERCA del RE y la PMCA de la MP,
disminuyendo los niveles de Ca’' citosdlico [162].

Para comprobar si la sefalizacién por cAMP y ¢cGMP podia estar implicada en la
fisiopatologia que muestran las neuronas sensitivas deficientes en frataxina, se
eligieron los inhibidores de fosfodiesterasa (PDE, phosphodiesterase) como
tratamiento farmacoldgico. Los inhibidores de PDE bloquean la degradacion de los
nucleétidos ciclicos, cAMP y ¢cGMP, aumentando sus concentraciones celulares y
actuando sobre las [Ca"]..

La superfamilia de PDE se comprende de once genes, PDE1-PDE11, que se diferencian
en sus funciones celulares, afinidades por cAMP y cGMP, sus propiedades cataliticas,
sus respuestas a activadores especificos y en sus mecanismos de regulacion. Los
inhibidores de PDE se utilizan clinicamente en el tratamiento de la desregulacién
fisiopatoldgica de la sefializaciéon de los nucledtidos ciclicos (CAMP y cGMP) en
muchos trastornos como disfuncién eréctil, hipertensién pulmonar, fallo cardiaco
refractario agudo, claudicacidon intermitente y enfermedad pulmonar obstructiva
cronica. Nuevas aplicaciones farmacéuticas de los inhibidores de PDE en
enfermedades neurodegenerativas estdn en fases clinicas, como el resveratrol en fase
Il para la enfermedad de Alzheimer y la intolerancia a la glucosa, el rolipram en fase |
para la depresion y la enfermedad de Huntington y el sildenafilo en fase | para la
distrofia muscular de Duchenne, en fase Il para la vasculopatia cardiaca, en fase llI
para el fallo cardiaco, diabetes e intolerancia a la glucosa y fase IV para la
esquizofrenia [165].

Los tratamientos elegidos se basaron en la inhibicién selectiva de PDE4 con rolipram,
la inhibicion selectiva de PDE5 con sildenafilo y la inhibicién selectiva de PDE1 con
nicardipino.

El rolipram es un inhibidor especifico de la PDE4, que presenta mayor afinidad por el
cAMP, por lo que aumenta los niveles citosélicos de cAMP. El rolipram promueve el
crecimiento neuritico, y la regeneracion axonal [166, 167]. Otro dato interesante
respecto a este inhibidor es que se esta estudiando su efectividad en la hipertrofia
cardiaca [165], lo que seria muy util en los pacientes de FRDA por ser ésta la primera
causa de mortalidad en la FRDA.

El sildenafilo es un inhibidor especifico de la PDE5, con mayor afinidad por el cGMP,
por lo que aumenta los niveles citosélicos de cGMP. El tratamiento con sildenafilo
activa la via ¢cGMP/PKG y se ha observado que revierte la neuropatia periférica
diabética mejorando las funciones neuronales periféricas [168]. Ademas se ha
descrito que induce neurogénesis y promueve la recuperacién de la funcionalidad
después de un infarto cerebral [169].

El nicardipino es un inhibidor especifico de la PDE1, con la misma afinidad por el
cAMP y por el cGMP, por lo que aumenta los niveles citosdlicos de cAMP y cGMP por
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igual. Ademas es un antagonista del canal tipo L de calcio selectivo de tipo Il utilizado
como antihipertensivo. Los individuos con tratamiento de dihidropiridinas como
antihipertensivo desarrollan estadisticamente menos Parkinson, lo que indica que los
antagonistas de los canales de calcio tipo L pueden tener un papel neuroprotector
[67].

Los tratamientos se aplicaron en neuronas sensitivas de cultivo primario de ganglio
dorsal de ratén de 22 meses de edad desde la siembra y a los 5 div se realizo el
estudio de la [Ca®"]; y de la formacidn de esferoides axonales en condiciones basales y
tras la aplicacién de los tratamientos que modulan los niveles de cAMP, cGMP o
ambos al mismo tiempo.

4.2.1. El déficit de frataxina presenta un aumento de los niveles de Ca”* citosélicos
en los focos donde se forman los esferoides axonales

Primero realizamos el estudio de los niveles de Ca®* citosdlico en condiciones basales
de las neuronas sensitivas del modelo FRDA a los 5 div con la sonda Fluo-8-AM. La
utilizacién de esta sonda fluorescente sensible al Ca** es el ensayo recomendado para
el testado de agonistas o antagonistas especificos de GPCR. La medida del Ca®*
citosdlico se realizd por microscopia confocal en cdmara con control de CO, vy
temperatura. Para visualizar el estado de la mitocondria durante la medida se marcé
con la sonda Mitotracker deep red.

La cuantificacion de la fluorescencia del Fluo-8-AM revela quelas neuronas sensitivas
deficientes en frataxina YG8YGSR e YG8R presentan niveles de Ca’* citosdlicos basales
mucho mas elevados, estadisticamente significativos con respecto al control C57BL/6)
(Figura 61A). Las imagenes de microscopia confocal muestran que este aumento del
Ca’* citosdlico se presenta tanto en el soma como en la red neuritica. El aumento
intraaxonal del Ca®* es mas relevante en los puntos focales en los que se forman los
esferoides axonales, como se puede apreciar por la acumulaciéon de mitocondria y de
Ca’* intraaxonal (Figura 61B).

La medida de los niveles de Ca** citosdlicos en condiciones basales con la sonda Fluo-8
AM a los 5 div confirman los resultados previos obtenidos en condiciones basales con
la sonda Fura-2 AM a los 5 div, descritos en el apartado 2.4.5 de resultados. La
diferencia entre las dos medidas se basa en la sonda y en la presencia o ausencia de
Ca’* en el medio de ensayo. La medida con Fura-2 AM se realizé en un medio libre de
Ca’* y la medida con Fluo-8 AM en un medio con Ca**, que valora de una forma mas
fisiologica los niveles de Ca®" citosélicos en condiciones basales. La presencia de Ca**
en el medio de ensayo nos permite confirmar de forma mds evidente y significativa el
aumento de la [Ca®']; basal gue sufren las neuronas deficientes en frataxina, con
respecto al control C57BL/6J.

160



Resultados 4: nuevas aproximacion terapéuticas para el rescate axonal en la FRDA

A) 25+ * .
*kk Fekk
s ] '
S 204
[
[ —
3 £ 154
52
s T“ S =
104
o3
R
('8
0" T
N \ »
& & &
0@ & &
Q0 ng B
%) )
(¢} 49
B)
Fluo8 Mitotracker Merge

YG8YGS8R C57

YG8R

Figura 61. Deteccion de los niveles de Ca®" citosélico en neurona sensitiva in vivo del modelo murino
FRDA.

A) Cuantificacién de la fluorescencia Fluo-8 AM asociada a la concentracidén de Ca” citosélico en
condiciones basales. B) Las imagenes de microscopia muestran la fluorescencia del Fluo-8 AM en verde y
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la fluorescencia del marcaje mitocondrial con mitotracker deep en rojo. Se observa el aumento del ca®
citosélico y la formacion de esferoides axonales con acumulaciéon mitocondrial y de Ca” en los ratones
deficientes en frataxina. Las cabezas de flecha [ V'] indican los somas neuronales y las flechas [M]
indican los esferoides axonales con Ca*" y mitocondria acumulada en las neuritas. Los datos representan
la media + S.E.M de tres repeticiones experimentales con un total de 92, 101 y 135 neuronas medidas
para C57BL/6J, YG8YG8R e YG8R. Andlisis ANOVA unifactorial por genotipo y nivel de significacion
*p<0.05 y ***p<0.001.

4.2.2. Los inhibidores selectivos de PDE restauran los niveles de calcio citosélico en
el déficit de frataxina

Después estudiamos si los niveles de Ca** citosélico se modulaban con los inhibidores
de PDE. Para ello las neuronas sensitivas deficientes en frataxina YG8R se trataron
desde la siembra con nicardipino, sildenafilo y rolipram. A los 5 div se realizé la
medida de los niveles de Ca®* citosdlico con la sonda Fluo-8-AM , de igual forma que
en el apartado anterior.

La cuantificacién de la fluorescencia del Fluo-8-AM revela que las neuronas sensitivas
deficientes en frataxina muestran menores niveles de Ca** citosélicos cuando se
tratan con nicardipino, sildenafilo y rolipram con respecto a la condicion basal (Figura
62A). Observamos que la eficacia de los tratamientos en la reduccién de los niveles de
Ca’* es diferente. El tratamiento que mas reduce los niveles de Ca®" citosélicos es el
sildenafilo, después el rolipram y por ultimo el nicardipino. Por lo tanto, los resultados
indican que la actuacién mas efectiva para reducir los niveles citosélicos de Ca** es el
aumento del cGMP inhibiendo la PDE5 con sildenafilo. El aumento del cAMP por
inhibicidon de la PDE4 con rolipram también es efectivo pero un poco menos que el
sildenafilo, posiblemente debido que el cAMP puede aumentar y disminuir el Ca?*
citosdlico al mismo tiempo. Aunque la actuacion global del aumento de cAMP que
observamos en las neuronas sensitivas es la disminucion de los niveles de Ca**
citosdlicos. Por ultimo la actuacién menos efectiva, que casi no modifica los niveles de
Ca”* citosdlicos, es el aumento del cGMP y del cAMP inhibiendo la PDE1 junto con un
bloqueo de los canales de Ca®' tipo L con nicardipino. Este hecho sugiere que la
inhibicién de la PDE1 no es tan efectiva como la inhibicién de la PDE4 o la PDE5S para
aumentar los niveles de cAMP y cGMP y que los canales de ca® tipo L no participan
en el aumento del Ca** citosélico que presentan las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina.
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B) Fluo8 Mitotracker Merge

YG8R BASAL

YG8R ROLIPRAM  YG8R SILDENAFILO YGS8 NICARDIPINO

Figura 62. Deteccidn de los niveles de Ca”* citosélico en neuronas sensitivas in vivo del modelo murino
FRDA con inhibidores de PDE.

A) Cuantificacién de la fluorescencia Fluo-8 AM asociada a la concentracion de calcio citosdlico en los
tratamientos. B) Las imagenes de microscopia muestran la fluorescencia del Fluo-8 AM en verde y la
fluorescencia del marcaje mitocondrial con mitotracker deep en rojo. Se observa la disminucion de los
niveles de Ca’' citosélico en los tratamientos. Las cabezas de flecha [ V] indican los somas neuronales y
las flechas [1] indican la ausencia de esferoides axonales con ca® y mitocondria acumulada en las
neuritas. Los datos representan la media + S.E.M de tres repeticiones experimentales con un total de
135, 130, 131 y 108 neuronas medidas para el YG8R basal e YG8R tratado con nicardipino, sildenafilo y
rolipram, respectivamente. Analisis ANOVA unifactorial por genotipo.
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Las imagenes de microscopia confocal muestran la disminucién de los niveles de Ca**

citosdlicos en las neuronas deficientes en frataxina tratadas con nicardipino,
sildenafilo y rolipram. Ademés se observa que la disminucién del Ca®* citosdlico se
presenta tanto en el soma como en la red neuritica (Figura 62B).
Los resultados confirman que los tratamientos con inhibidores de PDE, a través del
aumento de los niveles de cAMP y cGMP, favorecen la disminucién de los niveles de
Ca®' citosdlico en las neuronas sensitivas deficientes en frataxina.

4.2.3. Los inhibidores selectivos de PDE revierten la distrofia axonal en el déficit de
frataxina

Por ultimo estudiamos la efectividad de los tratamientos sobre el proceso de
neurodegeneracion axonal. Para ello se realizd el estudio de la morfologia
mitocondrial. Las neuronas sensitivas deficientes en frataxina YG8R se trataron desde
la siembra con nicardipino, sildenafilo y rolipram. A los 5 div se marcé la mitocondria
con la sonda mitotracker deep red y se detectaron las neuronas con B-tubulinalll
mediante IFl. La descripcion de los pardmetros morfoldgicos de la mitocondria se
realizé en la zona proximal de la neurita, desde que sale del soma hasta la primera
bifurcacion con el macro “mito-morphology”. Se analizaron los pardmetros de
ndimero de mitocondrias/100 um, el % de area celular ocupada por la mitocondria, el
indice de elongacidn, el indice de interconectividad y la hinchazén mitocondrial.

Las imagenes de microscopia confocal de la Figura 63 muestran en el raton YG8R, en
condiciones basales, una alteracién patoldgica evidente con focos que acumulan o
retienen una gran cantidad de mitocondria. Sin embargo estas alteraciones axonales
dejan de ser tan evidentes en el ratéon YG8R tratado con nicardipino, sildenafilo y
rolipram en los que se observa una mitocondria menos retenida y con una
distribucién mas homogénea a lo largo de la red neuritica.
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Figura 63. Patron de la red neuritica y mitocondrial en neuronas sensitivas del modelo murino FRDA
tratadas con inhibidores de PDE.
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Las imdagenes de microscopia confocal muestran la fluorescencia del marcaje mitocondrial con
mitotracker deep en rojo y la fluorescencia del marcaje neuronal con B-tubulinalll en verde. Las imagenes
son representativas de la morfologia mitocondrial y del citoesqueleto de las neuronas sensitivas del
ganglio dorsal. Se observa la formacién de esferoides axonales con acumulacidon mitocondrial en el ratén
deficiente YG8R y la reversidn en los tratamientos con nicardipino, sildenafilo y rolipram. Las cabezas de
flecha [ V'] indican los somas neuronales y las flechas [1] indican la distribucién mitocondrial a lo largo
de las neuritas.

La cuantificacion de los parametros mitocondriales en condiciones basales a los 5 div
indican que el déficit de frataxina provoca un aumento del nimero de mitocondrias
qgue ocupan una mayor superficie de la neurita, una disminucion del indice de
elongaciéon, un aumento de la interconectividad y un aumento del hinchazén de la
mitocondria, de forma significativa con respecto al control C57BL/6) (Figuras 64A-
64F).

Las neuronas sensitivas deficientes en frataxina YG8R tratadas con nicardipino,
sildenafilo y rolipram muestran una reversidon de las alteraciones en la morfologia
mitocondrial que tienden a alcanzar los niveles del control C57BL/6J en condicién
basal (Figura 64A-64F). Observamos que la eficacia de los tratamientos en la reversion
de las alteraciones morfolégicas es diferente. El tratamiento con sildenafilo y rolipram
recuperan la morfologia mitocondrial con la misma eficacia hasta dejarlas en rangos
muy similares al control C57BL/6)J. El sildenafilo y rolipram no reducen el nimero de
mitocondrias, pero si disminuyen el porcentaje de &area axonal que ocupa la
mitocondria, aumentan el indice de elongacién, disminuyen el indice de
interconectividad y disminuyen el hinchazén axonal hasta los niveles del control
C57BL/6J. El tratamiento con nicardipino tiene una eficacia menor y algunos
parametros los recupera, como el indice de elongacion y el hinchazén axonal, pero
otros no, como la interconectividad o el nimero de mitocondrias (Figuras 64A-64F).

El hecho de que el sildenafilo y el rolipram no disminuyan el nimero de mitocondrias
en la zona proximal de la neurita puede ser debido a que al revertir la
interconectividad entre ellas las mitocondrias se separan y el nimero de mitocondrias
aumenta. La retencién deberia disolverse pero si el tratamiento no ha conseguido
recuperar totalmente el transporte axonal no se consigue disminuir el nimero de
mitocondrias en la zona proximal hasta los niveles del control C57BL/6J. El
tratamiento con nicardipino no mejora el indice de interconectividad, por lo que a
pesar de mejorar el indice de elongacién y el indice de hinchazén, la mitocondria
continla agregada y retenida en la zona proximal de las neuritas, aumentando
todavia mas el nimero de mitocondrias retenidas.
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Figura 64. Cuantificacion de los descriptores de la morfologia mitocondrial en neuronas sensitivas del
modelo murino FRDA tratadas con inhibidores de PDE.

A) Nimero de mitocondrias por 100 umde neurita. B) Porcentaje de la superficie axonal ocupada por la
mitocondria. C) indice de elongacién, corresponde a la media de la inversa de la circularidad de las
mitocondrias analizadas. D) Interconectividad mitocondrial, corresponde a la media del ratio
area/perimetro de las mitocondrias analizadas. E) Hinchazon de la mitocondria, corresponde al indice de
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interconectividad normalizado con el indice de elongacion o circularidad para medir el hinchamiento de
la mitocondria. F) Distribucidon de los tamafios del hinchazdn mitocondrial. Los datos representan la
media + S.E.M de tres repeticiones experimentales con un total de 185, 188, 25, 213 y 193 neuronas
medidas para C57 basal, YG8R basal e YG8R tratado con nicardipino, sildenafilo y rolipram,
respectivamente. Analisis ANOVA unifactorial por genotipo y nivel de significaciéon *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001.

La Figura 64F representa la distribucion de la frecuencia de los indices de hinchazon
de las mitocondrias analizadas y observamos que el control C57BL/6J presenta
mitocondrias con un indice de hinchazén menor a 2, sin embargo las mitocondrias del
raton YG8R llegan a presentar indices de hinchazén mitocondriales de hasta casi 4, es
decir el doble. Observamos que los tratamientos con inhibidores de PDE disminuyen
este indice hasta 2.

Los resultados sugieren que los tratamientos con inhibidores de PDE disminuyen
significativamente la formacion de esferoides axonales en el déficit de frataxina.
Ademas la eficacia terapéutica presenta una correlacién directa entre el grado de
disminucion del Ca** citosélico y la recuperacién de la morfologia mitocondrial. De
forma que tanto el aumento de cGMP con sildenafilo como el de cAMP con rolipram
consiguen disminuir los niveles de Ca®" citosdlico y recuperar la distrofia axonal en las
neuronas sensitivas deficientes en frataxina. El tratamiento con nicardipino, que no
modifica casi los niveles de calcio citosélicos, mejora algunos parametros
mitocondriales pero no consigue revertir completamente las alteraciones axonales.
Los resultados confirman que los tratamientos con inhibidores de PDE, a través del
aumento de los niveles de cAMP y cGMP, favorecen la disminucidn de los niveles de
Ca’* citosdlico y de la formacién de esferoides axonales en las neuronas sensitivas
deficientes en frataxina, revertiendo el proceso de neurodegeneracién que sufren.
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La FRDA es la ataxia hereditaria mas comun. Es una enfermedad neurodegenerativa
causada por la disminucion de la proteina mitocondrial frataxina. Los pacientes sufren
una neuropatia periférica de caracter axonal y sensitiva con una progresion dying-
back. El dafio axonal se inicia con la pérdida de los axones mielinizados de las
neuronas grandes o propioceptivas del ganglio dorsal y progresa lentamente hasta las
columnas posteriores y los tractos corticoespinales y espinocerebelosos de la médula
espinal. EIl modelo de degeneracién dying-back, descrito en la FRDA, implica una
degeneracién distal de las neuronas sensitivas periféricas, con deterioro inicial de la
sinapsis, que progresa retrégradamente hasta el SNC. Este mecanismo de dafo dying-
back se ha descrito también en muchas enfermedades neurodegenerativas crénicas y
se caracteriza porque se desconoce el sitio y el momento en el que aparece el daino
gue origina la neurodegeneracion.

El objetivo de esta tesis doctoral ha sido contribuir a la identificacién y caracterizacion
de los mecanismos moleculares que permiten la degeneracién selectiva de las
neuronas propioceptivas del ganglio dorsal durante el progreso de la FRDA. Para ello
se ha realizado un abordaje gendmico, protedmico y celular del estudio de las
neuronas sensitivas del ganglio dorsal que ha permitido averiguar por qué estas
neuronas son mas sensibles a la deficiencia de frataxina que el resto de neuronas
sensitivas del ganglio dorsal.

El aislamiento de las neuronas propioceptivas de ganglio dorsal en ratén adulto vy la
obtencion de su perfil de expresion génico ha permitido identificar nuevos
marcadores especificos, PACIR y GalR1, pertenecientes a la familia de GPCR. Este
descubrimiento ha sido esencial para conocer nuevos mecanismos por los que el
déficit de frataxina afecta principalmente a este tipo neuronal.

La investigacidn funcional y celular de la proteina frataxina en el modelo murino de
FRDA deficiente en frataxina, YG8R, y el estudio de las diferentes rutas bioldgicas
implicadas en el déficit de frataxina ha favorecido un mejor conocimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad. Este conocimiento mas certero de la degeneracion
neuronal ha permitido abrir nuevas puertas de investigacion para lograr una
terapéutica mas acertada y practica.

1. El YG8R como modelo murino de degeneracion dying-back in vivo e in vitro en la
FRDA

El modelo murino de FRDA, YG8R, que hemos utilizado en esta tesis doctoral fue
desarrollado por el Dr. Pook y colaboradores (2006), y contiene la expansién del
triplete GAA dentro del contexto gendmico humano. Hasta la fecha es el modelo
murino que mas se ha estudiado y que mejor desarrolla algunos procesos patolégicos
de la enfermedad humana como la inestabilidad somdtica de la expansion GAA
dependiente de la edad, degeneracion neuronal, estrés oxidativo, disfuncién
mitocondrial e impedimento de la coordinacién motora leve. El raton YG8R también
presenta reducida actividad locomotora y ganancia de peso. Ademas el fenotipo
empeora con la edad, apareciendo grandes vacuolas degenerativas en el ganglio
dorsal y acumulacién de hierro mitocondrial en el tejido cardiaco [14]. Otros autores

171



Discusion

han ampliado el conocimiento sobre este modelo, como el Dr. Cortopassi y
colaboradores (2013, 2014) que determinaron mediante el estudio de la expresion de
mRNA del ganglio dorsal, con el microarray MOE430 2.0 de Affymetrix, que el ratén
YG8R presenta un defecto en enzimas antioxidantes y un aumento de proteinas
inflamatorias que le hacen mas susceptible al estrés oxidativo y al proceso de
neurodegeneracion [105, 107]. Nuestro estudio del modelo murino FRDA, YGS8R, es
coincidente con los resultados previos de estos autores pero ademds aporta nuevas e
interesantes perspectivas en otros campos de estudio no descritos anteriormente.

El estudio in vivo del modelo murino FRDA ha confirmado los defectos en la
coordinaciéon motora, en el equilibrio y en el sentido del posicionamiento de forma
dependiente al nimero de copias del transgén YG8 y desde edades tempranas de 4
meses de edad. La afectacion en la propiocepcion debida al déficit de frataxina no ha
sido descrita previamente en los modelos murinos de FRDA. Estas alteraciones
locomotoras podrian favorecer el aumento de peso corporal que presentan.

El estudio de la supervivencia del modelo murino de FRDA, YG8R, ha descrito por
primera vez que el déficit de frataxina no influye en la supervivencia de los ratones,
pero que el aumento del peso corporal que presentan los machos deficientes en
frataxina surge como un posible predictor de muerte natural en el modelo murino. La
disfuncién cardiaca es la primera causa de mortalidad en los pacientes de FRDA, en el
59% de los casos, como describieron Tsou y colaboradores en su estudio de 2011
[170]. El modelo murino FRDA, YGS8R, presenta un fenotipo neuronal y locomotor
pero no desarrolla miocardiopatia, por lo que no se ha podido determinar la
implicacion de la miocardiopatia en la supervivencia del modelo murino deficiente en
frataxina. Si el peso corporal influye en la supervivencia de los pacientes lo hace de
forma secundaria a la disfuncién cardiaca, siendo un posible factor de riesgo asociado
a tener en cuenta.

La disfuncidn mitocondrial y el estrés oxidativo se han descrito en una multitud de
modelos deficientes en frataxina como en levadura [30], Drosophila [16], C.elegans
[15], modelos celulares de “déficit crénico de frataxina” [18], modelos neuronales
transitorio de “déficit agudo de frataxina” [171, 172] y modelos murinos de “déficit
cronico de frataxina” como el YG8R [14]. También en multitud de muestras de
pacientes, como en fibroblastos [17], muestras de orina y plasma [12, 13] y en
biopsias cardiacas [157].

En nuestro caso la combinacién de tres abordajes distintos con el estudio de la
bioquimica en los cuatro tejidos neuronales afectados por WB, el estudio de Ia
neurona sensitiva en cultivo primario y el estudio protedmico del ganglio dorsal, han
confirmado que a edades avanzadas el modelo murino de FRDA, YG8R, presenta una
gran disfuncidn mitocondrial con implicacidn del estrés oxidativo como mecanismo de
neurodegeneracion. Ademas hemos descrito por primera vez que el modelo murino
FRDA, YGS8R, in vivo presenta mayor afectacién en las raices periféricas, que expresan
una menor cantidad de frataxina, y que esta afectacidon se va diluyendo conforme nos
dirigimos al SNC y la cantidad de frataxina va aumentado. Por lo tanto la afectacion
neuronal es dependiente de la expresién diferencial de frataxina en cada uno de los
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tejidos y dependiente del nivel topografico al que pertenece el tejido, periférico o
central. De esta forma la expresion diferencial de frataxina favorece un proceso de
neurodegeneracion dying-back, que implica al estrés oxidativo como mecanismo
fisiopatoldgico. Esto sugiere que la axonopatia distal, que presenta el ratén YGSR,
puede ser un defecto primario en la fisiopatologia de la FRDA siendo la degeneracion
del ganglio dorsal y de las columnas posteriores consecuencia de la neuropatia dying-
back que se origina en las raices periféricas del ganglio dorsal.

Esta axonopatia periférica que sufre el ratén deficiente in vivo la confirmamos en las
neuronas sensitivas in vitro, que desarrollan un proceso de distrofia axonal en cultivo
primario, como un claro marcador de neurodegeneracién axonal.

En muchos modelos de déficit de frataxina se ha encontrado un crecimiento celular
enlentecido y una disminucién de la viabilidad. En algunos modelos transitorios de
déficit agudo de frataxina, como en cultivo primario de ganglio dorsal de rata [171] y
en neuroblastoma diferenciado [172], el crecimiento enlentecido y la viabilidad estan
asociados con la activacién de la apoptosis, probablemente debido a que son modelos
transitorios con un déficit agudo de frataxina. Sin embargo en otros modelos de
déficit crénico de frataxina, como en neuroblastoma no diferenciado desarrollado en
nuestro laboratorio [18], no se detecta apoptosis y la reduccién en el crecimiento
celular se ha asociado con un proceso de senescencia que retiene a las células
deficientes en la fase G1 del ciclo celular. En biopsias de pacientes de FRDA también
se ha confirmado un menor tamafio de las neuronas del ganglio dorsal, con una
disminucién en el didmetro, asociado con una hipoplasia en el desarrollo y una atrofia
afiadida [49]. Es en el desarrollo cuando la senescencia podria tener un papel
importante, provocando la hipoplasia descrita en las biopsias de pacientes.

El modelo murino de FRDA, YG8R, es un modelo crénico con una deficiencia parcial en
frataxina. Los cultivos primarios de neuronas sensitivas in vitro deficientes en
frataxina crecen de forma similar al control C57BL/6J, sin apreciarse cambios visibles
entre ellos, en la morfologia o la cantidad de neuronas o en la presencia de muerte
neuronal. Sin embargo el analisis morfométrico mas detallado confirma un
crecimiento enlentecido de las neuronas sensitivas in vitro, a los 3 y 5 div, debido a
gue presentan un menor didmetro de los somas neuronales. Los resultados obtenidos
a los 3 div hacen pensar que hay una pérdida de la poblacién neuronal mas grande,
asociada a las neuronas propioceptivas. Sin embargo, el hecho de que a los 5 div la
diferencia en el tamano se hace menos evidente y que se detectan neuronas
propioceptivas con marcadores especificos en los cultivos primarios nos indica que
existe un retraso generalizado en el crecimiento de todas las poblaciones neuronales
del ganglio dorsal. Ademds el hecho de que a los 5 div algunas de las neuronas
sensitivas alcanzan el tamafio del control C57BL/6J e incluso aparece una poblacion
con un didmetro y un drea excesivamente mas grandes que el control, nos indica que
conforme pasan los dias en cultivo los somas neuronales sufren un hinchamiento
como parte de un proceso patoldgico. Por lo que sugerimos que este retraso en el
crecimiento generalizado de todas las neuronas sensitivas puede deberse al fallo
energético asociado a la falta de frataxina, ya que no observamos activacion de la
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apoptosis, ni en los tejidos neuronales ni en el cultivo neuronal. Debido a que son
neuronas sensitivas no replicativas descartamos la senescencia como proceso
implicado en este retraso del crecimiento.

La apoptosis es un mecanismo que lleva a la muerte celular en respuesta a dafos
celulares como el estrés oxidativo. En el modelo murino de FRDA, YGS8R, el tejido
neuronal in vivo mas afectado por el estrés oxidativo son las raices periféricas, pero
no presentan apoptosis, posiblemente porque tienen una elevada cantidad de Ia
proteina Bcl-2 que ejerce un efecto protector y las protege de la degeneracién axonal.
El resto de tejidos neuronales in vivo ademas de no presentar apoptosis tampoco
presentan estrés oxidativo, incluso parece que tienen una respuesta activada frente al
estrés oxidativo como el ganglio dorsal que sobreexpresa catalasa y todos los tejidos
neuronales que aumentan la MnSOD. Esta respuesta antioxidante posiblemente evita
que el proceso oxidativo sea tan extenso que dispare la muerte neuronal por
apoptosis.

En el ganglio dorsal del ratén in vivo, donde se localizan los somas de las neuronas
sensitivas, no hemos encontrado dafio oxidativo, sin embargo en las neuronas
sensitivas in vitro hemos detectado una gran produccién de anién superdxido,
indicativo de un proceso de estrés oxidativo, tanto en las neuritas como en los somas
neuronales. Estos resultados contradictorios nos llevan a pensar que posiblemente en
el ganglio dorsal in vivo las células no neuronales como células de Schwann y células
satélites estén favoreciendo la respuesta antioxidante. Una posible respuesta seria la
secrecion de eritropoyetina (EPO) por las células de Schwann, ya que es una via de
neuroproteccion enddgena del SNP que protege a las neuronas sensitivas frente a la
degeneracién axonal [61]. Ademas la EPO aumenta los niveles de expresion de la
frataxina in vitro [42]. El mecanismo por el que protege al axdn todavia no se conoce,
pero si se ha demostrado que bloquea la apoptosis del soma neuronal.

La autofagia es un proceso celular que se activa por exceso de ROS y acumulacién de
proteinas y mitocondria dafada para degradarlos y eliminarlos. También se activa en
condiciones de privacidn nutricional para degradar compuestos energéticos y aportar
soporte nutricional. Muchos modelos deficientes en frataxina presentan una
activacion de la autofagia. En el modelo murino knockout condicional en tejido
nervioso de frataxina y en el modelo murino YG8R se han observado, en los somas de
las neuronas sensitivas del ganglio dorsal, por microscopia electrénica vacuolas
caracteristicas de autofagia similar a los autofagosomas y autolisosomas y depdsitos
de lipofucsina [14, 38]. Schiavi y colaboradores (2013) observaron un aumento de
LC3Il basal en un modelo deficiente de frataxina en C.elegans y en muestras de
linfoblastos de pacientes de FRDA. Por lo que la activacion de la autofagia en el déficit
de frataxina se ha implicado como una caracteristica previa a la neurodegeneracion.
Otros modelos de déficit crénico de frataxina, como el neuroblastoma no
diferenciado desarrollado en nuestro laboratorio, también presenté una activacion
basal de la autofagia, detectada por el aumento de LC3Il por WB e IFl, pero se
interpreté como la activaciéon de un mecanismo citoprotector que intenta responder a

174



Discusion

la disfuncidn mitocondrial y a los dafos oxidativos en el déficit de frataxina [18]. En el
modelo murino de FRDA, YG8R, hemos encontrado un defecto en el flujo autofagico
debido a la falta de activacion de LC3Il en el tejido neuronal y a la acumulacién de un
marcador de ubiquitinizacion, como p62, en la neurona sensitiva in vitro. Otro signo
qgue apoya el bloqueo en el flujo autofagico es la presencia de enormes depdsitos de
lipofucsina en la ultraestructura de las neuronas sensitivas. Los acumulos de
lipofucsina son un signo anatomopatoldgico producido por el estrés oxidativo
presente en el proceso de envejecimiento. Sin embargo acumulaciones excesivas
revelan defectos en los sistemas de eliminacién como el proteasoma, los lisosomas o
la autofagia [173]. Los lisosomas con grandes acumulos de lipofucsina tienen reducida
la habilidad de fusionarse con las estructuras autofdgicas, por lo que el flujo
autofagico se bloquea [174]. En el modelo YG8R el bloqueo del flujo autoféagico lo
interpretamos como parte del mecanismo neurodegenerativo ya que resulta en la
acumulacidn progresiva de agregados de proteinas y mitocondrias dafiadas que
favorecen la progresiéon de la enfermedad. La reduccién en la actividad autofdgica
también se ha relacionado en otras enfermedades neurodegenerativas como
Parkinson, Alzheimer, y Huntington en las que se presentan acimulos de proteinas
ubiquitinadas [174].

Por todo ello sugerimos que las neuronas sensitivas deficientes en frataxina sufren un
proceso oxidativo crénico, de forma relevante en las raices periféricas in vivo y en el
cultivo neuronal in vitro, que no dispara la muerte neuronal por apoptosis pero
tampoco consigue activar procesos citoprotectores como la autofagia o la
senescencia, como se ha visto en otros modelos de FRDA. La falta de estos
mecanismos citoprotectores favorece la acumulacion del dafio mitocondrial vy
neuronal y el desarrollo de la neurodegeneracion axonal.

Nuestros resultados confirman que el modelo murino de FRDA, YG8R, desarrolla una
axonopatia periférica dying-back in vivo y distrofia axonal in vitro asociadas al estrés
oxidativo crénico provocado por el déficit de frataxina, sin activacién de la apoptosis y
con déficit de la respuesta autofagica. Por lo que tanto el modelo murino de FRDA,
YGS8R, in vivo como el cultivo de neuronas sensitivas in vitro son buenos modelos de
degeneracién axonal dying-back y muy utiles para la investigacion de los efectos
celulares y subcelulares de la FRDA.

2. La disfuncién mitocondrial es el sitio de dafo inicial que origina el mecanismo de
neurodegeneracion dying-back

La fisipatologia de la FRDA es consecuencia del déficit de frataxina en la mitocondria,
pero el mecanismo por el que la frataxina induce la neurodegeneracién continuda sin
esclarecerse. Por lo que para entender los mecanismos patogénicos de la axonopatia
dying-back necesitamos conocer el efecto de la deplecién de la frataxina en las
funciones mitocondriales y en la susceptibilidad especifica de determinadas células
del sistema nervioso. Una gran cantidad de aspectos fisioldgicos de la mitocondria
han sido asociados con la neurodegeneracién, por lo que parece interesante
investigarlos en la FRDA. Estos aspectos incluyen bioenergética, trafico y distribucion
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mitocondrial, comunicaciones con el RE, homeostasis del Ca®>* o el control de la
calidad mitocondrial [175].

Hay muy pocos estudios de la degeneracién axonal en el déficit de frataxina y la
implicacion de la disfuncion mitocondrial en esta degeneracion dying-back. Shidara y
Hollenbeck (2010) describieron, en un modelo knockdown de frataxina en Drosophila,
una neurodegeneracion dying-back temprana durante el desarrollo que asociaron con
una mitocondria despolarizada con fallo en el transporte axonal retrégrado y una
distribucién sinaptica anormal. De esta manera relacionaron el defecto en el
transporte mitocondrial a través del axén y el fallo en la distribucién de la mitocondria
en estructuras nerviosas especificas con la FRDA en invertebrados [147]. Carletti y
colaboradores (2014) en un modelo knockdown de frataxina en la linea celular de
motoneurona NSC34 encontraron una disminucion de la proliferacién celular, un
aumento del glutatiéon oxidado, y una ausencia de neuritas, implicando al glutation
oxidado como modulador redox de la polimerizacion de las proteinas del
citoesqueleto que favorece la retraccién axonal y la neurodegeneracion [33].
Mincheva-Taheva y colaboradores (2013) en un modelo knockdown de frataxina en
cultivo primario de ganglio dorsal de rata observaron que la deplecién de frataxina
causaba la despolarizacién mitocondrial, la degeneracién de la neuritas y la muerte
neuronal por apoptosis debido a un aumento de los niveles de Ca** citosélicos vy a la
activacion de vias de sefializacion mediadas por Ca**, Ca**-CREB-BAX, sugiriendo que
las alteraciones de la homeostasis del Ca®* pueden participar en la neurodegeneracién
debida al déficit de frataxina [171]. Con respecto a la homeostasis del calcio, en el aifo
2000, Ristow y colaboradores sobreexpresaron frataxina en adipocitos y observaron
que se inducia la recaptacién de Ca** mitocondrial que activaba el flujo del ciclo de
krebs y la respiracién mitocondrial aumentando los niveles de ATP celulares [29]. Por
otra parte Wong y colaboradores (1999) observaron que la quelacién del Ca**
intracelular protegia a los fibroblastos de pacientes de la muerte inducida por estrés
oxidativo [176]. El trabajo desarrollado en nuestro laboratorio por Bolinches-Amords
y colaboradores (2014) confirmd en el modelo crénico knockdown en frataxina un
acusado defecto en la recaptaciéon mitocondrial de Ca’" que impide la correcta
homeostasis del Ca’* en toda la célula, favorece el fallo energético celular y junto con
el estrés oxidativo provoca estrés de RE.

Nuestros resultados en las neuronas sensitivas in vitro del modelo murino de FRDA,
YG8R, confirman el defecto en el transporte y la distribucion mitocondrial a través del
axén, las alteraciones en el citoesqueleto y el aumento de los niveles de Ca®
citosdlicos asociados al déficit de frataxina. Pero ademads aportan una detallada
descripcién del proceso de distrofia axonal, no vista hasta el momento, que ha
permitido identificar a la acumulaciéon multifocal de mitocondria disfuncional como el
sitio y el mecanismo molecular por el que se desarrolla la degeneracién dying-back en
el déficit de frataxina.

El estudio protedmico del ganglio dorsal del ratén deficiente en frataxina confirma la
gran afectacion que sufre el proceso OXPHOS con disminucién de cinco puntos de
transferencia de electrones en los C, C, y C, de la CTE, dos puntos de entrada
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alternativa de electrones y en la produccion de ATP en el C,. La afectacion de los Cy,
Ci, Cu, Cv y Cy en la ataxia de Friedreich se ha descrito en muchos trabajos [30, 157].
Un estudio mas detallado de las subunidades afectadas reveld que el déficit de
frataxina no afecta por igual a todos los centros Fe-S y grupos hemo de la CTE. Este
hecho cuestiona la principal funcidn de la frataxina en la sintesis de los centro Fe-S, y
responde a la distinta afectacidén que presentan las actividades de los complejos de la
CTE en cada uno de los modelos deficientes en frataxina. Es el caso del trabajo de
Carletti y colaboradores (2014) en las motoneuronas deficientes en las que sdlo
encuentran afectacidon en el C o el trabajo de Bolinches-Amords y colaboradores
(2014) en el modelo crénico knockdown en frataxina en el que sdélo encuentran
afectacién del Cy. Muy sorprendente fue confirmar en el ganglio dorsal del modelo
murino de FRDA, YGS8R, la disminucién de las subunidades con las que frataxina
interactia fisicamente, SDHA y ETFa, sugiriendo que frataxina ademas de
interaccionar con ellas, como demostraron Gonzdlez-Cabo y colaboradores (2005) en
nuestro laboratorio, parece que también participa en su conservacion. También fue
relevante el defecto de las subunidades de sintesis de ATP en el Cy que confirman la
gran repercusion en el fallo energético asociado al déficit de frataxina. Este bloqueo
del flujo de electrones a través de la CTE, disminuye el Ay, y aumenta la producciéon
de ROS, siendo la causa de la despolarizacién mitocondrial y el estrés oxidativo que se
detectd en las neuronas sensitivas in vitro del ganglio dorsal del ratdn YGS8R. La
disminucion del Ay, junto con el defecto de la sintesis de ATP lleva a la neurona
sensitiva a un acusado fallo energético. Esta afectacion tan generalizada que conduce
a la disfuncion mitocondrial con fallo energético y estrés oxidativo, sumado a la
disminucién de las defensas antioxidantes que presentan el ganglio dorsal, es el
mecanismo patogénico que subyace en la degeneracién neuronal.

Nuestros resultados describen por primera vez y con gran detalle que la disfuncién
mitocondrial que sufren las neuronas sensitivas in vitro deficientes en frataxina
representa el sitio de inicio del dafio neuronal que les lleva a desarrollar una distrofia
axonal. Hemos comprobado que el déficit de frataxina causa alteraciones en la red
mitocondrial y en la red del citoesqueleto, por estrés oxidativo y aumento del calcio
citosdlico. Estas alteraciones conducen a la formaciéon multifocal de hinchazones y
esferoides axonales, con mitocondria disfuncional y dismérfica acumulada, que
representa focos axonales que bloguean el transporte axonal en varios puntos a los
largo del axén. El fallo multifocal del transporte axonal favorece la degeneracién distal
en la sinapsis neuronal, por falta de aporte nutricional y mitocondrial, iniciando el
mecanismo de degeneracion dying-back.

Hemos detectado que en estos esferoides axonales se acumulan muchas
mitocondrias, confirmado con los marcajes de mitotracker, Bcl-2, OPA-1 y Cit c,
indicando un bloqueo del transporte mitocondrial y una incorrecta distribucion de la
mitocondria a lo largo de toda la neurita, desde la zona proximal hasta la distal, como
también observaron Shidara y Hollenbeck (2010) en el modelo knockdown de
frataxina en Drosophila. Ademas hemos confirmado que esta mitocondria esta
despolarizada, produce muchas ROS y provoca el aumento del Ca** intraaxonal local,
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como también observaron Mincheva-Taheva y colaboradores (2013). La sobrecarga
de Ca®" citosdlico surge de la disminucién de la capacidad recaptadora de Ca** debido
a la despolarizaciéon mitocondrial y al estrés oxidativo asociados al déficit de frataxina,
como observaron Bolinches-Amorés y colaboradores (2014).

Nuestras neuronas sensitivas in vitro deficientes en frataxina presentan alteraciones
del citoesqueleto. Aparece una acumulacion o ausencia de los microtubulos (B
tubulina Ill, a-tubulina), acumulacién y disrupcién ocasional de los neurofilamentos
(SMI32, RT97, NF160) y acumulacion y desorientaciéon de filamentos intermedios
(periferina).Sin embargo no aparece una rotura evidente del citoesqueleto y las
neuronas sensitivas deficientes en frataxina presentan una actividad calpaina muy
baja, a pesar del aumento del aumento del Ca®* intraaxonal local. Estos hechos nos
sugieren que el aumento de la [Ca**]; participa en las alteraciones del citoesqueleto y
en la formacién de los esferoides, pero de forma independiente a la activacion de la
calpaina. El Dr. Marek Ma en 2013 publicé una extensa revision del papel de las
calpainas en la disfuncién inducida por dafio y degeneracién del axén en mamiferos.
En este trabajo concluyd que las calpainas contribuyen de forma importante a la
degeneracion Walleriana por la protedlisis de los neurofilamentos, pero no siempre
estan activadas en todos los mecanismos de degeneracién. La degeneracion neuronal
es multifactorial y otros factores pueden participar en la degeneracion axonal como el
UPS, la autofagia o el propio aumento de Ca®*, que por si sélo puede producir la
despolimerizacion de los microtubulos directamente, sin la activacién de la calpaina, y
participar en la desorganizacion temprana del citoesqueleto [177]. Otros
investigadores también descartan la participacién de la calpaina en los procesos de
neurodegeneracion, como Nguyen y colaboradores (2013) que describieron en
fibroblastos envejecidos un aumento de la [Ca*"]; con disminucién de la actividad
calpaina. Curiosamente, en este trabajo, el tratamiento de células jévenes con
rotenona, que inhibe la CTE, y con H,0,, que genera estrés oxidativo, provoca el
mismo efecto de aumento de la [Ca**];con disminucién de la actividad calpaina. La
explicacion se debe a que durante el envejecimiento se produce la elevacidn de las
[Ca®"];sin embargo la actividad de las enzimas y proteinas dependientes del Ca** como
calpaina, PKC, calcineurina, calmodulina, quinasas dependientes de Ca?"calmodulina
y calbindina estdn disminuidas, debido a que hay un déficit de estas enzimas y
proteinas [178]. Por lo que con todo ello podemos afirmar que en nuestro modelo
murino FRDA, YG8R, las neuronas sensitivas deficientes en frataxina sufren una
elevacion de las [Ca®*]; mantenidas en el tiempo que participa en la despolimerizacién
de los microtubulos y favorece las etapas tempranas de la distrofia axonal que sufre el
ratdn, pero con ausencia de la activacion de la calpaina debido a su déficit, como
reveld el estudio proteédmico del ganglio dorsal del ratén deficiente a los 24 meses de
edad.

Hemos encontrado que las neuronas deficientes en frataxina son susceptibles de
sufrir una axonopatia proximal debido a un bloqueo del transporte anterégrado. Las
acumulaciones de los neurofilamentos y microtubulos, la retenciéon de mitocondria, la
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acumulacidn vesiculas de transporte rapido anterdgrado (APP y sinaptofisina), la
ubiquitinizacion focal y la acumulacién de lisosomas en los esferoides axonales
demuestran que la axonopatia resulta en el impedimento del transporte axonal. La
acumulacion de vesiculas de transporte rapido anterégrado (APP y sinaptofisina)
sugiere que el transporte anterégrado axonal esta bloqueado, lo que favorece la
degeneracion de la sinapsis en la zona distal por aporte insuficiente de nutrientes y
mitocondria, y sugiere que el modelo de lesion multifocal favorece el dafio distal y
provoca una degeneracién dying-back.

El bloqueo tan generalizado de vesiculas de transporte axonal anterdgrado,
mitocondria y citoesqueleto, que presentan las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina, hace sospechar que posiblemente el transporte axonal retrégrado también
esta impedido. Shidara y Hollenbeck (2010) confirmaron en el modelo knockdown de
frataxina en Drosophila una acumulacién de mitocondria despolarizada por
impedimento del transporte retrégrado que relacionaron con el proceso de
neurodegeneracion en la sinapsis neuronal, sin embargo no encontraron un
impedimento en el transporte anterégrado como nosotros [147]. Una afectacion del
transporte retrégrado tiene gran repercusién en dos procesos neuronales muy
importantes para su supervivencia: en la eliminacién por autofagia de la mitocondria
dafiada y en la asimilacion de factores de crecimiento y sustancias tréficas
endocitadas en la zona distal y transportadas al soma neuronal, como las
neurotrofinas, para promocionar la supervivencia neuronal y modular la expresién
génica [146].

El defecto en la disponibilidad de las neurotrofinas, debido a la afectacién del
transporte retrogrado, seria otra posible respuesta al menor tamafio que presentan
las neuronas sensitivas en el cultivo primario de ganglio dorsal. Patel y colaboradores
(2003) observaron una disminucion en el tamafio de las neuronas propioceptivas en el
ratén doble deficiente NT3/Bax. Este modelo permite observar el efecto de la
ausencia de neurotrofinas sin la activacién de la apoptosis, ya que también es
deficiente en Bax, que es una proteina proapoptética. Hay que recordar que la
ausencia de factores neurotroficos dispara la degeneracién axonal asociada a la
activacion de caspasas, de igual forma que ocurre en la eliminacién axonal durante el
desarrollo. Es posible que en el modelo murino de FRDA, YG8R, el bloqueo del
transporte retrégrado producido por las lesiones multifocales a lo largo de las
neuritas provoque un déficit parcial de la sefalizaciéon por neurotrofinas, y que la
sobreexpresion de Bcl-2 que encontramos en las raices periféricas por WB es
suficiente para evitar la activacion de caspasas y de la apoptosis como mecanismo de
neurodegeneracion. En las neuronas sensitivas in vitro que presentan esferoides
axonales no se aprecian signos de condensacion nuclear, ni marcaje de caspasa-3
activada en los tejidos neuronales, sugiriendo que la apoptosis no es el mecanismo
implicado en la formacién de los esferoides axonales y tampoco esta provocando la
muerte de la neurona sensitiva. Sin embargo, en el modelo de Mincheva-Taheva y
colaboradores (2013) encuentran activacion de apoptosis con muerte neuronal y
degeneracién axonal, que revierten con el tratamiento con Bcl-x, y el dominio BH4 de
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Bcl-x,, posiblemente debido a que su modelo es un modelo neuronal transitorio de
“déficit agudo de frataxina”. El rescate con una estrategia antiapoptotica indica que el
déficit transitorio de frataxina provoca un mecanismo de degeneracién axonal agudo,
con implicacion de las caspasas, de forma similar al que ocurre con la pérdida de la
sefiales neurotréficas durante el desarrollo. Este mecanismo de degeneracién axonal
implica que en el momento en el que la neurona pierde la seiial neurotrofica, en este
caso seria la frataxina, se activan caspasa-6 en el axén y caspasa-3 en el soma que
ejecutan la degeneracion axonal y la muerte neuronal. Resulta curioso pensar que
este modelo estd implicando a la frataxina como una sefial neurotrdfica de
supervivencia neuronal y que la depleciéon de frataxina dispara la muerte neuronal
como la que ocurre durante el desarrollo, dando pie a pensar que éste podria ser el
mecanismo por el que el déficit total de frataxina induce la letalidad embrionaria, por
un exceso de eliminacion neuronal o “prunnig” durante el desarrollo embrionario.

La posibilidad de que las neuronas sensitivas deficientes en frataxina presenten una
limitada sefializacion por neurotrofinas, debido al bloqueo del transporte axonal
retrégrado, indica una posible via de susceptibilidad al dafio en las neuronas
propioceptivas. Las neuronas propioceptivas utilizan exclusivamente la NT3 para su
crecimiento y supervivencia a través del receptor TrkC, sin embargo, el resto de
poblaciones neuronales pueden utilizar varias neurotrofinas a través de sus
receptores Trk especifico. El hecho de no disponer de sefializaciones alternativas
puede ser un punto clave que hace mas sensible a la neurona propioceptiva frente al
déficit de frataxina, repercutiendo con mas relevancia en su crecimiento,
supervivencia y plasticidad sinaptica.

Otra de las consecuencias en el defecto del transporte retrégrado seria un bloqueo en
la eliminacion por autofagia de la mitocondria disfuncional. Ya hemos visto que en
nuestro modelo murino FRDA, YG8R, hay un bloqueo del flujo autofagico por la
acumulacidén de p62 y lisosomas en los esferoides axonales, los enormes depdsitos de
lipofucsina que indican que los lisosomas no son funcionales y la falta de formacién
de LC3Il en el tejido neuronal. Por lo tanto el bloqueo del transporte retrégrado
puede estar participando en este bloqueo del flujo autofagico que provoca la
acumulacion de proteinas y las mitocondrias dafiadas, empeorando el dafio
mitocondrial y axonal.

Las disfunciones mitocondriales, con el estrés oxidativo como evento primario, estan
asociadas con inicios asintomdticos y manifestaciones clinicas heterogéneas que
Illevan al envejecimiento, cancer, diabetes, miocardiopatia, anemia vy
neurodegeneracion. Una mitocondria defectuosa libera grandes cantidades de ROS
que asociado a la disminucion de las defensas antioxidantes, lleva a un fallo
energético mitocondrial considerado la causa del envejecimiento y de las
enfermedades degenerativas asociadas con la edad. El estrés oxidativo y el fallo de la
homeostasis de calcio afectan fuertemente muchos procesos celulares acoplados con
la transduccidén de las sefiales y la supervivencia celular, y en definitiva promocionan
las enfermedades degenerativas [74, 75, 77, 79, 175, 179]. Una mitocondria
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disfuncional con dishomeostasis del calcio, deplecién de ATP y generacién de ROS se
ha encontrado en muchos trastornos axonales, sugiriendo que la mitocondria actia
como un sensor central del estimulo degenerativo. De forma que la mitocondria es el
punto central que dirige al axén hacia el control homeostdtico o hacia la destruccién
axonal, si no consigue superar el estimulo degenerativo. Un bloqueo del transporte
axonal, que impide la correcta biogénesis y eliminacién mitocondrial, es suficiente
para causar axonopatia [71, 180].

El enorme gasto energético y los grandes volimenes de los axones que se alejan
distancias tan largas del soma hacen que el mantenimiento de la sinapsis sea un gran
reto para las neuronas. Este reto incluye la distribucién uniforme del citoesqueleto,
del aporte energético en las regiones distantes del axdn, de la homeostasis del calcio,
de la eliminacidn de organulos axonales aberrantes y de agregados de proteinas, de la
eficacia de mecanismos de proteccion enddgena frente a dafios mecdnicos y al dafo
por estrés oxidativo y finalmente de la necesidad de transportar multiples sefiales
largas distancias desde y hasta el soma neuronal. Con todos estos retos, no es de
extrafar que la homeostasis axonal esté comprometida en muchas enfermedades
neuronales. La importancia del transporte axonal bidireccional largas distancias de
proteinas axonales, mitocondria, vesiculas y otras cargas se ha implicado en muchos
mecanismos de enfermedades neuronales, pero continda sin conocerse los
mecanismos moleculares que disminuyen el transporte y limitan la salud axonal [181].
Mucho de lo que conocemos acerca de la regulacidon celular y molecular de la
degeneraciéon axonal en condiciones patoldgicas se ha originado en estudios con el
axén compartimentalizado y separado del soma (degeneracidon axonal por déficit de
neurotrofinas) y en estudios de modelos de eliminacidn axonal del desarrollo. Para
simular la patologia del axén durante el dafio neuronal el modelo mas utilizado es la
transeccion del nervio o axonotomia, que resulta en una rdpida desintegracion de los
componentes axonales mediante el mecanismo de la degeneracién walleriana. Sin
embargo conseguir un buen modelo de estudio que reproduzca los patrones de la
degeneracién en las patologias crénicas es muy dificil debido a los multiples factores
que lo originan de forma crénica. Nuestro modelo murino de FRDA, YGS8R, ha
conseguido reproducir un modelo de degeneracidn dying-back asociado al déficit
cronico de frataxina tanto in vivo como in vitro. Y hemos demostrado que la patologia
mitocondrial y la formacién de multiples focos de dafno axonal son el punto de inicio
del mecanismo de degeneracién dying-back. En este modelo el estrés oxidativo y la
dishomeostasis del Ca’* acttian como factores iniciadores de lesién focal axonal.
Siendo la patologia mitocondrial focal intraaxonal un signo ultraestructural de dafo
temprano que precede a los cambios morfolégicos del axén por rotura proteolitica.
En nuestras neuronas sensitivas la formacién de lesiones focales a lo largo de las
neuritas implican un defecto en el transporte axonal de mitocondria y nutrientes y
una insuficiente sefializacién por Ca®* en la terminacion sindptica, trasladando el dafio
focal axonal a la sinapsis neuronal. Este es un nuevo enfoque para la degeneracién
dying-back que sufren los pacientes de FRDA y explica que la degeneracion axonal
aparezca antes en las terminaciones distales mientras que la porcién proximal
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permanece mas intacta, sin necesidad de inferir que exista una propagacion
retrograda de la degeneracién por un dafo distal primario. En nuestras neuronas
sensitivas deficientes en frataxina hemos observado muchas alteraciones en el
citoesqueleto pero no aparece una rotura evidente de las neuritas, es decir que
sufren las fases de formacion de esferoides y desensamblaje del citoesqueleto sin
llegar a la fase final de rotura del citoesqueleto y desintegracion de las neuritas.
Sugiriendo que el cultivo primario de ganglio dorsal aporta un modelo in vivo de la
degeneracién axonal muy Util para la investigacion de los mecanismo moleculares
bioquimicos que subyacen en la neurodegeneracién de la FRDA y para la valoracién
de la eficacia de tratamientos que consigan revertir la formacidn de estos esferoides
axonales.

3. Defectos en la sefializacion por calcio en la neurodegeneracion dying-back en la
FRDA

El estudio de los mecanismos que regulan el Ca®* intracelular en las neuronas
sensitivas del modelo murino FRDA nos ha permitido confirmar que el déficit de
frataxina conlleva una disfuncién en la homeostasis del Ca** intracelular en el soma y
en la red neuritica, con un aumento del nivel basal de [Ca*']; mantenido en el tiempo
y un acusado defecto en el mecanismo del SOCE. Ambos efectos se deben a la
disminucion en la capacidad tamponadora del Ca®* de la mitocondria deficiente en
frataxina, como demostraron Bolinches-Amords y colaboradores (2014) en el modelo
cronico deficiente en frataxina, previamente en nuestro laboratorio. La capacidad
tamponadora de la mitocondria estd impedida por la despolarizacién mitocondrial y el
exceso de estrés oxidativo que sufre en el déficit de frataxina.

Ya hemos visto que el aumento del nivel basal de [Ca*"]; participa en las alteraciones
tempranas del citoesqueleto, que favorecen la formacion de la distrofia axonal y en el
mecanismo de degeneracidn dying-back, de forma independiente a la activacion de la
calpaina vy sin rotura final del citoesqueleto.

La disminucion del SOCE es un evento patolégico que también participa en el
mecanismo de degeneracion dying-back en el déficit de frataxina. Una disminucién en
el SOCE causa un defecto en el rellenado de los almacenes de Ca** del RE, después de
cada una de las ondas de Ca**, pero ademds la disminucidn de la entrada de Cca**
durante el SOCE impide que difunda por el citoplasma y sefialice multitud de
funciones neuronales por Ca** como la transmisién sinaptica, la plasticidad neuronal,
el crecimiento axonal y la regulacion génica.

Por otra parte hay que tener en cuenta el defecto en la sefalizacién por GPCR que
encontramos en el ratén deficiente en frataxina. El estudio proteémico del ganglio
dorsal confirmé que el déficit primario de frataxina estd implicado en Ia
desensibilizacidn del sistema de sefializacién acoplado a proteina G, debido a defectos
en cuatro proteinas G y en cuatro de los efectores de la via como son PLC[, PKC, PKA
y CREB que llevan a una situacién fisiopatoldgica con un impedimento grave de la
sefializacion celular en respuesta los GPCR. En las células excitables las ondas de Ca**
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se generan por la activacion de los GPCR que abren canales de Ca?* de la MP y ademas
estimulan la salida de Ca** del RE a través del receptor IP3. El vaciado del RE activa los
canales SOC para que entre mas Ca’* para rellenar los almacenes del RE y poder
generar la siguiente onda de Ca”*. Sin embargo observamos que en las neuronas
sensitivas deficientes en frataxina tanto la sefial iniciadora por GPCR como el SOCE
estan disminuidos, provocando un gran impedimento en la generacion de los
microdominios de Ca*".

Por otra parte también hay que tener en cuenta los defectos en algunas de las
enzimas y proteinas que responden al Ca’* como la calpaina, PKC, calcineurina y
calmodulina. La via Ca*/calmodulina/calcineurina/NFAT es una de las vias que
responde al SOCE mas estudiadas. El Ca®* que entra durante el SOCE se une a la
calmodulina y se forma el complejo con la calcineurina. Este complejo defosforila el
NFAT citoplasmatico que migra al nicleo y activa la transcripcién génica implicada en
procesos esenciales para el desarrollo y la funcién del sistema nervioso y sefializa vias
implicadas en la guia del crecimiento axonal, el desarrollo neuronal y la integracidn de
la plasticidad sinaptica. Ademas la respuesta de los conos de crecimiento axonal a la
estimulacién de las neurotrofinas también estd mediada por la cascada
calcineurina/NFAT [91].

La via de sefializacion Trk-neurotrofina también podria estar afectada por la falta de
sefializacion por Ca**, ademas de estar impedida por el bloqueo del transporte axonal,
como hemos discutido anteriormente. La activacion de los receptores Trk, a través de
la activacidn de PLCy1, resulta en la movilizacién de Ca®* celular y la activacién de PKC
para promover la plasticidad sindptica y la regulacion de la transcripcion génica para
la supervivencia neuronal. Sin embargo si la disminucidn del SOCE impide el rellenado
de los almacenes del RE y ademas las neuronas sensitivas presentan menores niveles
de PKC tendremos un defecto en la sefializacion por Trk.

La suma de todos estos defectos lleva a las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina a una gran deficiencia en la sefializacién por Ca®* con una ineficaz capacidad
de generar las oscilaciones o microdominios de Ca®*y un defecto en la sefializacién de
multitud de vias implicadas en la transmision y plasticidad sinaptica, el crecimiento
axonal y la supervivencia de las neuronas. Por lo tanto en el déficit de frataxina, a
pesar de tener niveles de [Ca®*]; mas elevados, realmente la funcionalidad de la
sefializacion por Ca** esta disminuida debido a los defectos en el SOCE y a los defectos
proteicos en proteinas G y efectores de las cascadas de sefializacién.

En nuestro modelo murino FRDA encontramos que un defecto en la sefalizacion por
Ca’* que es contraria a la activacién de vias de sefializacién mediadas por Ca®*, Ca**-
CREB-BAX, que Mincheva-Taheva y colaboradores (2013) encontraban en el modelo
knockdown de frataxina en cultivo primario de ganglio dorsal de rata. Posiblemente
esta diferencia en las respuestas sea debido a que su modelo de déficit es transitorio
y las proteinas de las cascadas de sefializacién no se han visto afectadas. Sin embargo
nuestro déficit se estudia in vivo y de forma crdénica favoreciendo la afectacién de
muchos sistemas que in vitro no pueden verse tan afectados.
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De hecho, Nguyen y colaboradores (2013) plantean la misma hipdtesis que nosotros
en la enfermedad de Alzheimer. Estos autores observan que con la edad las [Ca?);
intracelulares aumentan, pero sin embargo la sefializacién por Ca®* y las actividades
de las proteinas dependientes de Ca**, como la calpaina, disminuyen paralelamente al
fallo energético y al estrés oxidativo asociados con la edad. Este trabajo es muy
interesante ya que ponen en entredicho la hipétesis de la sobrecarga de Ca* en las
enfermedades neurodegenerativas. Debido a que las [Ca®*]; aumentan en células
envejecidas se piensa que la sobrecarga de Ca®" en las neuronas es la via final comun
que causa el deterioro cognitivo a través de mecanismos de hiperactivacion de
enzimas dependientes del Ca’* como la calpaina que llevan a la muerte en el
Alzheimer. Sin embargo estos autores apuntan a que es el fallo energético y el
defecto en la sefializacion por Ca?* lo que llevan a la muerte del paciente mas que el
aumento de las [Ca®"]; Llegan a esta conclusién porque observan que el tratamiento
con intermediarios energéticos como fosfoenol piruvato y fosfocreatina disminuye la
sobrecarga de Ca’* y reactiva a la calpaina. Y proponen la promocién de la
bioenergética y de la sefializacion del Ca®* como nuevas aproximaciones terapéuticas
en la proteccién neuronal en el Alzheimer [178].

Los procesos de excitabilidad, liberacion de neurotransmisores y respuesta del
receptor a los neurotransmisores en la sinapsis neuronal son dependientes del Ca”,
asi como del aporte de mitocondria y nutrientes a la zona distal de la neurona. Por lo
que el bloqueo del transporte axonal y la incorrecta distribucién de la mitocondria y
nutrientes a las zonas distales de las neuronas sensitivas in vitro deficientes en
frataxina junto con el defecto del SOCE y de la sefializacién por Ca** hace que las
sinapsis neuronal sea la zona con mayor sensibilidad a todos estos defectos. El daino
multifocal axonal se traslada inicialmente a la sinapsis neuronal por ser la zona mas
débil debido a su distancia y a su dependencia de la sefializacién Ca”". Posteriormente
la lesidn distal se propaga retrégradamente la degeneracion dying-back.

La suma de todos estos defectos en el defecto del SOCE, en la sefializacién por Ca**
asociadas a GPCR para producir las ondas de Ca”’, en las proteinas que responden al
Ca’"y en los intermediarios de la sefializacion Trk-neurotrofina hacen que la neurona
sensitiva deficiente en frataxina presente una gran defecto de la sefializacién por Ca**
que junto con el fallo energético pueden ser las razones de la neurodegeneracién que
sufren.

4. Defectos en la sefializacion por GPCR, PACAP/PACIR, en la neurodegeneracion
dying-back en la FRDA

El defecto en las proteinas G y en multitud de segundos mensajeros y efectores que
transducen la sefalizacidon por GPCR centrd nuestra atencién rdpidamente debido a
que los nuevos marcadores representativos de neuronas propioceptivas descritos en
esta tesis doctoral, PACIR y GalR1l, son receptores acoplados a proteinas G.
PACAP/PAC1Ra través de la PLC/IP3 y AC/cAMP participa en la movilizacién del Ca*
del RE y de los canales ROC de la MP para producirlas oscilaciones de Ca**
intracelulares y modula la entrada de Ca** a través de los VOC de la MP participando
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en la transmisién del potencial de membrana. Esta sefializacion por Ca**mediada por
PACIR juega un importante papel en la regulacion de la liberacion de
neurotransmisores y en la regulacion de los receptores de neurotransmisores en la
sinapsis neuronal. Pero ademas PACAP/PACIR a través de la activacion cAMP/PKA
ejerce acciones neurotroficas y neuroprotectivas por activacion de la transcripcion
génica. Por todo ello la via PACAP/PACR1 es muy importante en la diferenciacion
neuronal, la neurogénesis, la activacion de la transcripcidon génica, la diferenciacién
neuronal y en la plasticidad y el desarrollo de la sinapsis. PACAP actia como un factor
neurotréfico y neuroprotector, inhibe la apoptosis y promueve la diferenciacién, la
supervivencia y la regeneracion neuronal bajo varias condiciones patoldgicas como en
modelos neuronales de Parkinson y Alzheimer. Por todo ello se ha propuesto a PACAP
como agente terapéutico en muchos trastornos neuroldgicos caracterizados por
neurodegeneracion como isquemia cerebral, dafio cerebral traumatico, Parkinson y
Alzheimer.

El hecho de que la via de supervivencia neuronal en repuesta al dafio PACP/PACIR sea
especifica de neurona propioceptiva y el hecho de que toda su cascada de
sefializacion estd afectada nos sugiere que las neuronas propioceptivas carecen de
esta via de supervivencia frente al dafio. La repercusién de la falta de la via
PACAP/PACIR va mas alld de la propia via y afecta a la transactivacién que el
PACAP/PACIR puede hacer del receptor TrkC en ausencia de NT3. Por lo que la
neurona propioceptiva se queda sin dos grandes vias de supervivencia, la
PACAP/PACIR vy la TrkC-NT3. Ademas las neuronas propioceptivas no disponen de
sefializaciones neurotréficas alternativas. Por todo ello sugerimos que una posible via
de especificidad en la FRDA, serian las vias de sefializaciéon acopladas a proteina G,
pudiendo ser este el motivo por el que las neuronas mads susceptibles del dafio por
falta de frataxina fuesen las neuronas propioceptivas.

5. Nuevas aproximaciones terapéuticas en la FRDA

La FRDA es un trastorno hereditario crénico que no tiene una terapia efectiva, por lo
que la identificaciéon de nuevas dianas terapéuticas que puedan ayudar a la terapia
actual supone un importante avance.

La pérdida temprana axonal es un hecho comin en muchos trastornos
neurodegenerativos que deja a las neuronas funcionalmente inactivas o menos
activas debido a la pérdida irreversible de las ramas axonales que han degenerado.
Esta pérdida de sinapsis y axones ocurre incluso antes de la aparicion de los sintomas
y mucho antes de la muerte neuronal [62, 70]. En el SNC no hay regeneracién axonal
de longitudes grandes, sin embargo en el SNP la neurona puede regenerar sus axones,
si las condiciones lo permiten. La regeneracidn axonal ocurre con frecuencia en las
neuropatias periféricas [64], pero incluso los axones de nervios periféricos son
incapaces de reinervar sus dianas mientras que la causa del problema persiste [71].
Modelos animales de enfermedades neurodegenerativas tales como Huntington,
Alzheimer y ELA han permitido determinar que los defectos en el transporte axonal y
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la degeneracidn axonal preceden a la muerte neuronal [62, 70]. Por lo que retrasando
o previniendo la degeneracion axonal se aliviarian los sintomas clinicos de estas
enfermedades y se podria evitar tanto la muerte axonal como la muerte neuronal en
las etapas mds tardias [62, 64, 71]. La muerte neuronal ocurre demasiado tarde para
ser clinicamente tratable, por ello no es de extrainar que todas las novedosas terapias
neuroprotectoras centradas en la supervivencia neuronal han fracasado en aquellas
enfermedades neurodegenerativas en las que la degeneracidon axonal distal es el
trastorno patoldgico primario temprano causante de la sintomatologia y la muerte
neuronal [61, 67]. Por lo tanto, la degeneracidon axonal emerge como nueva diana
terapéutica en las enfermedades neurodegenerativas porque ocurre antes que la
muerte del soma neuronal con un programa activo distinto a la apoptosis e
independiente de necrosis [65].

Debido al dafio multifocal axonal, la disfuncién mitocondrial, al aumento del Ca
citosdlico y al defecto de sefializacién por GPCR y por Ca’* que encontramos en las
neuronas sensitivas deficientes en frataxina en el modelo murino FRDA nos
centramos en buscar nuevas aproximaciones terapéuticas que contrarrestasen estos
hechos patoldgicos para conseguir revertir la distrofia axonal que presentan.

Hay muchos trabajos que demuestran que las estrategias farmacoldgicas que
promocionan la salud mitocondrial, también repercuten en una mejora de la salud
axonal. Es el caso de los tratamientos con NAD" [65], Nmnat2 [69], Bcl-w y laminaB2
que se transportan al axén y ejercen alli su accién protectora [63]. El Bcl-w protege
frente a la activacion de las caspasas en la degeneracidon axonal debida a déficits de
factores neurotréficos. La laminaB2, NAD" y Nmant2 promueven la funcién
mitocondrial, protegen del estrés oxidativo y mejoran la supervivencia y el
crecimiento axonal.

2+

Otros trabajos muestran que la correcciéon del aumento del Ca®* intraaxonal, con
quelantes Ca’*, bloqueantes de canales de Ca** e inhibidores de la calpaina son
efectivos en modelos de estudio de degeneracion axonal y podrian ser efectivos en las
enfermedades neurodegenerativas [67, 68]. De hecho Wong y colaboradores (1999)
observaron que la quelacién del Ca®* intracelular protegia a los fibroblastos de
pacientes de FRDA de la muerte inducida por estrés oxidativo [176] y Mincheva-
Tasheva y colaboradores (2013) también observaron que la quelacién del Ca**
intracelular protegia a las neuronas sensitivas de la neurodegeneracién inducida por
el déficit transitorio de la frataxina [171].

Por ultimo, debido a su importancia en la salud y la enfermedad, junto con su
potencial para la intervencion terapéutica usando pequefias moléculas reguladoras,
los GPCR representan una gran familia de dianas terapéuticas. El aumento de cAMP y
cGMP con los inhibidores de PDE ha emergido como un nuevo campo terapéutico
muy potente en las enfermedades neurodegenerativas. Maurice y colaboradores
(2014) en su revision sobre los inhibidores de PDE destacan el impacto funcional y
terapéutico de la promocion de cAMP y cGMP en una amplia variedad de
enfermedades [165]. Nos fijamos en la inhibicién de la PDE4 por ser muy selectiva de
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cAMP y porque sus inhibidores, como el rolipram, se estan probando en fase clinicas
en la enfermedad de Huntington y modelos neuronales han confirmado sus efectos
promotores de la neuritogénesis. También nos fijamos en la inhibicién de la PDE5 por
ser muy selectiva de cGMP y porque sus inhibidores, como el sildenafilo, estan siendo
muy efectivos en modelos de enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis.
Por ultimo, el nicardipino nos parecié interesante por ser un inhibidor de PDE1 que
aumenta tanto cAMP como ¢cGMP pero ademas es un bloqueante de los canales de
calcio tipo L que también se han probado para revertir la distrofia axonal debida a
sobrecarga de Ca™".

Curiosamente el resveratrol es un inhibidor no selectivo de PDE con grandes
beneficios metabdlicos, especialmente frente a la obesidad y diabetes mellitus I, y se
ha propuesto como tratamiento en cancer, enfermedades cardiacas, condiciones
neurodegenerativas y trastornos metabdlicos. Li y colaboradores (2013) descubrieron
que de 2.000 compuestos de una libreria de compuestos bioactivos y productos
naturales, el resveratrol era uno de los que aumentaba los niveles del mMRNA de
frataxina. La administracidon subcutdnea de resveratrol durante 3 dias en el modelo
murino de FRDA, YG8R, también aumentaba los niveles de la proteina frataxina en
cerebro [182]. Los resultados del primer ensayo clinico del resveratrol en pacientes de
FRDA se acaban de publicar e indican que el tratamiento durante doce semanas con
altas dosis de resveratrol no modifica los niveles de mRNA de frataxina, pero
disminuye los marcadores de estrés oxidativo en sangre, mejora las puntuaciones
neuroldgicas en las escalas FARS e ICARS y mejora la eficiencia en el habla [183].

Con todo ello elegimos dos aproximaciones terapéuticas para revertir el dano
mitocondrial y la formacién de esferoides axonales.

La primera estrategia farmacoldgica se centré en combatir el aumento del Ca*
citosélico con quelantes del Ca®" e inhibidores de la calpaina por ser tratamientos
clasicos y confirmados en otros modelos de FRDA frente a la degeneracion axonal. La
segunda estrategia farmacoldgica consistié en aumentar los niveles de cAMP y cGMP,
con inhibidores de PDE, por ser claramente una terapia muy novedosa en la
recuperacion de la axonopatia periférica. Pensamos que el aumento de cAMP y cGMP
favorece la funcién mitocondrial, disminuye los niveles de Ca®* y reactiva la
sefializacion por Ca®* recuperando las funciones neuronales afectadas por el defecto
en la sefializacién por Ca’".y por GPCR, que tan defectuosa estd en las neuronas
sensitivas deficientes en frataxina. Este planteamiento es novedoso y combina la idea
de que la promocidn de la funcién mitocondrial recupera la salud axonal y la idea de
que la promocién de la bioenergética mitocondrial recupera la sefializacién por Ca®,
de forma similar al planteamiento de Nguyen y colaboradores (2013) en el Alzheimer.
El estudio de la morfologia mitocondrial por microscopia electrénica y confocal nos
mostré que en las neuronas sensitivas deficientes en frataxina la red mitocondrial
aparece esférica, hinchada e interconectada y se queda retenida en la zona proximal
de las neuritas, causando un defecto en su transporte y distribucién axonal. Los
tratamientos nos mostraron que la disminucién de los niveles de Ca** intracelulares
con BAPTA y la inhibicién de metaloproteasas, como la calpaina, con o-fenantrolina
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mejoran la morfologia de la red mitocondrial y revierten la formacién de los
esferoides. Debido a que la actividad calpaina esta disminuida en las neuronas
deficientes en frataxina pensamos que el efecto beneficioso de ambos tratamientos
es independiente de su actividad. El aumento del Ca** citosélico tiene un efecto
directo sobre la disfuncion citoesqueleto y la disfuncidon mitocondrial, por lo que una
disminucién de sus niveles también tiene un efecto directo sobre la reversién de la
disfuncién. La o-fenantrolina, al ser un inhibidor de metaloproteasas dependientes de
cationes divalentes puede ser que esté actuando sobre otras enzimas que
intervengan en el proceso de distrofia axonal, activadas por el aumento del Ca**
citosélico. Ademas es un quelante del Fe’*, por lo que pensamos que muy
probablemente también esté actuando sobre la acumulacion de Fe* en la
mitocondria mejorando considerablemente la morfologia de la red mitocondria y
revirtiendo la formacion de esferoides axonales. En fibroblastos de pacientes de FRDA
tanto la quelacion del Ca** con BAPTA como la quelacién del hierro con deferoxamina
fueron efectivos en revertir la muerte celular inducida por estrés oxidativo [176]. Los
resultados clinicos de los agentes quelantes, deferoxamina y deferiprona, en
pacientes de FRDA han sido contradictorios, disminuyen el dafio de las proteinas
mitocondriales por ROS y los acimulos de hierro en el cerebro con una mejora de la
funcién neuroldgica [42]. Sin embargo reduce la actividad y el mRNA de la aconitasa, e
incluso el mRNA de la frataxina, por lo que son poco recomendables para el
tratamiento de la FRDA [40]. Quizas una posible alternativa para la eliminacidn de los
depdsitos de hierro, restaurar la morfologia mitocondrial y revertir la distrofia axonal
en los pacientes sea el desarrollo de un farmaco seguro basado en la o-fenantrolina.
Los resultados confirman que los tratamientos con inhibidores de PDE, a través del
aumento de los niveles de cAMP con rolipram y cGMP con sildenafilo, favorecen la
disminucién de los niveles de Ca** citosdlico en las neuronas sensitivas deficientes en
frataxina. Ambos tratamientos disminuyen la sobrecarga de Ca’', recuperan la
morfologia de la red mitocondrial y revierten la formacion de esferoides axonales en
las neuronas sensitivas deficientes en frataxina. El nicardipino, al contrario de lo que
esperabamos, no disminuye la sobrecarga de Ca’* citosdlico, indicando que los
canales de Ca* tipo L no participan en esta sobrecarga, pero si recupera la morfologia
de la red mitocondrial y revierten la formaciéon de esferoides axonales. Pensamos que
el efecto beneficioso de los tres tratamientos con inhibidores de PDE se basa en la
promocién de la bioenergética mitocondrial y la recuperacién de la sefializacién del
Ca”*, pero estos efectos no los hemos podido valorar.

Acin-Perez y colaboradores (2009-2011) demostraron que el cAMP citosélico no
puede atravesar la MMI por lo que existe una cascada AC soluble/cAMP/PKA/PDE2A
especifica dentro de la mitocondria que responde a determinados estimulos
aumentando la concentracién de cAMP mitocondrial, que activa la CTE y la
produccidon de ATP. Los inhibidores de la PDE2, como EHNA y BAY60, aumentan los
niveles de cAMP mitocondrial, el consumo de O, y la produccién de ATP, sin embargo
el rolipram no conseguia promocionar de forma significativa la produccion de ATP
[184, 185]. Por otra parte, Park y colaboradores (2012) demostraron que el rolipram
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reproduce los mismos efectos beneficiosos del resveratrol, y junto con Tenne y
colaboradores (2012) han detallado el mecanismo molecular. El aumento del cAMP
citosdlico dispara una cascada de eventos que convergen en unos reguladores
metabdlicos sensibles a la energia y muy importantes como AMPK, SIRT1 y PGCla. A
través de la activacion de la via Epacl se activa AMPK que aumenta NAD®, que ya
hemos visto que presenta un efecto beneficioso sobra la salud mitocondrial y axonal,
o a través de PKA activar sirtuina 1 y PGCla que tienen un efecto sobre la salud
mitocondrial disminuyendo las ROS, y aumentando la biogénesis y la respiracién
mitocondrial. De forma que el aumento del cAMP actla también directamente sobre
la salud mitocondrial pero también puede ejercer otros efectos beneficiosos en el
resto de la neurona que permitan la recuperacién de la senalizacion de la neurona
entera. Ademas rolipram es efectivo en la regeneracion axonal y la recuperacion
funcional tras un dafio de la médula espinal [166, 167] y el tratamiento con rolipram
mejora las funciones cognitivas y sindpticas del modelo de ratén de Alzheimer [186].
El aumento de cAMP también puede estar promocionando la via PACAP/PACIR, por
lo que el tratamiento con inhibidores de PDE puede recuperar una via de
supervivencia y regeneracién especifica de las neuronas propioceptivas.

Como plantean Di Benedetto y colaboradores (2013) la existencia de una sefalizacion
por cAMP alrededor y dentro de la mitocondria estd empezando a desentranarse, por
lo que se abre un campo de estudio muy interesante sobre el mecanismo molecular
por el que los inhibidores de PDE consiguen la recuperacion mitocondrial y
posiblemente también la recuperacion del fallo en la sefializacién por Ca®*
promocionando la supervivencia neuronal.

Nuestros resultados confirman que el aumento del cAMP y cGMP mejoran la
morfologia de la red mitocondrial y revierten la patologia axonal en las neuronas
sensitivas deficientes en frataxina que estaban sufriendo un claro proceso de
degeneracidn axonal. Por lo tanto, proponemos un nuevo campo terapéutico para la
FRDA basado en los inhibidores de PDE.
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Conclusiones

1. El modelo murino de FRDA, YGS8R, presenta un defecto en la coordinacién motora,
en el equilibrio y en el sentido del posicionamiento, de forma dependiente al nimero
de copias del transgén YG8.

2. El déficit de frataxina no influye en la supervivencia de los ratones, pero si causa un
aumento en el peso corporal, que surge como un posible predictor de muerte natural
en el modelo murino.

3. La expresion diferencial de frataxina en los tejidos neuronales, en el modelo YG8R,
sugiere la presencia de un proceso de neurodegeneracion dying-back in vivo
originado en las raices periféricas del ganglio dorsal y que implica al estrés oxidativo
como mecanismo fisiopatoldgico. La degeneracion del ganglio dorsal y de las
columnas posteriores es consecuencia de la neuropatia dying-back.

4. El proceso de neurodegeneracién que sufren las neuronas sensitivas del ratdn
YG8R, implica tanto a los somas neuronales, que presentan una hipoplasia con
progresion a la hinchazén, como a las neuritas, que sufren un proceso de distrofia
axonal con la formacidon de esferoides axonales. Las mitocondrias deficientes en
frataxina son mas redondas, estdn mas hinchadas y aumentan su interconectividad,
posiblemente para contrarrestar la disfuncién mitocondrial debida al déficit de
frataxina, quedandose mas agregadas en la zona proximal de las neuritas. La red
mitocondrial presenta una distribucion anormal a lo largo de las neuritas con
retencién en los esferoides axonales.

5. El déficit de frataxina causa la disfuncidon mitocondrial en las neuronas sensitivas
con despolarizacién mitocondrial, aumento de produccién de ROS, fallo energético y
disminuciéon de la recaptacién mitocondrial de Ca®'. Esta disfuncién mitocondrial
provoca una importante reduccidon en el mecanismo del SOCE y un aumento de la
[Ca™]; basal mantenida en el tiempo, sin activar la entrada en apoptosis.

6. El déficit de frataxina causa alteraciones en el citoesqueleto de las neuronas
sensitivas que aparece desorganizado y acumulado a lo largo de las neuritas
formando parte de los esferoides axonales. La sobrecarga de Ca®* citosdlica que
encontramos en las neuronas deficientes en frataxina no estd asociada a una
activacion de la calpaina. Por tanto, los defectos observados en el citoesqueleto no
vienen determinados por esta enzima.
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7. La distrofia axonal presente en las neuronas sensitivas deficientes en frataxina in
vitro, sugiere que el sitio de inicio de la degeneracién dying back en la fisiopatologia
de la FRDA es multifocal a lo largo del axén periférico. La causa es la acumulacion
observada, en multiples focos, de mitocondria disfuncional y dismérfica asociada a
un bloqueo del flujo autofagico y del transporte axonal.

8. El déficit de frataxina genera en el ganglio dorsal del modelo murino FRDA, YGS8R,
un perfil proteico alterado. Causa la disminucién de proteinas de la via OXPHOS y de
sistemas antioxidantes, reforzando la teoria de la disfuncion mitocondrial por fallo
energético y estrés oxidativo. También causa un gran defecto de proteinas G,
segundos mensajeros y efectores de vias de sefializacion de GPCR y la disminucion de
proteinas que responden al Ca** como calpaina, calmodulina y calcineurina.

9. Se han identificacién dos nuevos marcadores de neuronas propioceptivas del
ganglio dorsal en ratén adulto, PACIR y GALR1, pertenecientes a la familia de GPCR
de clase Il. El hecho de que las neuronas del ganglio dorsal del raton YG8R presenten
una alteracion en los niveles de proteinas relacionadas con la via de supervivencia
PACAP/PACIR, sugiere un posible defecto en la activacion de esta via, implicandola
en la especificidad del tipo celular afectado en la FRDA.

10. Las neuronas sensitivas del modelo murino FRDA, YG8R, tratadas in vitro con
guelantes del calcio e inhibidores de metaloproteasas revierten las alteraciones de la
red mitocondrial y la formacién de esferoides axonales, sugiriendo que Ia
disminucion de los niveles de Ca®" citosdlico y la inhibicién de metaloproteasas
podrian evitar la degeneracion dying back en la fisiopatologia de la FRDA.

11. Las neuronas sensitivas del raton YGS8R, tratadas con inhibidores de PDE
recuperan los niveles de Ca** citosdlicos, revierten las alteraciones de la red
mitocondrial y la formacién de esferoides axonales, sugiriendo que el aumento de
cAMP y/o cGMP podrian evitar la degeneracién dying back en la fisiopatologia de la
FRDA.
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ANEXOS

ANEXO I: PESO CORPORAL

Resumen del procesamiento de los casos. Media, SEM y nimero de medidas por genotipo y edad del
peso corporal.

Edad C57BL/6) YG8R YG8YGS8R
(meses) macho macho macho

MEDIA | SEM N MEDIA | SEM N MEDIA | SEM N
28,26 0,25 107 28,77 0,42 57 28,29 0,51 37
32,06 0,27 129 34,70 0,59 69 34,64 0,84 38
33,84 0,34 123 36,69 0,67 65 38,99 1,07 32
12 35,61 0,41 126 38,64 0,53 77 39,25 1,00 40
15 35,71 0,41 121 39,24 0,60 72 39,77 1,04 41

18 34,24 | 0,37 109 38,18 0,70 52 38,37 1,19 26
21 32,93 0,30 106 36,57 0,70 38 36,48 0,89 21
24 31,95 0,51 93 34,15 0,88 33 35,45 1,23 15

Edad C57BL/6) YG8R YG8YGS8R
(meses) hembra hembra hembra

MEDIA | SEM N MEDIA | SEM N MEDIA | SEM N

21,22 0,18 74 21,87 0,42 43 22,44 0,46 48
23,66 0,20 87 24,92 0,50 49 25,12 0,49 50
25,64 0,32 79 27,54 0,59 61 27,56 0,56 50

12 28,47 0,44 98 29,44 0,64 75 30,71 0,61 58

15 29,71 0,44 93 31,16 0,72 74 31,62 0,66 58

18 30,52 0,51 94 31,20 0,92 57 31,33 0,90 35

21 29,98 0,46 86 30,48 1,50 30 28,91 0,57 37

24 28,24 | 0,52 63 27,35 0,69 24 26,98 0,56 29
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Comparacion por pares, ajustes para comparaciones multiples Bonferroni y contraste univariado, en el
gue cada prueba F contrasta el efecto del genotipo sobre el peso corporal a cada una de las edades.

Comparacién por pares machos®

. - b
Contraste univariado

EDAD GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* F Sig.
3 meses |C57BL/6J |YG8R 1 0.536 0.658
YG8YG8R |1
Y8GR YG8YG8R |1
6 meses | C57BL/6J | YG8R 0.001** |6.243 0.000***
YG8YG8R | 0.015*
Y8GR YG8YG8R |1
9 meses | C57BL/6J | YG8R 0.000*** | 14.014 | 0.000***
YG8YG8R | 0.000***
Y8GR YG8YG8R |0.126
12 meses | C57BL/6) | YG8R 0.000*** | 13.102 | 0.000***
YG8YG8R | 0.000***
Y8GR YG8YG8R |1
15 meses | C57BL/6) | YG8R 0.000*** | 15.301 | 0.000***
YG8YG8R | 0.000***
Y8GR YG8YG8R |1
18 meses | C57BL/6) | YG8R 0.000*** | 20.05 0.000***
YG8YG8R | 0.000***
Y8GR YG8YG8R |1
21 meses | C57BL/6J | YG8R 0.000*** | 9.619 0.000***
YG8YG8R | 0.008**
Y8GR YG8YG8R |1
24 meses | C57BL/6J | YG8R 0.11 3.663 0.012*
YG8YG8R | 0.038*
Y8GR YG8YG8R |1
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a

. 7 . . b
Comparacion por pares hembras® | Contraste univariado

EDAD GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* F Sig.
3 meses | C57BL/6J YG8R 1 0.905 0.438
YG8YG8R | 0.809
Y8GR YG8YGS8R 1
6 meses | C57BL/6J YG8R 0.667 |1.499 0.213
YG8YG8R | 0.38
Y8GR YG8YG8R 1
9 meses | C57BL/6) YG8R 0.07 2.953 0.032*

YG8YG8R | 0.097

Y8GR YG8YG8R 1
12 meses | C57BL/6) YG8R 0.819 |3.942 0.008**
YG8YG8R | 0.014*
Y8GR YG8YG8R | 0.678
15 meses | C57BL/6) YG8R 0.216 |2.638 0.048*

YG8YG8R | 0.062

Y8GR YG8YG8R 1
18 meses | C57BL/6) YG8R 1 1.392 0.244
YG8YG8R 1
Y8GR YG8YGS8R 1
21 meses | C57BL/6J YG8R 1 2.02 0.109
YG8YGS8R 1
Y8GR YG8YG8R | 0.906
24 meses | C57BL/6J YG8R 1 0.893 0.444
YG8YG8R 1
Y8GR YG8YG8R 1
YG8YG8R | 0.015*
Y8GR YG8YG8R 1

® ajuste para comparaciones multiples de Bonferroni entre los genotipos por pares a cada edad indica
que el genotipo YG8R e YG8YG8R poseen un efecto significativo sobre el peso corporal con respecto al
control C57BL/6J. No hay diferencias significativas entre los genotipos YG8R e YG8YGSR a ninguna de las
edades; ® Cada prueba F contrasta el efecto de GENOTIPO en cada una de las edades sobre la variable
dependiente peso corporal; *nivel de significacién *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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ANEXO II: Curvas de supervivencia por Kaplan-Meier

Resumen del procesamiento de los casos. Total del nimero de ratones por genotipo y sexo. Los sujetos
censurados son los que llegan vivos a los 22 meses de edad y se sacrifican para experimentacion. Las
muertes o eventos son los que han fallecido por muerte natural antes de los 22 meses de edad.

C57BL/6J YG8R YG8YG8R | C57BL/6) YGSR YG8YGSR
macho macho macho hembra hembra hembra
Total ratones 131 91 41 88 71 56
Sujetos censurados | 98 64 24 65 50 42
Muertes o eventos | 33 27 17 23 21 14
Supervivencia No definida | No definida | No definida | No definida | No definida | No definida
media

Tabla de supervivencia. Proporciones de supervivencia a cada edad por genotipo y sexo.

Edad |C57BL/6J| YG8R | YG8YGSR | C57BL/6J | YG8R | YG8YGSR
(meses) | macho | macho| macho hembra | hembra | hembra
0 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00
1 98,59

2 97,18

3 99,23 98,90 98,86

4 97,72 98,21
7 98,47

9 97,70 97,80

10 95,45

11 96,70

13 94,50 94,31

15 96,94 93,40

16 95,41 92,04 95,774

17 94,65 91,20 97,56 90,90

18 90,83 92,68 89,77 94,36 96,42
19 88,54 89,01 82,92 87,50 90,14 94,64
20 83,96 83,51 70,73 81,69 85,71
21 80,91 75,82 65,85 81,81 74,64 80,35
22 74,80 70,32 58,53 73,86 70,42 75,00
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Tabla de supervivencia. NUmero de animales que sobreviven en cada una de las edades por genotipo y
sexo.

Edad | C57BL/6J| YG8R | YG8YGSR | C57BL/6)J | YG8R | YG8YGSR
(meses) | macho |macho| macho | hembra | hembra| hembra
0 131 91 41 88 71 56
1 71
2 70
3 131 91 88
4 87 56
7 130
9 129 90
10 86
11 89
13 88 84
15 128 86
16 127 83 69
17 125 85 41 81
18 124 40 80 68 55
19 119 83 38 79 67 54
20 116 81 34 64 53
21 110 76 29 77 58 48
22 106 69 27 72 53 45

Comparacion por pares de las curvas de supervivencia. Comparacion de las curvas de supervivencia
entre genotipos y sexos."Log-rank (Mantel-Cox) Test"

Comparacion por pares
SEXO GENOTIPO | GENOTIPO | Chi-cuadrado | P valor | Hazard Ratio
MACHOS | C57BL/6J YG8R 0.5253 0.4686 |0.8233
YG8YG8R |3.862 0.0494* | 0.5065
Y8GR YG8YG8R 1.749 0.186 0.6385
HEMBRAS | C57BL/6J YG8R 0.2451 0.6206 | 0.8576
YG8YG8R | 0.03429 0.8531 | 1.066
Y8GR YG8YG8R | 0.4028 0.5256 |1.248

Codificacion de las variables categéricas en la regresion de Cox. Para el genotipo se crean dos variables
dummy: 1 para el YG8R y 2 para el YG8YGSR frente al control C57BL/6J.

Codificaciones de variables categéricas™®

Frecuencia (1) (2)
GENOTIPOP  0=C57TBLI6) 220 -,333 -333
1=¥GER 143 66T -333
2=YGBYGER 96 -,333 B6T
SEXO" 1=MACHOD 247 -,500
2=HEMBRA 212 500

a. Variable de categoria: GENOTIPO
b. Codificacion de pardmetros simples

c. Variable de categoria: SEXO
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Variables en la ecuacidn en la regresion de Cox. Analisis unifactorial que muestra el riesgo que cada una
de las variables ejerce sobre la supervivencia.

Wald | Pvalor | Exp(B)
GENOTIPO 0.695 | 0.706
GENOTIPO (1) 0.128 | 0.720 1.079
GENOTIPO (2) 0.695 | 0.404 | 1.211
SEXO 0.316 | 0.574 0.893

PESO 4.785 | 0.029* 1.034
GENOTIPO*SEXO 2.058 | 0.357
GENOTIPO (1)*SEXO | 0.666 | 0.414 0.716
GENOTIPO (2)*SEXO | 1.980 | 0.159 0.529

Coeficientes de regresion entre las variables introducidas en la regresion de Cox. Cuando dos variables
tienen una relacion lineal el coeficiente de regresion tiende a 1. Las variables introducidas en el modelo
de regresion de Cox no deben presentar colinealidad.

Matriz de correlacion entre coeficientes de regresion

GENOTIPO
GENOTIPO(1) | GENOTIPO(2) | SEx0 | PESO {1)"SEX0
GENOTIPO(2) 473
SEXO - 006 -073
PESO - 263 - 166 424
GENOTIPO(1)*SEXO 170 068 088 015
GENOTIPO(2)*SEXO 053 114 233 060 399

Regresion de Cox por pasos hacia adelante. El modelo va eliminando paso a paso aquellas variables que
no tienen significacion en la supervivencia y se quedando con las variables de riesgo para la
supervivencia.

Modelo si se elimina el término

Chi-cuadrado
Término eliminado de la pérdida gl Sig.
Paso 0 GEMOTIPO G684 2 J10
SEXO 318 1 573
FESO 4270 1 039
GEMNOTIPO*SEXO 2,047 2 359
Paso 1 SEXO 257 1 B12
PESO 5,240 1 022
GEMNOTIPO*SEXO 2,295 2 317
Paso 2 FESO 7,807 1 005
GEMNOTIPO*SEXO 2,042 2 L3860
Paso 3 FESO 7,350 1 007

202



Anexos

ANEXO Ill: TEST LOCOMOTORES

Resumen del procesamiento de los casos. Media, SEM y niimero de medidas por genotipo y edad del
tiempo de latencia del rotarod.

Edad (meses) C57BL/6J YGS8R YG8YGS8R
MEDIA SEM N MEDIA SEM N MEDIA SEM
2 94,75 10,12334 3 75,84 | 10,94424 8 83,10 |16,16026| 5
3 90,03 5,715014 25 81,48 | 8,099343 11 89,43 |10,44312| 13
4 112,43 | 6,489654 25 74,28 | 10,27057 14 90,58 |8,697273| 17
5 100,16 | 7,650285 25 68,34 | 6,948907 | 14 85,47 |8,848849| 17
6 104,38 | 8,324269 25 54,38 | 5,327977 | 14 76,00 [9,684267| 18
7 101,85 | 7,865069 25 57,52 | 7,598585 14 68,51 | 9,04562 18
8 100,43 | 9,252514 25 50,06 | 7,887757 14 60,98 [10,93419| 18
9 94,82 8,111104 25 54,48 | 9,655593 14 52,72 [8,429276| 18

Comparacion por pares, ajustes para comparaciones multiples Bonferroni y contraste univariado, en el
que cada prueba F contrasta el efecto del genotipo en el tiempo de latencia del rotarod.

Comparacién por pares’ Contraste univariado”
EDAD GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* F Sig.
2 meses | C57BL/6J | YG8R 1 0.296 0.744
YG8YG8R |1
Y8GR YG8YG8R |1
3 meses | C57BL/6J | YG8R 1 0.222 0.801
YG8YG8R |1
Y8GR YG8YG8R |1
4 meses | C57BL/6) | YG8R 0.006** |5.151 0.006**
YG8YG8R | 0.176
Y8GR YG8YG8R | 0.656
5 meses | C57BL/6J | YG8R 0.029* 3.427 0.033*
YG8YG8R | 0.609
Y8GR YG8YG8R | 0.589
6 meses | C57BL/6J | YG8R 0.000*** | 8.841 0.000***
YG8YG8R | 0.038*
Y8GR YG8YG8R | 0.296
7 meses | C57BL/6J | YG8R 0.001** |8.8237 0.000%**
YG8YG8R | 0.009**
Y8GR YG8YG8R |1
8 meses | C57BL/6) | YG8R 0.000*** | 10.56 0.000***
YG8YG8R | 0.002**
Y8GR YG8YG8R |1
9 meses | C57BL/6) | YG8R 0.003** |8.926 0.000***
YG8YG8R | 0.002**
Y8GR YG8YG8R |1

% ajuste para comparaciones multiples de Bonferroni entre los genotipos por pares a cada edad indica
que el genotipo YG8R e YG8YG8R poseen un efecto significativo sobre el tiempo de latencia del Rotarod
con respecto al control C57BL/6J. No hay diferencias significativas entre los genotipos YG8R e YG8YGSR a
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ninguna de las edades; ® Cada prueba F contrasta el efecto de GENOTIPO en cada una de las edades
sobre la variable dependiente tiempo de latencia del Rotarod;*nivel de significacion *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001.

Resumen del procesamiento de los casos. Media, SEM y nimero de medidas por genotipo y edad del
peso corporal durante los meses que se realizoé la prueba del rotarod.

Edad (meses) C57BL/6) YGS8R YG8YG8R
MEDIA SEM N MEDIA SEM N | MEDIA SEM N
3 20,89 [0,2709809| 25 23,36 |0,7592494| 13 | 22,30 |0,5925172| 18
24,17 | 0,455819 | 24 27,60 |1,014185| 14 | 26,37 |0,9178621] 18
9 25,95 |0,7330784| 25 28,62 |1,068437| 14 | 27,99 |0,8911501 18

Comparacion por pares, ajustes para comparaciones multiples Bonferroni y contraste univariado, en el
gue cada prueba F contrasta el efecto del genotipo en el peso corporal durante los meses que se realizd
la prueba del rotarod.

Comparacién por pares® Contraste univariado”
EDAD GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* F Sig.
3 meses | C57BL/6J | YG8R 0.097 2.725 0.067

YG8YG8R 0.269

Y8GR YG8YG8R 1

6 meses | C57BL/6) | YG8R 0.008** 3.318 0.038
YG8YG8R 0.115
Y8GR YG8YG8R 1

9 meses | C57BL/6J | YG8R 0.020* 2.325 0.099
YG8YG8R 0.721
Y8GR YG8YG8R 0.974
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Resumen del procesamiento de los casos. Media, SEM y nimero de medidas por genotipo y edad del
tiempo en cruzar la barrad e equilibrio de 26 mm.

Edad (meses) C57BL/6) YG8R YG8YGSR

MEDIA | SEM | N MEDIA | SEM | N MEDIA | SEM | N
10 9,21 1,06 |24 |18,64 |3,62|14 |18,50 |3,36|18
11 14,13 11,7924 |30,00 |4,47|14 |30,00 |3,39|18
12 14,70 |2,32 |24 |28,57 |2,74|14 |2589 |2,93 |18
13 18,52 2,97 |24 |36,57 |392|14 |27,33 |3,06|18
14 20,55 [2,83 124 [39,21 |4,15|14 |26,22 |3,23 |18
15 27,41 [3,33 |24 |43,79 [392|14 |30,00 |3,99 |18

Comparacion por pares, ajustes para comparaciones multiples Bonferroni y contraste univariado, en el
que cada prueba F contrasta el efecto del genotipo en el tiempo en cruzar la barra de equilibrio de 26
mm de ancho.

Comparacién por pares® Contraste univariado®
EDAD GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* F Sig.
10 meses | C57BL/6J | YG8R 0.126 3.16 | 0.043*
YG8YG8R 0.093
Y8GR YG8YG8R 1
11 meses | C57BL/6) | YG8R 0.002** 9.099 | 0.000***
YG8YG8R | 0.001**
Y8GR YG8YG8R 1
12 meses | C57BL/6) | YG8R 0.012* 5.101 | 0.006**
YG8YG8R | 0.038*
Y8GR YG8YG8R 1
13 meses | C57BL/6J | YG8R 0.000*** 7.59 | 0.001**
YG8YG8R 0.127
Y8GR YG8YG8R 0.181
14 meses | C57BL/6) | YG8R 0.000%** 7.929 | 0.000***
YG8YG8R 0.586
Y8GR YG8YG8R | 0.025*
15 meses | C57BL/6J | YG8R 0.002** 6.492 | 0.002**
YG8YG8R 1
Y8GR YG8YG8R | 0.015*

® ajuste para comparaciones multiples de Bonferroni entre los genotipos por pares a cada edad indica
gue el genotipo YG8R e YG8YGS8R poseen un efecto significativo sobre el tiempo en cruzar la barra de
equilibrio de 26 mm de ancho con respecto al control C57BL/6J. No hay diferencias significativas entre
los genotipos YG8R e YG8YG8R a ninguna de las edades; ® Cada prueba F contrasta el efecto de
GENOTIPO en cada una de las edades sobre la variable dependiente tiempo en cruzar la barra de

equilibrio de 26 mm de ancho.*nivel de significacién *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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Resumen del procesamiento de los casos. Media, SEM y nimero de medidas por genotipo y edad del
tiempo en cruzar la barra de equilibrio de 12 mm.

Edad (meses) C57BL/6) YGSR YG8YG8R

MEDIA | SEM N | MEDIA | SEM N MEDIA | SEM N
10 13,17 1,08 24 | 27,21 3,72 14 19,89 2,52 18
11 15,46 1,53 24 | 38,14 4,98 14 36,00 4,27 18
12 17,95 2,03 24 | 41,29 4,29 14 33,67 3,40 18
13 24,09 2,58 24 | 42,43 3,66 14 33,89 3,10 18
14 25,14 3,23 24 | 44,43 3,91 14 37,50 3,18 18
15 25,09 2,30 24 | 39,14 3,86 14 36,38 3,68 18

Comparacion por pares, ajustes para comparaciones multiples Bonferroni y contraste univariado, en el
gue cada prueba F contrasta el efecto del genotipo en el tiempo en cruzar la barra de equilibrio de 12
mm de ancho.

Comparacién por pares® Contraste univariado®
EDAD GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* F Sig.
10 meses | C57BL/6) | YG8R 0.008** |4.671 0.010*
YG8YG8R |0.354
Y8GR YG8YG8R | 0.408
11 meses | C57BL/6) | YG8R 0.000*** | 16.753 | 0.000***
YG8YG8R | 0.000***
Y8GR YG8YG8R |1
12 meses | C57BL/6J | YG8R 0.000*** | 12.963 | 0.000***
YG8YG8R | 0.001**
Y8GR YG8YG8R |0.363
13 meses | C57BL/6) | YG8R 0.000*** | 7.969 0.000%**
YG8YG8R | 0.072
Y8GR YG8YG8R |0.247
14 meses | C57BL/6J | YG8R 0.000*** | 9.13 0.000***
YG8YG8R | 0.015*
Y8GR YG8YG8R | 0.476
15 meses | C57BL/6) | YG8R 0.009** | 5.502 0.004**
YG8YG8R | 0.031*
Y8GR YG8YG8R |1

® ajuste para comparaciones multiples de Bonferroni entre los genotipos por pares a cada edad indica
que el genotipo YG8R e YG8YG8R poseen un efecto significativo sobre el tiempo en cruzar la barra de
equilibrio de 12 mm de ancho con respecto al control C57BL/6J. No hay diferencias significativas entre
los genotipos YG8R e YG8YG8R a ninguna de las edades; ® Cada prueba F contrasta el efecto de
GENOTIPO en cada una de las edades sobre la variable dependiente tiempo en cruzar la barra de
equilibrio de 12 mm de ancho. *nivel de significacién *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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Resumen del procesamiento de los casos. Media, SEM y nimero de medidas por genotipo y edad del
tiempo en cruzar la barra de equilibrio de 5 mm.

Edad (meses) C57BL/6) YG8R YG8YGS8R

MEDIA SEM N MEDIA SEM N MEDIA SEM N
10 26,79 2,69 | 24 32,21 4,16 | 14 35,22 3,46 | 18
11 28,46 2,83 | 24 47,14 3,94 | 14 46,56 3,37 | 18
12 32,55 2,92 | 24 44,00 3,73 | 14 39,94 3,40 | 18
13 40,22 3,09 | 24 44,86 4,18 | 14 42,17 3,94 | 18
14 37,86 3,27 | 24 51,21 3,62 | 14 45,33 4,07 | 18
15 44,41 3,49 | 24 51,64 2,98 | 14 47,11 3,93 | 18

Comparacion por pares, ajustes para comparaciones multiples Bonferroni y contraste univariado, en el
que cada prueba F contrasta el efecto del genotipo en el tiempo en cruzar la barra de equilibrio de 5 mm
de ancho.

Comparacién por pares® Contraste univariado®
EDAD | GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* F Sig.
10 meses | C57BL/6) | YG8R 0.727 2.015 |0.134
YG8YG8R | 0.15
Y8GR YG8YG8R |1
11 meses | C57BL/6) | YG8R 0.000*** | 12.17 | 0.000***
YG8YG8R | 0.000***
Y8GR YG8YG8R |1
12 meses | C57BL/6J | YG8R 0.052 3.065 |0.047*
YG8YG8R | 0.297
Y8GR YG8YG8R |1
13 meses | C57BL/6) | YG8R 0.963 0.494 |0.61
YG8YG8R |1
Y8GR YG8YG8R |1
14 meses | C57BL/6) | YG8R 0.014* 4.179 |0.016*
YG8YG8R | 0.265
Y8GR YG8YG8R | 0.694
15 meses | C57BL/6) | YG8R 0.375 1.179 |0.308
YG8YG8R |1
Y8GR YG8YG8R |1

® ajuste para comparaciones multiples de Bonferroni entre los genotipos por pares a cada edad indica
que el genotipo YG8R e YG8YG8R poseen un efecto significativo sobre el tiempo en cruzar la barra de
equilibrio de 5 mm de ancho con respecto al control C57BL/6J. No hay diferencias significativas entre los
genotipos YG8R e YG8YGS8R a ninguna de las edades; ® Cada prueba F contrasta el efecto de GENOTIPO
en cada una de las edades sobre la variable dependiente tiempo en cruzar la barra de equilibrio de 5 mm
de ancho. *nivel de significacion *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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Anexos

Resumen del procesamiento de los casos. Media, SEM y nimero de medidas por genotipo y edad del
peso corporal durante los meses que se realizé la prueba de la barra del equilibrio.

Edad (meses) C57BL/6) YG8R YG8YGSR

MEDIA SEM N | MEDIA SEM N | MEDIA | SEM N
10 25,92917(0,6973158| 24 |29,51429/1,079421| 14 |28,35555/1,064895| 18
11 26,86667(0,8178415| 24 |30,30714/1,077363 | 14 |29,53333|1,051143| 18
12 27,840 |1,137805| 20 |31,16429|1,069744| 14 |30,59444(1,067722| 18
13 28,42174{1,131859 | 23 |31,59286(0,9879752| 14 |31,77778|1,077171| 18
14 29,30455(1,181284 | 22 |32,14286|1,109337 | 14 |32,31667|1,088329| 18
15 28,300 |1,120645| 22 |31,80714|1,146541| 14 |31,82778|1,167333| 18

Comparacién por pares, ajustes para comparaciones multiples Bonferroni y contraste univariado, en el
que cada prueba F contrasta el efecto del genotipo en el peso corporal durante los meses que se realizd
la prueba de la barra de equilibrio.

Comparacién por pares’

. . b
Contraste univariado

EDAD GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* |F Sig.
10 meses | C57BL/6) | YG8R 0.06 3.076 0.047*
YG8YG8R | 0.267

Y8GR YG8YG8R |1
11 meses | C57BL/6) | YG8R 0.076 |3.076 0.047*
YG8YG8R | 0.185
Y8GR YG8YG8R |1
12 meses | C57BL/6) | YG8R 0.112 |2.718 0.067
YG8YG8R | 0.192
Y8GR YG8YG8R |1
13 meses | C57BL/6) | YG8R 0.092 |3.607 0.028*
YG8YG8R | 0.06
Y8GR YG8YG8R |1
14 meses | C57BL/6) | YG8R 0.209 |2.694 0.068
YG8YG8R | 0.115
Y8GR YG8YG8R |1
15 meses | C57BL/6) | YG8R 0.075 |3.862 0.021*
YG8YG8R | 0.046*
Y8GR YG8YG8R |1

® ajuste para comparaciones multiples de Bonferroni entre los genotipos por pares a cada edad indica
que el genotipo YG8R e YG8YG8R poseen un efecto significativo sobre el tiempo en cruzar la barra de
equilibrio de 5 mm de ancho con respecto al control C57BL/6J. No hay diferencias significativas entre los
genotipos YG8R e YG8YGS8R a ninguna de las edades; ® Cada prueba F contrasta el efecto de GENOTIPO
en cada una de las edades sobre la variable dependiente tiempo en cruzar la barra de equilibrio de 5 mm
de ancho. *nivel de significacién *p<0.05.
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Resumen del procesamiento de los casos. Tabla de frecuencias con el nimero de veces en las que los
ratones se quedan en lo alto del palo o giran y descienden por edad y genotipo.

Edad C57BL/6) YG8R YG8YGS8R
(meses) | Parada en lo | Gira y | Parada en lo | Gira y | Parada en lo | Gira y
alto del palo | desciende alto del palo | desciende alto del palo | desciende
10 5 110 5 65 4 86
11 16 99 21 49 15 75
12 33 82 29 41 33 57
13 37 78 36 34 35 55
14 56 54 43 27 42 48
15 67 43 48 22 40 50

Comparacion por pares de la prueba del palo. Comparacion de la proporcion de ratones que se quedan
en lo alto del palo sin descender. Tabla de contingencia 2x2 y test exacto de Fisher.

Comparacion por pares
Edad (meses) | GENOTIPO | GENOTIPO | P valor | Relative Risk | Odds ratio
10 C57BL/6) | YG8R 0.5073 0.6087 0.5909
YG8YG8R |1 0.9783 0.9773
Y8GR YG8YG8R | 0.5061 1.607 1.654
11 C57BL/6) | YG8R 0.0130* |0.4638 0.3771
YG8YG8R | 0.695 0.8348 0.8081
Y8GR YG8YG8R | 0.0566 1.8 2.143
12 C57BL/6) | YG8R 0.0801 0.6927 0.569
YG8YG8R | 0.2327 0.7826 0.6951
Y8GR YG8YG8R | 0.6241 1.13 1.222
13 C57BL/6) | YG8R 0.0129* | 0.6256 0.448
YG8YG8R | 0.3767 0.8273 0.7454
Y8GR YG8YG8R | 0.1487 1.322 1.664
14 C57BL/6) | YG8R 0.2188 0.8288 0.6512
YG8YG8R | 0.5722 1.091 1.185
Y8GR YG8YG8R | 0.0792 1.316 1.82
15 C57BL/6) | YG8R 0.3411 0.8883 0.7141
YG8YG8R | 0.0231* |1.37 1.948
Y8GR YG8YG8R | 0.0025** | 1.543 2.727
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Resumen del procesamiento de los casos. Media, SEM y nimero de medidas por genotipo y edad del
peso corporal durante los meses que se realizé la prueba del palo.

Edad (meses) | C57BL/6J YG8R YG8YGSR
MEDIA | SEM N | MEDIA | SEM N | MEDIA | SEM N

10 25,99 0,7207564 24 | 29,65 107,093 14| 28,70 0,9579208 18
11 27,29 0,9597735 23 | 31,02 1,208,813 141 30,51 1,036,404 18
12 27,95 1,004,512 23 |31,50 1,099,324 14| 31,38 1,115,719 18
13 28,25 1,136,161 23 (32,44 1,130,288 141 32,02 112,327 18
14 28,59 1,140,564 22132,13 1,094,924 14 | 31,77 1,343,261 18
15 28,86 1,140,774 22 131,33 0,8261261 1413191 121,935 18

Comparacion por pares, ajustes para comparaciones multiples Bonferroni y contraste univariado, en el
gue cada prueba F contrasta el efecto del genotipo en el peso corporal durante los meses que se realizd
la prueba del palo.

Comparacién por pares® Contraste univariado”
EDAD GENOTIPO | GENOTIPO | Sig.* F Sig.
10 meses | C57BL/6) | YG8R 0.097 2.725 0.067
YG8YG8R 0.269
Y8GR YG8YG8R 1
11 meses | C57BL/6J | YG8R 0.078 3.318 0.038
YG8YG8R 0.115
Y8GR YG8YG8R 1
12 meses | C57BL/6) | YG8R 0.102 2.325 0.099
YG8YG8R 0.721
Y8GR YG8YG8R 0.974
13 meses | C57BL/6J | YG8R 0.038* 4.344 | 0.014*
YG8YG8R | 0.047*
Y8GR YG8YG8R 1
14 meses | C57BL/6J | YG8R 0.108 3.025 0.05
YG8YG8R 0.128
Y8GR YG8YGS8R 1
15 meses | C57BL/6J | YG8R 0.428 2.166 0.116
YG8YG8R 0.155
Y8GR YG8YG8R 1
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