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ABSTRACT

Spinal Muscular Atrophy (SMA) is caused by the mutation or deletion of the
SMN1 gene, which encodes the motor neuron survival protein (SMN). As a consequence,
SMN production falls on the SMN2 gene encoding a transcript lacking exon 7. The
absence of this exon makes the resulting protein highly unstable and it rapidly degrades
by the ubiquitin-proteasome pathway. For this reason, the concentration of SMN in the
body of patients with SMA will mainly depend on the SMN2 gene. Thus, the different
phenotypes of the disease will be correlated with the number of copies of the SMN2
gene that they possess.

SMN is a ubiquitous protein that is involved in numerous essential processes for
the organism such as the biogenesis of spleiceosomal snRNPs, axonal trafficking or the
translation of mRNAs. Therefore, the decrease in SMN produces cellular alterations that
preferentially affect the neuromuscular system and will be the main responsible for the
clinic of patients with SMA. In recent years, the study of the possible primary role of
SMN deficiency in SMA myopathy has become especially relevant. In particular, SMN
has been shown to be a sarcomeric protein and its deficit in SMA intrinsically affects the
dynamics of actin filaments causing focal or segmental lesions in MioE. This primary
involvement is independent of secondary neurogenic myopathy due to denervation,
which coexists in SMA.

RESUMEN

La Atrofia Muscular Espinal (AME) estd causada por la mutacién o delecién del
gen SMN1, que codifica la proteina de la supervivencia de las motoneuronas (SMN).
Como consecuencia, la produccion SMN recae sobre el gen SMN2 que codifica un
transcrito carente de exdn 7. La ausencia de este exdn hace que la proteina resultante
sea altamente inestable y se degrade rapidamente por la via ubiquitin-proteasoma. Por
ello, la concentracién de SMN en el organismo de los pacientes con AME dependera
exclusivamente del gen SMNZ2. Asi, los distintos fenotipos de la enfermedad se
correlacionaran con el nUmero de copias del gen SMN2 que posean.

SMN es una proteina ubicua que interviene en numerosos procesos esenciales
para el organismo como la biogénesis de snRNPs espliceosomales, el trafico axonal o la
traduccion de mRNAs. Por lo tanto, la disminucion de SMN produce alteraciones
celulares que afectan preferentemente al sistema neuromuscular y seran las
responsables fundamentales de la clinica de los pacientes con AME. En los ultimos afios
ha cobrado especial relevancia el estudio del posible papel primario del déficit de SMN
en la miopatia de la AME. En particular, se ha demostrado que SMN es una proteina
sarcomérica y su déficit en la AME afecta intrinsecamente a la dindmica de los
filamentos de actina ocasionando lesiones focales o segmentarias en las FME. Esta
afectacion primaria es independiente de la miopatia neurogénica secundaria, por
denervacion, que coexiste en la AME.



1. INTRODUCCION

La Atrofia Muscular Espinal (AME) es una enfermedad neurodegenerativa,
autosOmica recesiva que constituye la principal causa de muerte infantil a consecuencia
de una enfermedad genética, pues afecta a 1 de cada 6.000-10.000 nacidos vivos. Esta
enfermedad es la resultante de la mutacidon o, mas frecuentemente, la delecion del gen
SMN1 presente en el brazo largo del cromosoma 5, en concreto, en una region de alta
inestabilidad gendmica (Lefevbre et al., 1995; Wirth, 2000; Bottai and Adami, 2013). Este
gen es el encargado de codificar la proteina de la supervivencia de las motoneuronas
(SMN), una proteina ubicua en el organismo y esencial para la supervivencia del
individuo pues es la responsable de funciones cardinales como la maduracién de
diferentes ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs) y nucleolares (snoRNPs) e interviene
en otros procesos fundamentales para la homeostasis como son el transporte axonal o
el ensamblaje de los cuerpos nucleares de Cajal (“Cajal bodies”, CBs).

Los pacientes con AME presentan una reduccién drastica de los niveles de SMN
debido a la delecion del gen telomérico SMN1. Sin embargo, SMN esta codificada
también por un gen centromérico, denominado SMN2, generado por la duplicacién
invertida del gen SMN1. Ambos genes son practicamente idénticos y solo difieren en 5
pares de bases. Esta diferencia es fundamental pues induce un cambio de base que
activa un silenciador del splicing que impide la lectura del exén 7 en aproximadamente
el 90% de los transcritos conocidos como SMNA7. Como consecuencia, el gen SMN2
codifica una isoforma truncada e inactiva de la proteina SMN que se degrada
rdpidamente por la via ubiquitina-proteasoma (Singh et al., 2006; Tisdale and Pellizzoni,
2015; Chaytow et al., 2018).

En condiciones fisioldgicas, la contribucidn del gen SMN2 a la produccion total de
SMN es minima (Liu and Dreyfuss, 1996). Sin embargo, en los pacientes con AME la
alteracion de ambos alelos de SMN1 implica la pérdida de gran parte de la produccién
de SMN, por lo que la sintesis de SMN es dependiente del gen SMN2. Por ello, el fenotipo
del paciente dependera del nimero de copias del gen SMN2 que disponga el individuo.
Por este motivo, la AME es una enfermedad que presenta un amplio espectro clinico
(Tisdale and Pellizzoni, 2015; Chaytow et al., 2018).

Como ya se ha introducido, la AME es una enfermedad cuya clinica dependerda de
la concentracién de SMN en el organismo afecto. Atendiendo a este criterio, se pueden
clasificar los distintos fenotipos de AME en cinco categorias designadas del cero al
cuatro en funciéon de su gravedad. Asi, el tipo 0 es una enfermedad que conlleva la
muerte prenatal mientras que los pacientes afectos de AME tipo 4 son individuos con
un desarrollo motor y una esperanza de vida practicamente idénticos a la poblacion
general (D’Amico and Bertini et al., 2011 ORPHANET). En relacion con la clinica, hay que
destacar que la expresion mas frecuente de la enfermedad es la AME tipo | pues
constituye aproximadamente el 50% de los casos de AME existentes. Estos pacientes
presentan una combinacidn de hipotonia severa y debilidad muscular, frecuentemente
simétrica y proximal que afecta predominantemente a las extremidades inferiores y los
musculos faciales. Limitando el desarrollo motor de los pacientes e impidiendo que
alcancen hitos motores como la sedestacidn sin apoyo. Ademads, hay que tener en
cuenta que no se trata Unicamente de una alteracién de la marcha, sino que es una



enfermedad degenerativa que afecta a diferentes estructuras musculares, de manera
que la clinica va evolucionando hasta provocar la debilidad de los musculos intercostales
y el diafragma conduciendo a un fallo respiratorio que llega a provocar la muerte del
paciente (D’Amico and Bertini et al., 2011 ORPHANET).

El cuadro clinico de la AME se basa principalmente en una afectacién
neuromuscular de caracter degenerativo producida por la pérdida de las motoneuronas
(MNs). Por ello, tradicionalmente se ha considerado la AME como el arquetipo de
enfermedad que afecta a las a-MNs del asta anterior de la médula espinal, sin embargo,
existe una evidencia firme de que esta patologia también afecta a tejidos extraneurales
entre los que se encuentran el higado, el pancreas, los vasos sanguineos v,
especialmente, el musculo estriado esquelético (Martinez-Hernandez et al., 2009;
Berciano et al., 2020).

Con el objetivo de detallar las bases celulares y moleculares de la AME en esta
revision se ha hecho un estudio de la bibliografia existente profundizando en la
afectacion tanto de las MNs como de las miofibras esqueléticas (FME). Por un lado, se
conoce que la principal diana patogénica de la enfermedad son las MNs del asta anterior
de la médula espinal y que la deficiencia de SMN repercute directamente sobre la
funcionalidad de las mimas. Por ejemplo, en los pacientes con AME tipo | se presenta
una alteracion del ensamblaje de los cuerpos nucleares de Cajal (CBs), con redistribucién
de la coilina, asi como una reorganizacién del nucléolo que, en conjunto, reflejan una
alteracion en el funcionamiento de la maquinaria de procesamiento de los mRNAs y de
la sintesis proteica. Ademads de estas alteraciones se inducen respuestas de estrés
celular (Tapia et al., 2012; Tapia et al., 2017). Todo ello conduce a la degeneracién y
pérdida de MNs y subsecuente atrofia de las FME (Berciano et al., 2020a). Por otro lado,
estd emergiendo con fuerza la idea de que el déficit de SMN afecta primariamente a las
FME. Asi, se ha demostrado que SMN es una proteina sarcomérica y su expresion en la
sarcOmera esta alterada en segmentos de fibras hipertréficas, no afectadas por la
denervacion, en pacientes con AME tipo | y en el modelo murino SMNA7 de AME. Estos
hallazgos apoyan el criterio de una afectacidn intrinseca del déficit de SMN en las FME
gue, junto con la atrofia por denervacidn, contribuye de manera esencial a la miopatia
en la AME (Castillo-Iglesias et al., 2019; Berciano et al., 2020 a, b).

Finalmente, saber que, aunque el horizonte terapéutico de los pacientes con AME
no es especialmente optimista, existen distintos estudios que avalan la utilidad de un
nucleétido antisentido, denominado Nusinersen (Spinraza™), que promueve la
inclusién del exdn 7 en los transcritos codificados por SMN2. Asi, la isoforma de SMN
obtenida sera la proteina completa y no una isoforma truncada e inestable de rapida
degradacion. Con este cambio se ha conseguido recuperar el correcto ensamblaje de los
CBs y normalizar el procesamiento de mRNAs celulares en el modelo murino SMNA7 de
AME (Berciano et al., 2020b).



2. METODOLOGIA

Este Trabajo de Fin de Grado (TFG) ha sido planteado en forma de revision
bibliografica, basandose fundamentalmente en articulos indexados en PubMed y
paginas dedicadas a la AME. En particular, la bibliografia revisada se ha centrado en: i)
caracteristicas clinicas de la AME, ii) estructura y funcidon de la proteina SMN, iii)
organizacién de las fibras musculares estriadas esqueléticas, iv) alteraciones de las
motoneuronas en la AME y v) alteraciones primarias de las fibras musculares
esqueléticas en pacientes de AME y en modelos de ratdon de la enfermedad. Dicha
revisidon ha sido complementada con el analisis de microscopia dptica y electrénica de
un modelo experimental de AME, del que se han obtenido algunas de las imagenes
presentadas en este TFG.

3. PLANTEAMIENTO GENERAL DE LA ATROFIA MUSCULAR ESPINAL (AME)

La Atrofia Muscular Espinal (AME) es una enfermedad infantil vy
neurodegenerativa, autosdmica recesiva, caracterizada, entre otros procesos, por la
degeneracion de las motoneuronas alfa (en lo sucesivo, MNs) de las astas anteriores de
la médula espinal (Lefebvre et al., 1995; Lefebvre et al., 1997). Esta degeneracion
conlleva la instauracion de un patrén miopatico que determina la atrofia progresiva de
los musculos proximales con debilidad y paralisis muscular que, en los casos mas
severos, evoluciona hasta un estadio final en el que se desarrolla el fallo respiratorio y,
con ello, la muerte del individuo (Munsat and Davies, 1992).

A pesar de que las alteraciones relativas a las MNs son las mas representativas y
conocidas -de forma tradicional- de la enfermedad, no hay que olvidar que la AME es
una enfermedad compleja, multifactorial y multisistémica. Asi, en su patogenia también
estd implicada la disfuncién de otros circuitos motores que probablemente afecten a
otras subpoblaciones neuronales (Tisdale and Pellizzoni, 2015). Incluso se produce la
afectacion primaria de otras células, tejidos y érganos, como las fibras musculares
estriadas esqueléticas o miofibras esqueléticas (FME) en las que se puede observar la
coexistencia de regiones de atrofia e hipertrofia ademas de alteraciones sustanciales
tanto en el tamafio como en la organizacién de los mionucleos (Castillo-Iglesias et al.,
2019).

En la definicion de AME se establecio que es una patologia de herencia
autosdmica recesiva directamente relacionada con la delecion o, con muy baja
incidencia, mutacién homocigota del gen SMN1 (“Survival Motor Neuron 1”) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 5 (Bottai and Adami, 2013), en concreto, en la
region (q11.2-q13.359g3) que tiene gran inestabilidad gendmica (Lefevbre et al., 1995;
Wirth, 2000; Markowitx et al.,, 2012; Narcis et al.,, 2019,). La delecidon, mutacién o
conversion homocigota del gen SMN1 es directamente responsable de la aparicion de
la AME, puesto que la proteina SMN codificada por dicho gen es una proteina ubicua en
el organismo y esencial para la supervivencia de los vertebrados. En particular, la
proteina  SMN es responsable de la maduracion de varias familias de
ribonucleoproteinas nucleares y nucleolares de pequefio tamafio, snRNPs y snoRNPs,
respectivamente. Tales RNPs son fundamentales para el procesamiento de pre-mRNAs



(splicing), ademas de participar en el transporte axonal. Su importancia funcional serd
comentada en profundidad en los apartados siguientes.

Existe otro gen fundamental que es el gen SMN2 que constituye un factor
determinante en la gravedad de la AME, pues, dependiendo del nimero de copias, el
cuadro clinico neuromuscular serd de mayor o menor grado. Asi, se podria concluir que
el gen SMN1 es el responsable de la aparicion de la AME y el gen SMN2 es un
modificador de la gravedad.

En relacion con su epidemiologia, se trata de una enfermedad con un gran
impacto en la sociedad, especialmente en el campo de la pediatria, pues es la principal
causa de muerte infantil por una enfermedad genética y la segunda enfermedad
autosOmica recesiva mas frecuente después de la fibrosis quistica. La AME afectaa 1 de
cada 6.000-10.000 nacidos y se estima que 1:35-1:50 individuos es portador de la
enfermedad (Tisdale and Pellizzoni, 2015).

Por lo tanto, a pesar de que la AME se considera una enfermedad rara, su
impacto devastador en la poblacién unido a la gravedad de la enfermedad y al hecho de
que se trata de una enfermedad monogénica de transmision mendeliana -aunque el 2%
de los casos estd producido por mutaciones de novo-, hacen de la AME una enfermedad
especialmente interesante para el estudio de sus bases moleculares, patogenia y
transmisidn, lo que se corresponde con el objetivo del presente trabajo.

4. GENETICA DE LA AME

La proteina SMN estd codificada por dos genes presentes en el brazo largo del
cromosoma 5, en concreto en la region 5913, estos son los genes SMN1 -telomérico- y
SMN2 -centromérico-. Una peculiaridad que presentan ambas secuencias génicas, y que
las hace practicamente idénticas, es que SMN2 se produjo como consecuencia de una
duplicacién invertida de SMN1, proceso evolutivo solamente presente en el Homo
sapiens (Rochette et al., 2001; Chaytow and Huang et al., 2018).

Ambos genes proceden de una secuencia génica comun y difieren Unicamente
en 5 bases (Chaytow and Huang et al., 2018). Variacién de suma importancia, pues en el
gen SMIN2 se presenta un cambio de base en el que se permuta la sexta citosina por una
timina en el coddén 280 del exén 7 de los 9 que tiene la proteina (Bottai and Adami,
2013). Este cambio es trascendental pues tiene un profundo impacto funcional, ya que
interfiere con un potenciador del splicing y, concomitantemente, crea un silenciador
que impide la lectura del exén 7. Como consecuencia se produce un splicing alternativo
gue conlleva la produccidon mayoritaria (80-85%) de un tipo de transcritos primarios,
denominados SMNA7, que carecen de exén 7 y codifican una forma truncada e inactiva
de la proteina SMN que se degrada rapidamente por el proteasoma (Singh et al., 2006;
Tisdale and Pellizzoni, 2015). El 15% restante de los transcritos codificados por SMN2
contienen el exdén 7 y codifican la proteina SMN completa y funcional (Narcis et al.,
2019).
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La omisién de la lectura del exén 7 se produce porque la transicién C-T en el pre-
mRNA de SMN2 inactiva un potenciador del splicing e introduce una secuencia
silenciadora, conocida como “intronic splicing silencer 1” (ISS1). Esta secuencia
interacciona con las proteinas represoras del splicing hnRNP A1/A2, induciendo el
splicing alternativo de SMIN2, que excluye el exdn 7 y da lugar a los transcritos SMNA7.
En segundo lugar, la pérdida del exdn 7 hace que la proteina SMN no se pueda auto-
oligomerizar, proceso fundamental para llevar a cabo sus funciones bioldgicas.
Finalmente, saber que en estas circunstancias la proteina SMN pierde el motivo QNQKE
de exportacion nucleary se le afiade una secuencia de 4 aminoacidos (EMLA), codificada
en el exon 8, que actua como sefal de degradacién derivando a la proteina SMN
truncada hacia su destruccion por el proteasoma (Figura 1) (Lorson and Androphy, 2000;
Cho and Dreyfuss, 2010).

o (7] C]
Ctr == SMN2 | SMN2 SMN1 ==Tel
l 85% 15% |100%
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8 7 6 5 4 3 2 2 1 1 2 2 3 4 5 6 7 8
mRNA (SMNA7) v mRNA (SMN full length)

SMNA7
‘ Ubiquitilaciéon @
. Proteasoma @
\/ﬁ =) o
) 205 | «— SMNA7 _ g\NA7 truncada @ SMN WT

Figura 1. Splicing y splicing alternativo de los genes SMN1 y SMN2; formacién de SMN y la forma
truncada SMNA7. Tomado de Narcis et al., 2019.

En condiciones fisiolégicas, el gen SMN1 es el responsable de la produccién del
90% de la cantidad de SMN, (Liu and Dreyfuss, 1996) puesto que Unicamente el 10-15%
de la produccién codificada por el gen SMN2 presenta una estabilidad y una
funcionalidad adecuada. De este modo, en los pacientes con AME la alteracién de ambos
alelos del gen SMN1 produce una expresion deficiente de SMN que no puede ser
compensada con la escasa produccién por parte del gen SMN2 y consecuentemente el
desarrollo de la clinica asociada a la AME.

Sin embargo, no todos los pacientes con AME tienen el mismo grado de
afectacién y, por tanto, de atrofia muscular, sino que existe un espectro de gravedad
gue abarca desde casos letales intra-ttero hasta pacientes con una calidad y esperanza
de vida iguales a la poblacion general. Aqui reside el papel del gen SMN2, puesto que
cuando el gen SMN1 se ve afectado, los niveles de proteina SMN dependen
exclusivamente del gen SMN2 (Narcis et al., 2019). Asi, cuanto mayor sea el nimero de
copias de SMN2 del paciente, mayor sera la produccidn de transcritos de SMN
funcionales que codifican la SMN completa, y, por lo tanto, menor sera la gravedad
clinica del paciente.
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Bottai y Adami (2013) establecieron que la producciéon de SMN no es suficiente
para asegurar una cantidad correcta de proteina funcional, a menos que el paciente
tenga mas de 2 copias del gen SMN2. Por consiguiente, el nUmero de copias de SMN2
es inversamente proporcional a la gravedad del cuadro de AME (Chaytow and Huang et
al., 2019); de esta forma, los pacientes con AME tipo | presentan Unicamente 2 copias
del gen SMN2, los pacientes con AME tipo Il presentan 3 y los pacientes con AME tipo
[Il presentan hasta 4 copias del gen SMN2. Igualmente, los fenotipos ampliados tipo O
(la mas severa) y tipo IV (la mas leve) presentarian menos de 2 y entre 4-6 copias del
gen SMIN2, respectivamente.

Edad de

.. Prenatal <6m >6m <18 m Edad Adulta
Inicio
T'g?\j :e Tipo 0 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4
. Mas Mas
Fenotipo severo leve
N° copias SMN2

Figura 2. Espectro Clinico Continuo del Fenotipo de la AME; debut de las principales formas clinicas y
relacién con factores modificadores del fenotipo. Adaptado de Talbot & Tizzano, 2017 por Barquin,
2018.

5. CLASIFICACION CLiNICA DE LA AME

Los pacientes con AME se presentan en un amplio espectro clinico en términos
de edad y gravedad de la enfermedad, lo que hace necesaria su clasificacién en funcién
de la edad de inicio y los hitos alcanzados en el desarrollo de la funcidon motora (Tisdale
and Pellizzoni, 2015). Asi, se presentan los siguientes tipos de AME:

AME Tipo 0 o prenatal. Se trata de la forma mads grave del espectro, pues las alteraciones
tanto neuronales como musculares llevan a los pacientes a un nivel de atrofia tal, que
les conduce a la muerte intra-utero o a los pocos meses tras el nacimiento debido a la
pardlisis de los musculos intercostales y diafragmaticos que conduce a una insuficiencia
respiratoria aguda. (Tisdale and Pellizzoni, 2015). De hecho, en las formas mas severas,
la disminucidn de los movimientos intrauterinos del feto sugiere un inicio prenatal del
cuadro en el que se presenta debilidad muscular severa y contracturas articulares al
nacer (D’Amico and Bertini et al., 2011 ORPHANET).
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AME Tipo |, AME infantil o Enfrmedad de Werning y Hoffmann. Es el tipo de AME mas
comun pues se corresponde con aproximadamente el 50% de los casos, al mismo
tiempo, es el segundo mas severo de todo el espectro. Habitualmente, los pacientes
recogidos en esta categoria presentan signos de la enfermedad de forma muy temprana,
incluso antes de los 6 meses tras el nacimiento (D’Amico and Bertini et al.,, 2011
ORPHANET).

En relacion con la clinica, estos pacientes presentan una combinacion de
hipotonia severa y debilidad muscular, generalmente, simétrica y proximal con una
especial afectacion de las extremidades inferiores y la preservacién de los musculos
faciales. Este cuadro de hipotonia hace que los pacientes nunca adquieran la habilidad
para sentarse sin apoyo y, si no se interviene sobre ellos, no suelen sobrevivir mas alla
de los 2 anos. Los reflejos tendinosos profundos estan ausentes o disminuidos, pero se
preserva la sensibilidad (D’Amico and Bertini et al., 2011 ORPHANET).

Asimismo, al inicio de la enfermedad la inervacién y el tono del diafragma estan
preservados que, junto con la debilidad de los musculos intercostales da como resultado
una respiracion paraddjica desde el nacimiento. No olvidar, que en estadios finales del
cuadro el diafragma también se ve afectado, lo que conduce a un fallo respiratorio que
lleva a la muerte del paciente. Otro factor de morbi-mortalidad importante es la
afectacién de las motoneuronas bulbares; pues produce fasciculaciones de la lengua,
mala succidn, aumento del numero de degluciones y dificultad para la alimentacion que
pueden desembocar en neumonias por aspiracion. Por lo tanto, se podria decir que
estos pacientes mueren a consecuencia de dos fendmenos que son: el fallo respiratorio
y la neumonia por aspiracion (D’Amico and Bertini et al., 2011 ORPHANET).

Finalmente, hay que destacar que en los ultimos afios ha habido una creciente
evidencia de que algunos de estos pacientes -generalmente los que se acompafan de
una sola copia del gen SMN2- pueden tener defectos cardiacos como malformaciones
cardiacas congénitas o defectos en los septos auricular y ventricular que pueden
acarrear arritmias graves o incluso la muerte subita (OMIM gen #253300).

AME Tipo Il. se corresponde con un estadio intermedio. Tipicamente, los pacientes
muestran signos de afectacion entre los 7 y los 18 meses de edad. Son sujetos capaces
de sentarse sin apoyo y algunos, incluso, pueden adquirir la capacidad de ponerse de
pie, pero no son capaces de caminar de forma independiente. Igualmente, los reflejos
tendinosos profundos estan abolidos.

Clinicamente, los pacientes mas afectados presentan en los primeros afios de
vida contracturas articulares y cifoescoliosis debidas a la hipotonia y la debilidad
muscular. En estos pacientes las motoneuronas bulbares no estan tan comprometidas
como en el tipo anterior, de forma que la deglucion no se ve alterada, sino que se
manifiesta en forma de afectacion de la masticacion. (D’Amico and Bertini et al., 2011
ORPHANET). Por lo tanto, en estos casos no se considera un factor de riesgo de muerte
la neumonia por aspiracion, sino que su principal causa de muerte es el fallo respiratorio
mediado por la hipotonia y atrofia de los musculos intercostales y, finalmente, del
diafragma (OMIM gen #255500).
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Para terminar, igual que ocurria en el tipo anterior, dentro de los pacientes con
AME Tipo Il existe un espectro de severidad que va desde nifios débiles que son
incapaces de sentarse sin apoyo y mas propensos a la afectacidn respiratoria y la
escoliosis temprana hasta nifos relativamente independientes con una musculatura del
tronco, las extremidades y las vias respiratorias mejor desarrollada (D’Amico and Bertini
et al., 2011 ORPHANET). Esta diferencia en el espectro se traduce en una variacién de la
esperanza de vida que establece un abanico entre los dos afios y la adolescencia tardia
(OMIM gen #255500).

AME Tipo lll, AME juvenil o Enfermedad de Kugelberg y Welander. En esta categoria
se incluyen pacientes que comienzan a desarrollar la sintomatologia propia de su
enfermedad pasados los 2 afos (Tisdale and Pellizzoni, 2015). Son individuos
clinicamente heterogéneos que, por lo general, alcanzan los hitos motores principales
como la marcha independiente, a pesar de que durante la infancia presentan debilidad
muscular proximal y los signos de atrofia caracteristicos de la AME (D’Amico and Bertini
et al.,, 2011 ORPHANET).

Retomando la idea de que la AME es una enfermedad de espectros, dentro de
los pacientes con AME Tipo Il algunos pueden necesitar asistencia mediante silla de
ruedas en la infancia, mientras que otros pueden seguir caminando y vivir la vida adulta
con una debilidad muscular menor (D’Amico and Bertini et al.,, 2011 ORPHANET). Como
cabria esperar, la afectaciéon bulbar de estos pacientes es mucho menor que en los tipos
anteriores de manera que la respiracion y la deglucidn estan practicamente preservadas,
asi que su esperanza de vida depende fundamentalmente de su situacion fisica y del
progreso de su enfermedad a nivel motor, pero, en cualquier caso, son pacientes que
sobreviven a la edad adulta.

AME tipo IV, AME de inicio adulto o pseudomiopatica. Corresponde al estadio menos
grave de la enfermedad, pues afecta a personas en la edad adulta y se manifiesta como
un cuadro de debilidad muscular proximal presentando un patrén similar al hallado en
otras miopatias. Un hecho importante acerca de estos pacientes es que su esperanza de
vida es igual a la de la poblacion general puesto que estos individuos no presentan de
alteraciones respiratorias y nutricionales (Narcis et al., 2019; Tisdale and Pellizzoni,
2015).

6. LA PROTEINA DE SUPERVIVENCIA DE LAS MOTONEURONAS (SMN)

Como se comentd en la introduccion, la SMN es una proteina ubicua y fundamental en
numerosos procesos de la homeostasis del organismo como i) la biogénesis de snRNPs
espliceosomales, ii) el ensamblaje de cuerpos nucleares de Cajal (“Cajal bodies”, CBs),
iii) el trafico axonal de determinados mRNAs, iv) la traduccién de mRNAs, v) la dinamica
del citoesqueleto de actina y vi) los procesos de endocitosis y autofagia (Chaytow and
Huang et al., 2018).
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6.1 Estructura molecular de SMN

Para poder explicar con detenimiento las funciones de SMN es preciso, en primer
lugar, detallar su estructura molecular, puesto que determina las interacciones
moleculares de la proteina y con ello los procesos en los que participa. Para esto, se
describirdn los dominios que presenta desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal.

La SMN humana completa es una proteina de 38 kDa formada por 294
aminodcidos, que se transcribe a partir del gen telomérico SMN1 localizado en el
cromosoma 5q13. Este gen estd compuesto por 9 exones (1, 2a, 2b, 3,4, 5, 6, 7y 8) que
codifican una proteina con cuatro dominios estructurales (Chaytow and Huang et al.,
2018). En primer lugar, cuenta con un dominio rico en lisinas que esta codificado por el
exon 2, este dominio tiene como funcién principal la interaccion con la proteina Gemin2
-componente del complejo SMN localizado en el citoplasma y en CBs y GEMS del nucleo-
y con el RNA tanto in vitro como in vivo. (Chaytow and Huang et al., 2018).

mRNA SMN
AL AN AL AN AN AN AN
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|

Proteina SMN
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Figura 3. Diagrama de los dominios de interaccién molecular de SMN con moléculas dianas. Tomado
de Narcis et al., 2019 y basado en Singh et al., 20017.

Respecto a los GEMS y CBs, en 1996, Liu y Dreyfuss describieron la localizacion
de SMN en unos cuerpos nucleares, denominados GEMS o Géminis de CBs, de 0.1-1 um
en diametro, compuestos por proteinas del complejo SMN y carentes de coilina, cuya
funcidon es desconocida. Por su parte, los CBs son estructuras mucho mas complejas que
ademas de concentrar coilina y SMN, contienen otros compuestos como snRNPs
espliceosomales y snoRNPs necesarios para el procesamiento de pre-mRNAs y pre-
rRNAs, respectivamente (Chaytow and Huang et al., 2018; OMIM). La importancia de los
CBs en la fisiopatologia de la AME queda reflejada en la observacion de que el déficit de
SMN en esta enfermedad impide el ensamblaje de CBs y dramaticamente afecta al
procesamiento de pre-mRNAs y a la traduccion de los mRNAs maduros en las MNs
(Zhang et al., 2008; Tapia et al., 2012, 2017; Machyna et al., 2013; Narcis et al., 2018).

En su porcidon central, SMN posee un dominio Tudor que corresponde a una
region proteica muy conservada cuya funcion principal es la interacciéon proteina-
proteina. Esta regidn se une a las argininas del extremo C-terminal y a las colas ricas en
glicina de algunas proteinas espliceosomales del complejo Sm (de Smith). Tales
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proteinas contienen residuos dimetilados simétricos de arginina que promueven su
unién al dominio Tudor de laSMN y facilitan el ensamblaje de las snRNP esplicoesomales
(Matera and Wang, 2014; Chaytow and Huang et al., 2018). El dominio Tudor tiene
también una regién de interaccion con SUMO, denominada SUMO-Interacting Motif
(SIM), cuya funcién es imprescindible para la uniéon de SMN a las proteinas Smy para el
ensamblaje de los CBs. (Lafarga et al.,, 2014; Chaytow H, Huang Y-T et al. 2018).
Asimismo, el dominio Tudor interacciona con la colina, un marcador fundamental de los
CBs.

El dominio Tudor se continda con una regidn rica en prolinas, codificada por los
exones 4-6 del gen SMN, imprescindible para la interaccién con profilinas, proteinas
clave para la regulacién de la dindmica de los filamentos de actina (Chaytow and Huang
et al., 2018). Finalmente, en el extremo C-terminal se presenta un ultimo dominio,
denominado caja YG (“YG Box”) con una cremallera de glicinas que resulta fundamental
en la auto-oligomerizacion de SMN, proceso irreemplazable tanto para la estabilidad y
funcionalidad de la proteina como en el ensamblaje de snRNPs espliceosomales (Wang
and Matera, 2014). Tal es su importancia, que se ha demostrado que aproximadamente
el 50% de los casos de mutaciones sin sentido en pacientes con AME, se deben a
mutaciones en la Caja YG pues resulta fundamental en la supervivencia de las MNs.
Ademas, hay que destacar que en un gran porcentaje de estos casos el paciente
desarrolla AME tipo |, fenotipo de mayor gravedad (Chaytow and Huang et al., 2018).

6.2. Funcion de la SMN en la biogénesis de snRNPS espliceosomales

Dentro de las funciones que lleva a cabo SMN la primera en ser identificada y
estudiada fue su papel en el ensamblaje de snRNPs. Estas proteinas forman parte del
espliceosoma, una maquinaria compleja que cataliza la escisidon de los intrones y el
empalme de los exones del pre-mRNA (Matera and Wang, 2014).

La biogénesis de las snRNPs comienza en el nucleo con la transcripcion de una
serie de moléculas de RNA nuclear pequefio (snRNAs) ricas en uridina denominadas U1,
U2, U4, U5, U6, U11, U12, Udatac y Ubatac (Tisdale and Pellizzoni, 2015; Chaytow and
Huang et al., 2018). Posteriormente, estos snRNAs son exportados al citoplasma y aqui
es donde entra en juego SMN (Carvalho et al., 1999). La proteina SMN no ejerce su
funcién en solitario, sino que forma parte de un complejo macromolecular en el que se
encuentra en posicidn central y es rodeada por ocho proteinas, 7 de la familia Gemin
(Gemin 2-8) y la proteina Unrip. El complejo SMN actia como chaperona permitiendo
la union de los snRNAs a las proteinas Sm. Los snRNAs citoplasmaticos (Battle et al.,
2006; Yong et al., 2002) se unen de manera especifica a Gemin 5, al mismo tiempo que
Gemin 2 aporta el soporte estructural que permite realizar una union ATP-dependiente
entre los snRNAs y Sm “core” obteniendo un snRNP que, posteriormente, debera ser
importado al nucleo.
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Figura 4. Esquema del ensamblaje de snRNPs por el complejo SMN.
Reproducido de Matera and Wang, 2014

El snRNA es hipermetilado en su extremo 3’ por la trimetilguanosin sintetasa 1
(TGS1) formando una caperuza de trimetilguanosina (“TMG-cap”) que, junto con el Sm
“core”, sirven como marcadores de importacidon nuclear. Para esta importacion, las
snRNPs se unen al complejo de importacidon nuclear formado por las proteinas
“snurportin”y el receptor nuclear de importacién, importina-p. En este proceso también
interviene SMN a través de la interaccién con la importina-3, un proceso facilitado por
WRAP 53, proteina que también interviene en el trafico de SMN a través de los CBs
promoviendo la interaccion entre SMN y la coilina. Por lo tanto, SMN interviene tanto
en la biogénesis de las snRNPs en el citoplasma como en su importacién al nucleo (Liu
and Dreyfuss 1996, 1997).

17



El complejo SMN también esta involucrado en la biogénesis de la U7 snRNP
implicada en el procesamiento de los pre-mRNAs de las histonas (Marzluff et al., 2008).
El ensamblaje de las snRNPs U7 es homdlogo al del resto de snRNPs con una salvedad,
en este caso, en lugar de unirse a las proteinas Sm se unen a dos proteinas U7-
especificas (“Sm-like”) denominadas Lsm10 y Lsm11. Del mismo modo el complejo SMN
actua como chaperona permitiendo la unién entre U7 y las proteinas “Sm-like” que
permite la biogénesis de U7 snRNPs y con ello el procesamiento especifico del extremo
3’ de los pre-mRNAs de las histonas que son los Unicos pre-mRNAs que no experimentan
el “splicing” (Schumperli et al., 2004).

SMN interviene en otros procesos menos estudiados como el ensamblaje y
metabolismo de complejos formados por RNPs, como las pequefias RNPs nucleolares
(snoRNPs) que intervienen en la modificacién y procesamiento de los RNA ribosomales
en el nucléolo. Una expresion defectuosa o nula de SMN induce la acumulacidn anormal
de agregados de snoRNPs fuera del nucléolo. Asi, en pacientes con AME se produce este
fendmeno que se acompafia de un descenso de snoRNPs en los CBs, lo que se
correlaciona con una mayor severidad de la enfermedad (Renvoise et al., 2009). La
disfuncidn en la biogénesis de snoRNPs en la AME es consistente con las alteraciones
nucleolares de la biogénesis de rRNAs observadas en MNs de pacientes de AME y del
modelo murino SMNA7 de la enfermedad (Tapia et al., 2012, 2017). Para terminar,
existe un componente RNP de la telomerasa (TER, “telomerase RNA”), que pertenece al
grupo de las snoRNPs, cuya funcion consiste en aportar un molde de RNA para la sintesis
del DNA telomérico mediante la intervencidn de una transcriptasa inversa (sintetiza DNA
a partir del molde de RNA). La actividad coordinada de estos dos componentes de la
telomerasa (TER y transcriptasa inversa) es necesaria para el alargamiento del DNA
telomérico (secuencias repetidas de un hexanucleétido) que se produce en las células
troncales de la linea germinal que poseen una actividad ilimitada de replicacion. El
alargamiento telomérico compensa la pérdida de secuencias teldmericas que se
produce en cada ronda de division celular y es esencial para mantener la estabilidad de
los cromosomas.

Por lo tanto, SMN tiene un papel central en el ensamblaje de las RNPs y en el
splicing de los mRNAs que son los procesos que determinan una sintesis proteica
correcta. En este punto, se plantea una cuestion: si la deficiencia de SMN produce la
alteracion del splicing por qué en los individuos con AME no se ven afectados todos los
tipos celulares, si en todas las células se lleva a cabo el proceso de corte de los intrones
y empalme de los exones(“splicing”) del pre-mRNA. La respuesta podria encontrarse en
gue se ha demostrado que la reduccién en la sintesis de SMN no afecta a todos los
snRNPs porigual, sino que afecta preferentemente a U4atac / Ubatac, U5y U11 que son
los componentes del espliceosoma menor U12, cuya funcidn es el “splicing” de una
proporcién muy pequeiia pre-mRNAs, pero de gran importancia para la homeostasis de
las MNs (Lotti, 2012). Por otro lado, se ha observado que cuando se afectan snRNPs del
espliceosoma mayor se ve afectado en mayor medida el splicing de genes neuronales lo
gue hace a las MNs especialmente vulnerables (Zang, 2013).
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6.3. Participacion de la SMN en el ensamblaje molecular de los cuerpos nucleares de
Cajal (“Cajal Bodies”, CBs)

Los CBs son estructuras nucleares descubiertas por Cajal en las neuronas de los
mamiferos (Cajal, 1903; Lafarga et al. 2009, 2017). Presentan numerosos componentes
moleculares entre ellos coilina, SMN, fibrilarina nucleolar, snRNPs y snoRNPs, todos ellos
relacionados con el procesamiento de pre-rRNAs y pre-mRNAs. Ademas, contiene
también unas moléculas de RNA de pequefio tamafio propias de los CBs (scaRNAs)
(Matera and Wang, 2014). Su composicion, hace de los CBs estructuras nucleares
dependientes de transcripcion, de manera que el nimero de CBs que presenta una
célula se relaciona directamente con su actividad transcripcional y, por tanto, con la
demanda celular de procesamiento de pre-mRNAs y pre-rRNAs (Cioce et al., 1006;
Lafarga et al., 1991; Lafarga et al., 2017).

Como se ha visto en el apartado anterior, SMN interacciona con las proteinas
Gemin 2-8 y con la proteina Unrip para formar el complejo SMN que es esencial para la
sintesis de snRNPs. Asi, se ha comprobado que en el nucleo el complejo SMN se localiza
en los CBs, como parte de los snRNPs, y formando parte también de los GEMS. En 2017,
Tapia et al., realizaron un estudio en un modelo murino de AME en cuyas conclusiones
se postuld que la reduccion de SMN en las MNs implicaba la pérdida de las interacciones
entre los CBs y el nucleolo, asi como la disminucidn de los CBs candnicos, aquellos que
contienen las moléculas esenciales para su correcto funcionamiento. Otro hallazgo
importante fue la redistribucién de las moléculas de coilina. En lugar de concentrarse en
el CB vy distribuirse de manera difusa por el nucleoplasma, la coilina se relocalizaba
alrededor del nucleolo, formando “rosetas” perinucleolares desprovistas de SMN y
snRNPs, y dentro del nucleolo. Esta respuesta neuronal se acompafiaba de una
reorganizacion severa de los componentes nucleolares y la retenciéon de algunas
proteinas conjugadas con SUMO1 en cuerpos intranucleolares. En conjunto, estos
resultados reflejan una severa disfuncion de la maquinaria espliceosomal de biogénesis
de snRNPs, ademas de la alteracion del procesamiento de los rRNA dependiente de
snoRNPs. Por lo tanto, la disfuncidn de los CBs en las MNs de los sujetos con AME sugiere
gue SMN tiene un papel esencial no solo en la organizacién de la maquinaria del splicing
de los mRNAs sino también en la biogénesis de ribosomas y la sintesis de proteinas
(Tapia et al., 2017).

6.4. Funcion de la SMN en el transporte axonal de mRNAs

Gracias a la investigacidon con microscopia confocal y electrénica en ratones
control se ha podido visualizar SMN en dendritas y axones de las MNs de los cordones
espinales (Pagliardini et al., 2000). Ademas, se ha comprobado que la localizacién de
SMN varia en funcién del grado de maduracidn de las neuronas, de manera que durante
el desarrollo neuronal es fundamentalmente nuclear, mientras que en las neuronas
maduras SMN es mayormente citoplasmatica y axonal (Giavazzi et al., 2006).
Finalmente, hay que destacar que SMN también se encuentra en los conos de
crecimiento de MNs cultivadas y que la visualizacién en vivo de las neuronas ha
permitido observar un movimiento de SMN bidireccional a lo largo del axon.
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La presencia de SMN en los axones y dendritas de las MNs podria estar en
relacién con funciones ya conocidas como el splicing. Sin embargo, se ha comprobado
que, aunque SMN se localiza junto a proteinas del complejo SMN, como Gemin2, existe
un déficit de proteinas Sm en las neuritas distales y en los granulos axonales en los que
se encuentra SMN (Zhang et al., 2003). Ademas, se ha identificado una nueva proteina,
denominada neurocondrina, que es imprescindible para la localizacion de SMN en el
citoplasma, y en las MNs se ha visto que la neurocondrina no colocaliza con snRNPs. Por
lo tanto, la falta de proteinas Smy la ausencia de colocalizacidn entre la neurocondrina,
SMN y snRNPs indican que en los axones y las dendritas de las MNs SMN lleva a cabo
funciones diferentes al “splicing” de pre-mRNAs (Thompson et al., 2018).

La relacion entre SMN vy el trafico intracelular de sustancias se puede explicar a
través del sistema COPI, este es un entramado de vesiculas derivado del complejo de
Golgi, implicado en el trafico de vesiculas necesario para la maduracién y crecimiento
neuronal. SMN se une a la subunidad a-COP del sistema COPI y se ha comprobado que
la deplecion de o-COP altera la localizacion de SMN en los conos de crecimiento,
produciendo su acumulacién en la cara trans del aparato de Golgi. Por otro lado, a-COP
es esencial para la formacion de neuronas corticales primarias y MNs en modelos
murinos (NSC-34 cells) y a-COP junto con SMN son necesarias para el crecimiento
neuronal (Ting et al., 2012; Li et al., 2015; Custer et al., 2013). Colectivamente, estos
hallazgos apoyan la idea de que SMN tiene un papel fundamental en el trafico
intracelular de vesiculas necesario para la maduracion neuronal, crecimiento axonal y
establecimiento de la sinapsis neuromuscular.

También es conocida la interacciéon de SMN con la RNP nuclear heterogénea R
(hnRNP-R). Esta proteina se asocia al pre-mRNA en el nucleo y parece influir en su
procesamiento y posterior exportacién al citoplasma de los mRNAs maduros. En este
sentido, Rossol y su grupo de investigacion (2003) demostraron la colocalizacion de SMN
y hnRNP-R en el citoplasma de MNs cultivadas y observaron cdbmo en ratones con un
déficit de SMN existia una reduccion significativa del mRNA de la B-actina en los axones
y conos de crecimiento que afectaba al crecimiento axonal y a la formacién de las
sinapsis. Los autores proponen que el déficit en la expresion de SMN interfiere con la
exportacion nuclear de mRNAs maduros debido a la falta de asociacidon entre SMN vy
hnRNP-R. En los ratones con AME, es también destacable que la alteracién en el
transporte axonal de mRNAs no solo afecta a la B-actina, sino que existia una reduccién
del 50% de los transcritos de mRNA que deben traducirse en los conos de crecimiento
(Rossol et al., 2003).

Finalmente, SMN se relaciona con otras proteinas de uniéon al RNA (RBPs)
actuando como chaperona. Por un lado, en la unién entre las RBPs y los mRNAs, y por
otro, en la unién entre las RBPs y el citoesqueleto, lo que indirectamente implica que
SMN determina la localizacion de los transcritos de mRNA. Por ejemplo, es conocida la
interaccion entre SMN y IMP1, FMRP, FUS o HuD, esta ultima es una RBP que se expresa
solamente en las neuronas e interacciona con el mRNA, aumentando la tasa de
transcripcién e impulsando el crecimiento neuronal y con ello el desarrollo cerebral y la
plasticidad (Fallini et al., 2011; Fallini et al., 2014). Asi, en modelos de pez zebra con una
deleccién de SMN se ha observado una disminucién de HuD provoca el acortamiento de
los axones, asi como la limitacion del desarrollo neuronal.
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6.5. SMN y traduccidn

En el apartado anterior, se ha expuesto el papel de SMN en el trafico de mRNAs
a lo largo de los axones y las dendritas. El transporte de estos transcritos a través de la
neurona permite llevar a cabo un proceso de traduccion en localizaciones distales, que
facilita el recambio de proteinas a nivel local ante estimulos como, por ejemplo, el
aumento de actividad neuronal (Glock et al., 2017). Este proceso es fundamental para
un desarrollo neuronal correcto, de hecho, la desregulacion de la traduccidn local de
proteinas se asocia a enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de
Alzheimer (EA) y la Esclerosis Lateral Amiotrdéfica (ELA) (Donlin-Asp et al., 2017). Por lo
tanto, SMN no actua solamente facilitando la localizacion correcta de los mRNAs, sino
que interviene directamente en la traduccién de proteinas a nivel local. Ademas, el
transporte de mRNAs y la traduccién local estan relacionadas estrechamente, pues
recientes investigaciones han demostrado que en ratones con el gen SMN suprimido
existia una desregulacién en la traduccién a nivel local que se podia revertir con una
sobreexpresién de determinadas RBPs tales como HuD o IMP1 (Fallini et al., 2016). Por
otro lado, el ultrafraccionamiento de extractos celulares de MNs ha revelado la
asociacion de SMN con los polirribosomas, lo que supondria una implicacién directa de
SMN sobre la traduccion (Bernabo et al., 2017).

Por otro lado, SMN influye en la traduccion de proteinas a través de microRNAs
como miR-183, miR-96 o miR-182 que son microRNAs que se transcriben en “cluster” y
estdn asociados con un aumento de la proliferacién celular a través de la via mTOR. Esta
via actla como serina/treonina proteina quinasa regulando el crecimiento, la
proliferacién o la supervivencia celular. Asi, aquellas neuronas que presentaban una
reduccion del 50% de SMN mostraban un aumento de la expresién de miR-183 en las
dendritas, pero no en el soma neuronal, junto con una disminucién de la funcionalidad
de las proteinas de la via mTOR (Kye et al., 2014). Este efecto fue confirmado en un
ensayo con ratones Taiwaneses, en el que los fibroblastos de ratones con AME
presentaban una disminucién de la sintesis proteica, mientras que los fibroblastos de
ratones con AME en los que se habia inhibido la funcion de miR-183 recuperaban
parcialmente la sintesis proteica (Kye et al., 2014).

La relacion entre SMIN y la via mTOR ha sido estudiada también a través de la via
PTEN que constituye un regulador negativo de la via mTOR. De forma que la disminucion
de SMN en las MNs produce un crecimiento axonal anédmalo que da lugar a un fenotipo
de AME. Asi, si en estos ratones se induce una disfuncion de la via PTEN, se activa
indirectamente la via mTOR promoviendo la proliferacién y supervivencia celular
recuperandose clinicamente (Kye et al., 2014).

En definitiva, SMN tiene un papel crucial en la regulacién de la traduccién proteica a
través de diferentes mecanismos. En primer lugar, es fundamental en la localizacién de
MRNAs en el axdn, en segundo lugar, en la disponibilidad de unidades ribosomales para
la traduccidén a nivel local y, en tercer lugar, a través de la via mTOR. Estas funciones
posicionan a SMN en un papel central en relacion con el control del crecimiento y la
maduracién de las MNs. Por este motivo, las MNs son especialmente sensibles a la
pérdida de SMN y sufren alteraciones en su desarrollo antes que otros tipos celulares
(Chaytow and Huang et al., 2018).
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6.6. Contribucion de la SMN a la dindmica del citoesqueleto de actina

El citoesqueleto es una estructura crucial tanto para el mantenimiento de la
arquitectura celular, como para la sefializacidn y el transporte de moléculas en el interior
de la neurona. El transporte de vesiculas a través del citoesqueleto desde el soma hasta
los axones y dendritas permite la formacion de conos de crecimiento durante el
desarrollo neuronal. Asi, los defectos en el citoesqueleto se relacionan con numerosas
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la AME (Leterrier et al., 2017).

Como se ha descrito en apartados anteriores, SMN se localiza en las dendritas y
los conos de crecimiento y, ademas, modula la localizacién de B-actina dentro de estos,
lo que permitiria plantear la hipdtesis de que SMN tiene un papel en la regulacién de la
dinamica del citoesqueleto, y, particularmente, en la dinamica de la actina. Esta teoria
se ha podido comprobar a través de estudios en el pez cebra en los que se ha descrito
gue los peces con un déficit de SMN presentaban una disfuncién en la extension de
prolongaciones y crecimiento neural. Adema3s, la sobreexpresién de SMN en cultivos de
neuronas con un déficit de SMN permitia rescatar la normalidad del crecimiento
neuronal. Por lo tanto, SMN tendria un papel critico en el metabolismo de los
microfilamentos independiente de la biogénesis de snRNPs (van Bergeijk et al., 2007).

Por otro lado, se ha comprobado que durante el crecimiento de las neuritas y la
formacion de GEMS nucleares SMN colocaliza con la Profilina 2a. SMN se une a través
de sus residuos de prolina a la Profilina 2a regulando su actividad. La Profilina 2a es una
proteina de unidn a la actina, expresada fundamentalmente en el sistema nervioso, que
contribuye a regular la dinamica de la actina promoviendo su polimerizacion. Ademas,
la Profilina 2a es una diana de la proteina quinasa asociada a Rho (ROCK) que también
modula la dindmica de la actina (Schmandke and Strittmatter, 2007). De este modo, una
disminucion de SMN en las MNs de cultivo, resulta en un aumento de Profilina 2a libre;
por un lado, por un mecanismo de regulacién positiva y, por otro, por un aumento de
su disponibilidad al disminuir la proporcion de Profilina2 unida a SMN. Asi, el aumento
de Profilina 2a induce la activacidn de la via ROCK que promueve la desestabilizacién de
los microtubulos y la despolimerizacidon del citoesqueleto de actina. Dando a este
concepto un enfoque clinico, se ha observado que la inhibicién de la via ROCK en ratones
con AME se traduce en un incremento de su esperanza de vida y la mejoria de la clinica
muscular (Bowerman et al., 2007).

Otra molécularelevante es la PlexinaD1, se trata de una proteina que actia como
receptor y sefializador del crecimiento neuronal. De manera que se ha demostrado que
la pérdida de SMN resulta en una desregulacién del citoesqueleto de actina mediado
por la inhibicidn de la PlexinaD1. Estudios en ratones Taiwaneses demuestran que los
individuos con AME sufren una escision de la PlexinaD1 por metaloproteasas que resulta
en un cambio de funcién, de forma que la PlexinaD1 pasa de actuar como sefializador a
actuar como inhibidor de la sefalizacion contribuyendo al colapso de los conos de
crecimiento. Ademas, en estos casos se vio que los residuos de actina junto con la
PlexinaD1 formaban agregados patoldgicos en el interior de las neuronas, estos mismos
agregados se observan en otras enfermedades neurodegenerativas (Rademacher et al.,
2017).
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Es importante destacar que en relacidn con la dinamica de la actinay a través del
estudio de familiares con los mismos alelos de los genes SMN1 y SMIN2, pero una clinica
discordante, se ha descubierto el primer factor modificador genético que actia como
protector de la AME. Este factor es la Plastina 3 (PLS3) que estd implicada en la
formacion de nuevos axones a través del agrupamiento de residuos de F-actina. Asi, la
sobreexpresion de PLS3 en peces cebra carentes de SMN permite reestablecer el
crecimiento axonal y restaurar los defectos de la AME aumentando la esperanza de vida
del animal (Oprea et al., 2018).

Finalmente, existen otros roles de SMN relacionados con la regulacion de la
formacion de los microtubulos necesarios para el transporte de mRNAs, organelas y
proteinas desde el soma neuronal hacia la periferia celular. Como, por ejemplo, el papel
de la Estatmina que es una proteina que promueve la despolarizacion de los
microtubulos y la deficiencia de SMN resulta en un aumento de estay, por consiguiente,
la desestabilizacién de los microtubulos neuronales (Wen et al., 2010).

6.7. SMN y la via de endocitosis-autofagia

La endocitosis fue definida en 1936 por Christian de Duve (Cooper, 2017) como
el proceso mediante el cual las células eucariotas son capaces de captar macromoléculas
y particulas del medio circundante a través de un mecanismo en el que una porcion de
la membrana plasmatica rodea el material que se va a introducir en la célula y
posteriormente se invagina para formar una vesicula que contiene el material ingerido.

En lo que se refiere al sistema nervioso, la endocitosis es un proceso importante
en la senalizacién neuronal y el crecimiento del axéon y las dendritas. Pero, es
fundamental en la sinapsis -incluida en la unién neuromuscular (en lo sucesivo, NMJ) -
ya que permitira el reciclaje de las vesiculas sinapticas, proceso imprescindible para
desarrollar los ciclos de liberacién y recaptacion de neurotransmisores (Deinhardt and
Schiavo, 2005).

En un estudio realizado sobre el Caenorhabditis elegans se ha demostrado que
la disminucién de SMN induce la disfuncién del mecanismo de endocitosis, provocando
cambios estructurales y funcionales que afectan fundamentalmente a la NMJ. Estas
alteraciones se basaban en la reduccién de las vesiculas presinapticas y la aparicién de
unas cisternas elongadas sugestivas de una falta de maduracién de las vesiculas de
endocitosis, lo que se traducia en un descenso de la actividad de la NMJ por un
defectuoso sistema de reciclaje vesicular (Martinez-Hernandez et al., 2013).

La importancia de SMN en la endocitosis ha sido estudiada también a través de
la observacidn de dos procesos: primero, a través de la caracterizacion de las funciones
de PLS3 (plastina 3). En el estudio realizado con el modelo Taiwanés de ratén AME se
analizo la expresién de FMI-43, un marcador de vesiculas de endocitosis, en el musculo
esquelético demostrandose que habia una reduccion significativa de las vesiculas, que
podia revertirse con la sobreexpresion de PLS3 (Engqvist-Goldstein, 2003). Segundo, en
otra linea de investigacidon se demostro que la proteina de unién a F-actina, coronina 1C
(CORO1C) interacciona con PLS3 y su sobreexpresion también es capaz de revertir los
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efectos en la endocitosis promovidos por la deficiencia de SMN e incluso mejorar el
fenotipo de la enfermedad (Hosseinibarkooie et al., 2016).

Por otro lado, se ha descrito la importancia de SMN en la endocitosis a través del
estudio de un regulador negativo tanto de la endocitosis como del crecimiento neuronal
como es la proteina neuronal sensible al calcio neurocalcina delta (NCALD). Esta
proteina se localiza en los conos de crecimiento y en las zonas presinapticas de la NMJ.
Asi, en ausencia de calcio intracelular, la NCALD interactta con las moléculas de clatrina
impidiendo que éstas formen las vesiculas de endocitosis necesarias para el reciclaje de
neurotransmisores en los terminales sinapticos. Por el contrario, cuando los niveles de
calcio citosdlico son elevados, los neurotransmisores desplazan NCALD liberando las
moléculas de clatrina y permitiendo que formen las vesiculas de endocitosis. La relacion
entre este proceso y SMN reside en que se ha visto que bajos niveles de SMN inducen
una disminucién del flujo de calcio al interior de la neurona (Riessland et al., 2017).

En relacion con la autofagia, hay que recordar que es un proceso catabdlico,
altamente conservado, utilizado por las células para degradar macromoléculas como
agregados proteicos u organelas que ya no son requeridos para las funciones celulares
(Kaur and Debnath, 2015). En su transcurso se pueden establecer dos etapas, una
primera en la que una estructura con doble membrana, generalmente una cisterna del
reticulo endopldsmico es capaz de rodear complejos de macroméleculas y organelas
marcadas con una sefial de destino a la autofagia, dando lugar al autofagosoma. Y una
segunda etapa en la que el autofagosoma se une a los lisosomas para formar el
autolisosoma en el que se degradaran estos componentes. También hay que saber que
la autofagia es un mecanismo balanceado en el que la disminucidon de la expresion de
los genes relacionados con la autofagia promoveria el acimulo de proteinas no
deseadas, del mismo modo que el aumento de los autofagosomas y la actividad
autofagica podrian estar en relacidon con la muerte celular y, en ambos polos de la
balanza se ha visto que tiene un papel relevante SMN (Marifio et al., 2014). Asi, la
caracterizacion del papel de SMN se ha llevado a cabo a través de distintos estudios,
llegando a conclusiones, en algunos casos, contradictorias.

En primer lugar, se ha medido la expresidon de LC3-Il, un marcador molecular de
autofagia, y se ha comprobado cémo existe un aumento del nimero de autofagosomas
en las MNs con una disminucion de SMN en los modelos murinos Taiwanes y SMNA7 de
AME (Custer and Androphy, 2014). En segundo lugar, se ha medido la autofagia a través
de los niveles de p62/SQSTM1 -marcador del flujo autofagico-. Asi, se comprobd que en
ratones con AME y en la linea celular NSC-34 de MNs con bajos niveles de SMN habia
una sobreexpresion de p62 que indicaba la reduccién del flujo autofdgico. Es interesante
tener en cuenta que este fendmeno no se observaba en los ratones SMNA7 (Custer and
Androphy, 2014). Finalmente, la inhibicion de la protedlisis lisosomal con Bafilomicina
A1l (BafAl) en ratones con AME produce la acumulacion de LC3-1l y aumento de los
autofagolisosomas, sugiriendo la activacion de la autofagia (Custer and Androphy,
2014).

Finalmente, del mismo modo que SMN actua como factor regulador sobre la
autofagia, se podria decir que los moduladores de la autofagia pueden variar los niveles
de SMN. Asi, la rampamicina que es un inhibidor mTORC1 que se cree que aumenta la
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autofagia, produce un ascenso de los niveles de SMN. Del mismo modo, el aumento de
BafAl que, también activa la autofagia, podria disminuir los niveles de SMN
(Periyakaruppiah et al., 2016).

Figura 5. Representacion esquematica de las alteraciones de la dinamica del citoesqueleto y la
endocitosis ante la deficiencia de SMN. Tomado de Chaytow et al., 2018.

7. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS MIOFIBRAS ESQUELETICAS (FMEs)
7.1 Introduccidn al musculo esquelético

Existen dos tipos de musculo estriado, el musculo estriado cardiaco y el musculo
estriado esquelético. Mientras que el musculo cardiaco representa funcionalmente un
conjunto de células musculares autoestimulantes y no fatigables con un requerimiento
de energia intermedio, el musculo esquelético representa un conjunto de células
musculares voluntarias inervadas que se fatigan ante altos requerimientos de energia
(Mukund and Subramaniam, 2019). Analizando minuciosamente el musculo estriado
esquelético se puede apreciar la alta complejidad en composicidn, estructura y funcidn,
gue permiten llevar a cabo la contraccién.

Es importante entender el musculo estriado esquelético como una gran
estructura jerdrquica en la que todos los elementos trabajan en una misma direccidn,
ya que la actividad coordinada y precisa de cada uno de los elementos es esencial para
lograr un estado de salud muscular y su consiguiente actividad motora asociada. Por el
contrario, cualquier perturbacidn de la coordinacidn tiene como resultado la pérdida de
salud y funcién muscular dando lugar a una pérdida de miofibras que conlleva la
debilidad musculary, en algunos casos, la muerte (Mukund and Subramaniam, 2019).

La unidad estructural del musculo esquelético es la fibra muscular esquelética
(FME), que estd formada por un conjunto miofibrillas rodeadas de sarcoplasma vy
encerradas en una membrana celular o sarcolema. La visualizacién en secciones
longitudinales de estas miofibrillas es la que le da el aspecto estriado caracteristico al
musculo (Welsch, 2009). Posteriormente, un conjunto de FME paralelas se agrupan
formando un fasciculo y, finalmente, el conjunto de los fasciculos forma el tejido
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muscular. En esta organizacién secuencial del muisculo, existen también una serie de
envolturas de tejido conjuntivo que rodean las distintas capas. De forma que las FME
estan rodeadas por fibras de coldgeno tipo Il (fibras de reticulina), ademas de algunas
fibras de colageno tipo | y de la matriz extracelular que, en conjunto, forman el
endomisio. A su vez los fasciculos estan rodeados por un manguito de tejido conjuntivo
proveniente del epimisio denominado perimisio y el musculo entero esta envuelto por
el epimisio que es una capa de tejido conectivo denso que limita hacia fuera con la fascia
muscular (Kierszenbaum, 2012; Welsch, 2009).

7.2. Estructura general de la FME

Durante el desarrollo embrionario la fusion de mioblastos mononucleados
origina un miotubo multinucleado postmitético que, en una segunda etapa, se
diferenciara en una célula o fibra muscular de gran longitud (hasta varios centimetros)
y de entre 10 y 100 um de diametro que constituira la unidad funcional del musculo
esquelético (Kierszenbaum, 2012).

Estas fibras estan rodeadas por la [dmina basal que incluye las células satélites,
células troncales responsables de la regeneracion muscular. Sobre la lamina basal
inciden las terminaciones nerviosas de las fibras motoras que forman la unidén
neuromuscular o placa motora. El endomisio, en la proximidad de las FME, alberga una
red muy desarrollada de capilares sanguineos de la microcirculacion. La membrana
plasmatica o sarcolema delimita el citoplasma o sarcoplasma de la FME (Mukund and
Subramaniam, 2019; Kierszenbaum, 2012; Welsch, 2009).

Cada FME incluye un nimero variable de estructuras cilindricas, formadas por
miofilamentos, que discurren paralelas al eje longitudinal de la FME, las miofibrillas.
Estas miofibrillas estdn rodeadas por mitocondrias y por el reticulo sarcopldsmico que
constituye un sistema de cisternas de reticulo endoplasmico liso que almacena grandes
cantidades de Ca?*. Por otro lado, el sarcolema emite unas invaginaciones tubulares
hacia el sarcoplasma, denominadas tubulos transversos o tubulos T, que se acoplan
intimamente al reticulo sarcoplasmico de la FME. Asi, en un corte transversal de la FME
frecuentemente se observa el tubulo T rodeado de dos cisternas de reticulo
sarcopldsmico, una configuracién denominada triada. La asociacion de los tibulos T al
reticulo sarcopldsmico permite organizar una maquinaria contractil que transmita el
potencial de accidn desde el sarcolema a los sarcomeras (Kierszenbaum, 2012; Welsch,
2009).
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Figura 6. Representacion esquematica de la fibra del musculo esquelético. Reproducido de Mukund
and Subramaniam, 2019.

Las FME son células poliploides y multinucleadas de naturaleza sincitial,
formadas por la fusidon de los mioblastos. Pueden contener centenares de nucleos,
denominados mionucleos, de morfologia oval y 8-10um de longitud en el eje mayor,
localizados en la periferia celular, debajo del sarcolema, a lo largo de toda la longitud de
la FME. La densidad nuclear en las FME humanas se ha estimado que oscila entre 20 y
40 nucleos por milimetro de longitud (Welsch, 2009).

Otro elemento esencial es el sarcoplasma que constituye el citoplasma de la
FME. A diferencia de lo que ocurre en otros tipos de células, aproximadamente el 80%
del sarcoplasma esta ocupado por miofibrillas rodeadas de un gran numero de
mitocondrias, pues el requerimiento energético de las FME es muy elevado. De este
modo, las mitocondrias se disponen en paralelo al eje de las miofibrillas y formando
grandes agregados debajo del sarcolema (Kierszenbaum, 2012; Welsch, 2009).

7.3. La sarcomera como unidad estructural y funcional de contraccion

Como se ha descrito en el apartado anterior, las fibras musculares estdn
compuestas por decenas de miofibrillas que representan repeticiones de sarcomeros, la
unidad contractil basica del musculo estriado (Kierszenbaum, 2012). Los sarcémeros
estan formados por miofilamentos de actina y miosina que interaccionan entre si para
generar la fuerza de contraccion. De este modo, la disposicidn de los miofilamentos finos
(actina) y gruesos (miosina) es responsable del patrén en bandas que se observa al
estudiar las FME al microscopio 6ptico y electrénico (Kierszenbaum, 2012; Welsch,
2009).
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Analizando la estructura microscopica de las sarcémeras se distinguen con
relativa facilidad varias estructuras. En primer lugar, el disco Z -cuyo nombre proviene
de la palabra alemana zwischen que significa intermedio- constituye un andamiaje
transversal desde el que se extienden los filamentos finos de actina y que garantiza la
transmisién mecanica eficiente de la fuerza de contraccién (Mukund and Subramaniam,
2019; Kierszenbaum, 2012; Welsch, 2009). La parte de la miofibrilla que flanquea el
disco Z presenta Unicamente filamentos finos, de forma que al microscopio se ve como
una region electrolucida y se denomina banda I. En la parte mas central de la sarcémera
se ordenan los filamentos gruesos de miosina intercalados con los filamentos de actina,
lo que al microscopio se traduce en una gran region de coloraciéon oscura o
electrondensa llamada banda A (Kierszenbaum, 2012; Welsch, 2009). En el centro de la
banda A se localiza la banda H o banda de Hensen que es una region de menor
intensidad cromatica en la que solamente se presentan filamentos de miosina. Esta
banda tiene una peculiaridad y es que alberga la enzima creatina quinasa que es la
responsable de catalizar la conversion de ADP en el ATP necesaria para ejercer la
contraccion. Finalmente, recorriendo la linea media de la banda H, se presenta la linea
M donde se alinean las colas de las moléculas de miosina ensambladas lateralmente
(Kierszenbaum, 2012; Welsch, 2009).
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Figura 7. Representacion esquematica un sarcémero. Reproducido de Mukund and Subramaniam,
2019.

7.4. Organizacion de los miofilamentos en la sarcomera
Los filamentos finos

Los filamentos finos se corresponden con hebras de actina F que, a su vez, estdn
formadas por la unién de mondmeros globulares o actina G. El ensamblaje de unidades
de actina G se hace en disposicién cabeza-cola confiriendo polaridad al filamento
(Kierszenbaum, 2012). Ademas, los filamentos finos estan asociados con una gran
cantidad de proteinas que en conjunto forman parte esencial de la maquinaria de
contraccion (Mukund and Subramaniam, 2019). Entre ellas, hay que destacar la
troponina (TNN) que constituye un complejo integrado a su vez por tres proteinas: i)
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TNN-I, la subunidad inhibidora de la interaccidn entre la actina y la miosina, ii) TNN-C, la
subunidad de unidn al calcio y iii) TNN-T, el componente de unidén a la tropomiosina.
Otra proteina esencial es la tropomiosina formada por dos hélices a. que se extienden
sobre siete mondémeros de actina, permitiemndo estabilizar la actina. Ademas, la
tropomiosina actia como armazdn molecular de la unién entre la subunidad TNN-C del
complejo troponina y el filamento fino de actina (Mukund and Subramaniam, 2019;
Kierszenbaum, 2012). Finalmente, la actina interacciona con la nebulina, que se extiende
desde el disco Z hasta la banda H y sirve como molde molecular para determinar la
longitud de los filamentos de actina (Mukund and Subramaniam, 2019; Kierszenbaum,
2012).

Los filamentos gruesos

La miosina es el principal componente de los filamentos gruesos. Esta proteina
estd formada por dos cadenas polipeptidicas pesadas y cuatro cadenas ligeras, dos
reguladoras y dos esenciales. Cada cadena pesada forma una cabeza globular desde la
que se extiende una cola en forma de hélice a. que permite el autoensamblaje de mas
moléculas formando un filamento de gran tamafio, las dos colas polipeptidicas se
enrollan entre si. Finalmente, en la regidn entre la cabeza globular y la cola polipeptidica
-llamada cuello- se unen dos cadenas ligeras, una reguladora y otra esencial (Mukund
and Subramaniam, 2019; Kierszenbaum, 2012; Welsch, 2009). En cuanto a su funcion,
la miosina es simultdaneamente una proteina estructural (cola) y una enzima con
actividad ATPasa que hidroliza las moléculas de ATP para obtener la energia suficiente
para la contraccion (cabeza) (Mukund and Subramaniam, 2019).

Ademas, la miosina se asocia con otras proteinas, principalmente estructurales,
como las proteinas de unién a la miosina (MyBP) C y H de la linea M. Las MyBPs
contribuyen a la organizacidn precisa de la miosinay regulan la generacion de fuerza por
el complejo de actomiosina y estan en asociacion con la titina (Freiburg and Gautel,
1996). Esta ultima, es una proteina elastica de gran tamafio que se extiende a lo largo
de los filamentos gruesos hasta el disco Z, asegurando que se desarrollen fuerzas iguales
en ambas mitades de la banda A. También se sugiere que la titina actia como si se
tratase de una regla, que determina la longitud precisa de la sarcomera y conforme a
este pardmetro organiza los filamentos de miosina regulando asi la intensidad de la
contraccion sarcomérica (Wang and McClure, 1979).

Los discos Z

Los discos Z mantienen los filamentos de actina antiparalelos en una matriz
regular y permiten conectar los sarcémeros repetidos en una matriz lineal formando las
miofibrillas. Estas estructuras contienen una gran proporcion de las proteinas
sarcoméricas entre las que se incluyen desmina, titina, nebulina, miozeninas, miotilina,
y-filamina o y-actina. Sin embargo, la mas relevante es la a-actinina pues se trata de un
componente estructural y funcional esencial para el sarcobmero ya que media la
insercién de los filamentos finos de actina al disco Z (Mukund and Subramaniam, 2019).
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7.5. Bases moleculares de la contraccion muscular

A nivel molecular, la contraccion sarcomérica es un movimiento de las cabezas
de miosina sobre los filamentos de actina de manera que se produce un acortamiento
de la sarcoémera del 20-30%. A este mecanismo conceptualmente se le denomina Teoria
del deslizamiento. Durante este proceso, a pesar del acortamiento sarcomérico, la
longitud de los filamentos permanece invariable. Asi, los filamentos de actina se deslizan
sobre los de miosina hasta llegar al centro de la sarcdmera, pudiendo incluso
superponerse a los filamentos de actina contralaterales. Del mismo modo, las cadenas
de miosina se acercan hacia los discos Z. Este movimiento de deslizamiento de los
filamentos produce una disminucion del tamafio de la banda H y la banda I, mientras
qgue la longitud de la banda A permanece invariable (Kierszenbaum, 2012; Welsch,
2009).

Para que se produzca la contraccién muscular es necesaria la puesta en marcha
de una serie de procesos tanto bioquimicos como mecanicos. En primer lugar, el impulso
eléctrico que viaja por el axdn de las MNs permite la liberacidn de acetilcolina a la unién
neuromuscular como respuesta a un potencial de acciény, consecuentemente, produce
una sefal de excitacidn-contraccion. Esta sefial se propaga desde el sarcolema hacia los
tubulos T de la triada promoviendo la liberacion citosdlica de iones Ca?* almacenados
en el reticulo sarcoplasmico (Kierszenbaum, 2012). De este modo, tras la
despolarizaciéon aumenta la concentracidon de Ca?* libre en el citosol que se une a las
subunidades de TNN-C generando la sefal inicial para la contraccion miofibrilar y
generando cambios en las otras dos subunidades TNN-I y TNN-T. Los cambios
producidos sobre la troponina alteran su interaccién con la actina, liberando los sitios
de unidn para la miosina en los filamentos finos (Zot and Potter, 1987).

En este punto, la hidrdlisis del ATP en ADP+Pi, dependiente de la actividad
ATPasa de la miosina, permitira la transformacién de energia quimica en energia
mecdanica. Cuando el musculo esta en reposo, las moléculas de ATP unidas a la cabeza
de la miosina impiden que ésta se una a la actina. En cambio, en respuesta a la
despolarizacién del sarcolema, los sitios de unién de la miosina a los filamentos finos se
liberan y las moléculas de ATP unidas a la miosina son hidrolizadas en ADP+Pi (Welsch,
2009). En una segunda etapa, la liberacion de los Pi libres, permiten la unién de la
miosina a la actina mediada por una molécula de ADP. Posteriormente, la liberacién de
la molécula de ADP induce un movimiento de rotacion de 452 en las cabezas de la
miosina que permite una unidn muy estable entre la actina y la miosina, que se
corresponde con el estado de rigidez cadavérica. Este cambio de conformacion de la
miosina que provoca un movimiento de deslizamiento sobre la actina es también
conocido como golpe de fuerza. Por ultimo, al final del golpe de fuerza, la cabeza de
miosina libera la molécula de ADP y la intercambia por una molécula de ATP volviendo
a encontrarse a 902 respecto de la actina y recuperando asi su estado de rigor (Welsch,
2009; Mukund and Subramaniam, 2019).
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Figura 8. Eventos celulares subyacentes a la contraccion muscular. Reproducido de Mukund and
Subramaniam, 2019.

8. ALTERACIONES DE LAS MOTONEURONAS (MNs) EN LA AME

Las MNs del asta anterior de la médula espinal son la principal diana patogénica
en la AME. Entre las alteraciones encontradas destacan los cambios nucleares y de la
maquinaria citoplasmatica de sintesis de proteinas cuya presencia repercute
directamente sobre la funcionalidad neuronal. Atendiendo a los estudios realizados por
Tapiaetal. en 2012y 2017 en pacientes de AME tipo se analizard i) el analisis histoldgico
y cuantitativo de las MNs del asta anterior de la médula espinal, ii) la alteracién de los
CBsy la redistribucién de la coilina, iii) la reorganizacion del nucleolo en las MNs SMNA?7,
iv) alteraciones citoplasmaticas y v) sefiales de estrés celular.

8.1 Analisis histoldgico de las MNs del asta anterior de la médula espinal

En 2012 se realizdé un estudio en el que se compararon muestras de tejido
provenientes de un paciente con AME tipo |, cuyo genotipo revelaba la ausencia
homocigota de los exones 7 y 8 del gen SMN1 y Unicamente dos copias del gen SMN2,
con muestras de un paciente fallecido a los 3 meses de edad a causa de una neumonia
(Tapia et al., 2012). El andlisis histoldgico de las MNs del asta anterior de la médula
reveld una pérdida de MNs del 65% respecto al grupo control (Fig. 9 a, b). No solamente
se observa una reduccidon en numero, sino que la mayoria de las MNs restantes
presentaban una disrupcion severa de la maquinaria de sintesis proteica, un proceso
conocido como cromatolisis, acompafada del desplazamiento del nucleo celular a la
periferia de la MN.
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Por el contrario, en las MNs del grupo control los cuerpos de Nissl -agregados de
reticulo endopldsmico rugoso (RER) que constituyen la maquinaria de sintesis proteica-
presentan una distribucion rigurosamente normal (Fig. 9 d, e). En particular, el 38.7
4.5% de las MNs presentaba cromatolisis central y el 74 + 7.3% mostraba excentricidad
nuclear, mientas que en el grupo control no se detectaron ninguno de los dos
fendmenos (Fig. 9, Tabla 1). La reduccidn de los niveles de SMN en la médula espinal del
paciente con AME tipo | fue confirmada con Western blotting (Fig. 9 f) (Tapia et al.,
2012).

Control

Control

Table 1. Percentage of control and SMA motor neurons with chromatolysis and eccentric nuclei
No of motor neurons % Motor neurons with % Chromatolytic motor neurons

C SMA

SMN s e per 36x10‘um? chromatolysis with eccentric nuclei
. Control 37+£541 - -
factin [E— SMA 13 1.97* 38.7 +4.56 74.0£7.31

n=100 motor neurons
Values are mean £ SD
f ANOVA p<0.001. *p<0.001 when compared to control

Table 2. Distribution of CBs and nucleoli with coilin in control and SMA motor neurons

% Neurons with CBs large-size CBs/Neuron medium-size CBs/Neuron % Neurons with nucleolar coilin
coilin(+) & SMN(+) coilin(+) & SMN(+) coilin(+) & SMN(+)
Control 100 29+0.18 11.0+1.52 -
SMA 40.6 + 8.66™ 0.6 +0.14* 1.2 £0.58* 67.7 £ 6.67

n=100 motor neurons
Values are mean £ SD
ANOVA p<0.001. *p<0.001 when compared to control

Figura 9. Alteraciones de las MNs espinales en un paciente AME tipo I. Disociado de MNs tefiido
con ioduro de propidio (Pl) y analisis cuantitativo de la pérdida de MNs y de la respuesta de
cromatolisis y excentricidad nuclear. El Western blot ilustra la reduccién de los niveles de SMN en
comparacioén con el individuo. Control. Reproducido de Tapia et al., 2012.
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8.2 Alteracion de los CBs y redistribucion de la coilina

Tapia et al. (2012) demostraron en dobles marcajes para la coilina, un marcador
de los CBs, y ioduro de propidio (Pl) que Unicamente el 40% de las MNs del paciente con
AME tipo | presentaban CBs de gran tamanfo, estructuras que si estaban presentes en la
totalidad de las MNs control. Ademas, observaron que la colocalizacion de coilina y
SMN, caracteristica de los CB candnicos (funcionales), sélo aparecia en los CB de gran
tamafo, mientras que la mayoria de los CBs medianos y mini-CBs (91.7 £ 7.5%, media
SD) carecian de SMN. Estos mini-CBs estaban formados por un material amorfo positivo
para coilina, cuya aparicidon probablemente esta en relacidon con la imposibilidad de
formar CBs candnicos en las MNs de pacientes con AME por el déficit de SMN. Los
autores proponen que la deficiencia de SMN actia como factor limitante en el
ensamblaje de los CBs, provocando un descenso del nimero de CBs candnicos que debe
repercutir directamente sobre la eficiencia en el ensamblaje de snRNPs v,
consecuentemente, en el splicing de pre-mRNAs (Tapia et al., 2012).

Para profundizar en el analisis de las alteraciones nucleares en las MNs los
autores realizaron un estudio en un modelo murino de AME tipo |, el ratén SMNA7
(Tapia et al., 2017). Asi, demostraron que la reduccion de CBs candnicos se acompaiia
de una redistribucién de la coilina (Fig. 10 a, b) que se traduce en la formacién de
caperuzas perinucleolares de coilina, en el 87% de las MNs, mientras que el 10%
presentaba una localizacion intranucleolar de la coilina (Fig. 10 i) (Tapia et al., 2017). En
este mismo estudio, se realizé una co-tincion de coilina y SMN con el fin de comprobar
si la disrupcién de los CBs candnicos implicaba una pérdida de sus componentes
esenciales como SMN. Los resultados demostraron que en las MNs de los ratones
control SMN y coilina colocalizaban en los CBs ademads de mantener la tipica distribucién
citoplasmatica de SMN (Fig. 10 c-e). Sin embargo, SMN no estaba presente o se
detectaba muy débilmente tanto en el citoplasma como en las caperuzas
perinucleolares de coilina de las MNs de ratdn SMNA7 (Fig. 10 f-h). Por lo tanto, la
desaparicion de los CBs candnicos implica una redistribucion de la coilina formando
nuevas estructuras carentes de SMN. El estudio con RT-qPCR y Western botting demosto
que los ratones knockout para el gen murino Smn y con dos copias del gen humano
SMN2 presentaban una reduccidn severa de la concentracion de mRNA y proteina SMIN
en las MNs en comparacién con el grupo control. Curiosamente, a pesar de la
reorganizacion de la coilina en los ratones SMNA7 la concentracién neta de esta
proteina no mostraba diferencias entre el modelo con AME y el grupo control (Tapia et
al., 2017).
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Table 1. Percentage of MNs with coilin

distributed in alternative nuclear structures °g’= 15 *k %
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Figura 10. Hallazgos. Doble marcaje para coilinay IP (a, b) y coilina y SMN (c-h) en MNs control y
SMNd7. Andlisis cuantitativo de la proporcion de MNs portadoras de CBs canénicos. (J, k)
Determinacion por rt-gPCR y Western blotting de los niveles de SMN (mRNA y proteina) en ratones

controles y AME. Reproducido de Tapia et al., 2017.

Dado que el estado de metilacién de la coilina afecta al ensamblaje de los CBs
(Boisvert et al., 2002), Tapia et al. (2017) se plantearon analizar si el estado de metilacién
de la coilina influia en su reorganizacion nuclear en MNs SMNA?7Y. Para ello utilizaron el
anticuerpo monoclonal Y12, que reconoce la coilina dimetilada (Boisvert et al., 2002).
Asi, se demostré que en las MNs control la coilina estaba fuertemente dimetilada en los
CBs, mientras que estaba hipometilada en las caperuzas perinucleares y en el nucleolo
de las MNs SMINA7. Los autores concluyen que la hipometilacién de la coilina inducida
por la reduccion de los niveles de SMN podria afectar a la sefializacién nucleolar de la
coilina y con ello al ensamblaje de los CBs candnicos en las MNs SMNA7 (Tapia et al.,
2017).
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Desde el punto de vista funcional, se investigd cdmo la reorganizacion de la
coilinay SMN en los CBs de las MNs con AME podia afectar al reclutamiento de snRNPs
espliceosomales hacia estos cuerpos nucleares. Para ello Tapia et al. en 2012 emplearon
un doble inmunomarcaje para coilinay el complejo Sm de las snRNPs. En las MNs control
se presentaba la colocalizacidn tipica de coilina y proteinas del complejo Sm en los CBs
candnicos y los mini-CB. Por el contrario, en las MNs del paciente con AME Unicamente
los CBs de gran tamafio contenian coilina y proteinas Sm, mientras que los CBs de
mediano tamafio y los mini-CBs no concentraban las proteinas relacionadas con los
snRNPs (Tapia et al., 2012). Por lo tanto, la deplecién de los CBs candnicos, la
reorganizacion de la coilina y la alteracién de otros componentes esenciales en la
formacion y funcion de los CBs como las proteinas Sm, estaria directamente relacionado
con la alteracion de la biogénesis de las snRNPs requeridas para el ensamblaje del
espliceosoma, lo que desembocaria en la disfuncién del splicing (Tapia et al., 2012,
2017). Por otro lado, la disminucion de CBs candnicos en células cultivadas derivadas de
pacientes con AME se ha asociado a una reduccién del ensamblaje las snRNPs U4/U6-
U5 que constituye un paso fundamental en la maduracién de los componentes del
espliceosoma. Ademas, la velocidad de ensamblaje de las snRNPs es, aproximadamente,
10 veces mayor en los CBs que en el nucleoplasma (Machyba et al., 2013; Novonty et
al., 2011). Esto supone que la pérdida de CBs produce, por un lado, la reduccién de la
biosintesis de los componentes del espliceosoma, la disminucién en numero del
ensamblaje de estos y, al mismo tiempo, el enlentecimiento de este proceso cuando se
tiene que dar en el citoplasma; lo que explicaria la afectacién del splicing que se ve en
los pacientes con AME.

En definitiva, los CBs de las MNs son una diana fisiopatoldgica de la AME,
especialmente en el tipo I. La disfuncion dependiente de los CBs de la biogénesis de
snRNP y del splicing de pre-mRNA en estas MNs parece ser un componente esencial en
la patogénesis de la AME. Incluso, la relocalizacién nucleolar de la coilina que acompafia
la disrupcién de los CBs es un marcador fiable de una disfuncién neuronal severa en las
MNs de la AME tipo | (Tapia et al., 2012)

8.3 Reorganizacion del nucleolo en las MNs SMNA7

El nucleolo juega un papel fundamental en la biosintesis de ribosomas. En las
MNs de pacientes con AME la deplecidn de CBs provoca una alteracién de la interaccion
entre los CBs y el nucleolo, interfiriendo en la organizacion nucleolar y con ello en la
sintesis de ribosomas, lo que contribuye a la fisiopatologia propia de la AME (Tapia et
al., 2017). Para profundizar en la reorganizacién estructural, molecular y funcional del
nucleolo en las MNs SMNA7 Tapia et al. (2017) analizaron varios parametros
nucleolares. Se estudié la variacion del tamafio nuclear, pues es un pardmetro que se
relaciona con la actividad de sintesis y procesamiento de pre-rRNA (Berciano et al., 2007;
Lafarga et al., 1991). Asi, el andlisis morfométrico del diametro nucleolar en MNs tefiidas
con IP reveld un aumento significativo del diametro nucleolar en las MNs del ratén
SMNA7. La hipertrofia nucleolar fue muy relevante en fases avanzadas de la
enfermedad, incluso en aquellas MNs con una abundante cromatolisis central (Tapia et
al., 2017).

35



Otro aspecto estudiado fue la organizacidn de los componentes nucleolares. En
las neuronas de proyeccién, como son las MNs del asta anterior de la médula espinal, el
nucleolo presenta una estructura reticular compuesta por centros fibrilares (FCs) de
pequefio tamafo, rodeados por una envoltura de componente fibrilar denso (DFC),
masas irregulares de componente granular (GC) e intersticio nucleolar (Riancho et al.,
2014). El inmunomarcaje para la deteccién de UBF -que es un factor de transcripcién de
genes ribosomales y actla como marcador de los FCs neuronales- y el andlisis
ultraestructural permitié analizar la reorganizacion de los componentes del nucleolo.
Los nucléolos de las MNs SMNA7 vistos al microscopio electronico presentan una
reorganizacion del ratio FC/DFC, mostrando un aumento del tamarfio de los FCs junto
con la desorganizacién del DFCy la aparicion de masas irregulares de GC de gran tamafio
(Fig. 11 b, c) (Tapia et al., 2017). Por otro lado, la inmunotincidon con UBF reveld una
reduccién significativa tanto del nimero de FCs por nucleo como de la densidad de
agrupacién de los mismos, entendida ésta como el nimero de FCs/um? (Fig. 11 c, e, f).
Ademads, esos cambios se acompanaron de otras alteraciones como la segregacién de
acumulos de GC de gran tamano y la formacion de cavidades nucleolares que a menudo
contenian cuerpos intranuclolares electrodensos (INoB) (Fig. 11 b-d) (Tapia et al., 2017).

No. of FCs per nucleolus
Nucleolar density of FCs

oWT © SMNA7 oWT o SMNA7
e f

Figura 11. Alteraciones nucleolares en las motoneuronas del ratén AME. Mientras que el nucleolo
control (a) presenta una estructuras reticlar con numerosos FCs, en la AME se produce pérdida de
CFs, segregacion del GC (b, C) y formacidn de novo de cuerpos intranucleolares de agregacién de
proteinas (d). (e, f) Andlisis cuantitativo de la distribucién de FCs en MNs control y AME.

Tomado de Tapia et al., 2017.
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En relacidon con la actividad funcional del nucleolo tras la reorganizacién de sus
componentes, se estudid el impacto de las alteraciones nucleolares en la transcripciéon
de genes ribosomales, para ello se evalué la transcripcion a nivel ultraestructural
mediante el marcaje de las moléculas de RNA naciente con 5’-fluorouridina (5’-FU). En
las MNs de los modelos control, las particulas inmunomarcadas de 5’-FU se detectaban
fundamentalmente en los DFC que actin como sitios de transcripcién de genes
ribosomales, mientras que los FCs se presentaban libres de inmunomarcaje (Fig. 12 a,
b). Curiosamente, en las MNs del modelo SMNA7 la deteccién del 5’-FU se presentaba
fundamentalmente en los DFC mientras que los FCs permanecian silentes, lo que
traduce que la transcripcion a nivel nucleolar se encuentra preservada en las MNs
SMNAY7 (Tapia et al., 2017). Estos hallazgos no son suficientes para establecer la relacion
entre las alteraciones nucleolares y la sintesis y procesamiento de los pre-rRNA. Por ello
se determiné el nivel de expresidn de 45S pre-rRNA, precursores intermedios del 18S
rRNA (43S, 34S y 29S) y 18S rRNA maduro. Los resultados reflejaron que no habia
diferencias significativas en la concentracidn de 45S y precursores intermedios, pero si
existia un incremento de 18S rRNA maduro, lo que traduciria una retencién de esta
forma madura de rRNA en el nucleolo como consecuencia de las alteraciones
estructurales y funcionales (Tapia et al., 2017). Este hallazgo unido a la formacién de
INoBs, parece reflejar un mecanismo de retencién de rRNAs y proteinas nucleares como
consecuencia de las alteraciones nucleolares presentes en MNs SMNA7 (Tapia et al.,
2017). Por lo tanto, la organizacién de los CBs y del nucleolo se podria postular como un
indicador fiable del estado neuronal ante situaciones de neurodegeneracién. Del mismo
modo, la estimulacién de las funciones nucleolares y de los CBs podria ser una estrategia
terapéutica para paliar la disfuncion propia de las MNs degeneradas (Tapia et al., 2017).

8.4 Alteraciones citoplasmaticas de la maquinaria de sintesis proteica

Teniendo en cuenta que el nucléolo juega un papel fundamental en la biogénesis
de los ribosomas, se planted la posibilidad de que las alteraciones nucleolares
observadas en las MNs SMNA7 tuvieran una repercusion directa sobre la organizacién
estructural de la maquinaria de sintesis proteica de las MNs (Tapia et al., 2017). Para
ello se realizd en primer lugar una tincion de las MNs con hematoxilina-eosina y IP. De
manera similar a lo observado en las MNs del paciente con AME tipo | (Tapia et al. 2012),
las MNs del raton AME mostraron una pérdida importante de grumos de Nissl
(cromatolisis) y, en algunas neuronas, excentricidad nuclear, dos hallazgos
caracteristicos de la respuesta de las MNs espinales a la deficiencia de SMN (Tapia et al.,
2017).

También se planted el analisis ultraestructual de las MNs que permitié confirmar
la tipica disposicion de las cisternas planas del RER ordenadas en el espacio y, entre ellas,
numerosos polirribosomas libres en las MNs del ratén control. Por el contrario, las MNs
del ratén SMNA7 mostraban alteraciones del RER como la dilatacion de las cisternas,
que refleja el disbalance idnico, y la pérdida de ribosomas aasociados a las membras del
RER. También se observa el desensamblaje de los polirribosomas en monorribosomas
carentes de plantillas de mRNA que transcribir, lo que indica el bloqueo de la sintesis
proteica (Lafarga et al., 1997; Baltanas et al., 2011). Por lo tanto, las alteraciones
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nucleolares de las MNs del modelo murino SMNA7 estan directamente relacionadas con
una afectacidén severa de la maquinaria de sintesis proteica (Tapia et al., 2017)

8.5 Seiiales de estrés celular y degeneracion neuronal

La alteracién y pérdida de los CBs esta relacionada con multitud de sefiales de
estrés celular (Cioce et al., 2006; Baltanas et al., 2011). Por este motivo, se analizé el
comportamiento del activador 28y del proteasoma (PA28y) que es uno de los
responsables de la disrupcion de CBs en células cultivadas sometidas a radiacién UV-C
(Cioce et al., 2006). Asi, mientras PA28y estaba distribuido de forma uniforme por el
citoplasma y nucleoplasma de las MNs control (Fig. 12a-c), PA28y se localizaba junto a
la coilina en los CBs y en el nucléolo de las MNs SMNA?7 (Fig. 12d-f). Estos hallazgos
demuestran que los CBs de las MNs SMNA7Y tienen una activacién mayor de uno de los
componentes fundamentales del proteasoma, lo que podria explicar por qué via se
produce en la AME la degradacidn de algunos de los componentes esenciales de los CBs,
por ejemplo, SMN. Ademas, la colocalizacion de PA28y y coilina del mismo modo que se
produce en las células cultivadas sometidas a rayos UV-C se relaciona con la disrupcion
de los CBs, por lo tanto, aunque las funciones del pool de coilina de las MNs son
desconocidas, su acumulacion en el nucléolo parece ser un signo importante de
neurodegeneracion en la AME (Tapia et al., 2017).

Por otro lado, se investigd en qué medida estdn involucrados los cuerpos de
proteina de la leucemia promielocitica (cuerpos PML) en la neurodegeneracién causada
por la reduccion de SMN que ocurre en la AME. Los cuerpos PML son estructuras cuya
aparicion esta vinculada al estrés celular y que se pueden encontrar en otras
enfermedades neurodegenerativas (Villagra et al., 2004). En las MNs del paciente
control se podian encontrar numerosos cuerpos PML distribuidos por el nicleo vy
frecuentemente adyacentes a los CBs (Fig. 12 g-i). Por su parte, la neurodegeneracion
de las MNs del paciente AME tipo | se acompafiaba de un incremento del numero de
cuerpos PML por neurona (7.83 £ 0.71, en el control, vs 23.47 + 1.88, en el paciente AME
tipo 1) (Fig. 12 j-I). Asi mismo, hay que destacar que la asociacidn espacial entre los
cuerpos PML y los CBs, especialmente en relacién con los mini-CBs, estaba preservada
en las MNs del modelo AME (Fig. 12 1).

Teniendo en cuenta que la formacion de cuerpos PML esta inducida por la
presencia de daifio y estrés celular, se puede sugerir que su formacion es un sensor
dinamico de la integridad del DNA celular. Ademas de la proteina PML, otras proteinas
implicadas en la reparacion del DNA y componentes del proteasoma han sido localizadas
en los cuerpos PML (Lafarga et al., 2002) lo que sugiere una relacién entre los cuerpos
PMLy la degradacién de proteinas por la via proteasoma en las neuronas degeneradas
(Cho and Dreyfuss, 2010). Por lo tanto, el aumento del nimero de cuerpos PML podria
estar en relacidon con la activacion de la via ubiquitin-proteasoma, idea que iria en la
misma linea que los hallazgos localizados en el estudio de PA28y por Tapia et al. (2012).
Ambos resultados sugieren el aumento de degradacién de proteinas inestables por el
proteasoma, como podria ser la degradacion de la forma mutante de SMNA7, lo que
explicaria la escasa vida media de esta proteina trucada que es la responsable de la
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fisiopatologia de la AME (Tapia et al., 2017). Finalmente, Kwon et al. (2011) realizaron
un ensayo clinico donde administraban bortezomib, un inhibidor del proteasoma, en
modelos murinos de AME, comprobando en varios tejidos cdmo se producia un
incremento del nivel de SMN y demostrando la participacién del proteasoma en la
regulacion de los niveles de SMN.

Control | PA28y

Control | PML

Figura 12. Doble inmunomarcaje para coilinay PA28y y coilin and PML en MNs espinales humanas

de un paciente control (a-c; g-i) y AME tipo | (d-f; j-I) ilustrando la presencia del proteasoma

activador PA28y en los CBs y la proliferacion de PMLs en las MNs del paciente AME tipo I.
Tomado de Tapia et al., 2012.

9. ALTERACIONES DE LAS MIOFIBRAS ESQUELETICAS

La AME es una enfermedad en la que los pacientes presentan un cuadro de
hipotonia severa con debilidad y pardlisis muscular que frecuentemente conduce a la
muerte en las formas mads severas, como la tipo I. Por lo tanto, se puede afirmar que a
pesar de que SMN es una proteina ubicua, hay una afectacion preferente de las unidades
motoras, MNs y las FME que inervan, que produce una miopatia. Tradicionalmente, se
estipulaba que la degeneracion de las MNs causaba una miopatia neurogénica como
consecuencia de la denervacién de las FME (para revision, ver Dubowitz and Sewry,
2007). Sin embargo, en la actualidad se ha postulado que la denervacion de las miofibras
coexiste con una patologia muscular intrinseca causada por el déficit de SMN en las FME
(Walker et al., 2008; Berciano et al., 2020).
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En este apartado se analizaran todas aquellas estrategias patogénicas que dan
lugar a la miopatia atréfica de los pacientes con AME como son: i) el desarrollo de una
miopatia neurogénica por la degeneracion de las MNss, ii) la distribucién sarcomérica de
SMN en las FME, iii) las interacciones de SMN con otras proteinas sarcoméricas y iv) las
alteraciones en las FME derivadas de la disminucion de SMN.

9.1 Desarrollo de una miopatia neurogénica por la degeneracion de las MNs

Existen numerosos estudios en relacidn con la miopatia neurogénica causada por
la deficiencia de SMN en las MNs de pacientes con AME tipo I. La pérdida severa de MNs
del asta anterior en la AME tipo | ha sido demostrada en varios estudios (para revision,
ver Dubowitz and Sewry, 2007). En el estudio realizado por el grupo de Lafarga en un
pacinte de AME tipo | se indica una pérdida de a-MNs de aproximadamente el 70%
(Tapia et al., 2012; Berciano et al., 2020a). Ademads, las MNs no mostraban Unicamente
una reduccién en numero, sino que frecuentemente mostraban alteraciones
estructurales. Asi, las criosecciones transversales del asta anterior de la médula espinal
tefidas con ioduro de propidio de la muestra control, reflejaban la abundancia de MNs
de gran tamafio y desarrollo de la maquinaria de sintesis proteica, los grumos de Nissl.
Por el contrario, las muestras del paciente AME tipo | revelaban una severa reduccion
del nimero y tamafio de las MNs, asi como la disolucion de la maquinaria de sintesis
proteica, particularmente en la porcién central del soma neuronal, un fendmeno
conocido como “cromatolisis central” (Fig. 13 a, b) (Berciano et al., 2020a).

Por otro lado, a lo largo de la historia se ha ido estudiando la morfologia de las
FME en pacientes con AME tipo |. Dubowitz y Sewry (2007), en su libro sobre las
miopatias, conclyen que los pacientes con AME tipo | presentaban simultdaneamente
agrupaciones de fibras musculares atroficas y grupos mixtos con fibras musculares
hipertroficas y atroficas. Asi, las agrupaciones de FME muy atréficas resultan de la
denervacion producida por la degeneracidn de las MNs espinales y constituyen la base
celular de la miopatia neurogénica propiamente dicha. Y, al mismo tiempo, aparecen
grupos mixtos que combinan la presencia de fibras atréficas y fibras hipertréficas, estas
ultimas producidas como consecuencia de la poli-inervacién compensatoria de las FME
de unidades motoras cuyas MNs no han degenerado (Fig. 13 d) (Dubowitz and Sewry,
2007; Castillo-Iglesias et al., 2019; Berciano et al., 2020). Esta distribucién de las FME
contrasta con el tamafio regular de las miofibras de los fasciculos de individuos control
en las criosecciones transversales del musculo vastus medialis tefiidas con faloidina-
FITC, un marcador para la visualizacion de la actina polimerizada de los miofilamentos
finos (Fig. 13 ¢).

En definitiva, los cambios en la concentracién de SMN en las a-MNs del asta
anterior de la médula espinal inducen la pérdida de MNs, de forma que una gran
proporciéon de FME pierden su inervacidon motora desarrollando un patrén atréfico, al
igual que sucede en otras enfermedades neurodegenerativas como la ELA. Sin embargo,
una peculiaridad de la AME es la existencia de un patrén de distribucion bimodal del
tamafio de las FME pues se presentan agrupaciones mixtas en las que coexisten
miofibras atrdéficas (2 a 8 um de didametro) con miofibras hipertréficas (>20 um de
diametro) como consecuencia de la reinervacién (Castillo-lglesias et al., 2019; Berciano
et al., 2020a).
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Figura 13. Alteraciones de las MNs espinales y del musculo en la AME humana tipo I. A, B.
Criosecciones transversales del asta anterior de la médula espinal tefiidas con ioduro de propidio
(P1) de un individuo control (A) y un paciente AME tipo I. En la muestra control destaca la
abundancia de grandes MNs y el gran desarrollo de la maquinaria de sintesis de proteinas, los
grumos de Nissl, intensamente contrastados juntamente con el nucleolo con el Pl debido a su
enriguecimiento en RNAs (inset). En la muestra de AME tipo | se observa una severa reduccion de
MNs, asi como la disolucién de la maquinaria de sintesis de proteinas en el citoplaAME perinuclear
(cromatolisis central) (inset). C and D. Criosecciones transversales del musculo vastus medialis
tefiidas con faloidina-FITC para la visualizacién de la actina polimerizada de los filamentos finos de
un individuo control (C) y de un paciente AME tipo | (D). En la muestra control las FME estan
agrupadas en fasciculos y presentan un didmetro bastante regular. En la muestra AME tipo |
destaca la presencia de grupos de FME muy atroéficas, resultado de la denervaciéon producida por
la degeneracidn de las MNs espinales (miopatia neurogénica), y grupos mixtos que combinan la
presencia de fibras hipertréficas, producidas por la poliinervacién compensatoria, con fibras
atroficas. Tomado de Berciano et al., 2020.

9.2 Distribucion sarcomérica de SMN en las FME

Como se ha anticipado en apartados anteriores, la miopatia presente en los

individuos con AME no corresponde Unicamente a una alteracién de la inervacién
muscular, sino que se planted la posibilidad de que estos pacientes presentasen una
alteracion muscular intrinseca producida por la disminucion de SMN en las FME. Por lo
tanto, en primera instancia fue crucial determinar la posible localizacion de SMN en la

sarcomera.

Estudios realizados en miofibras de Drosophila demostraron la presencia de SMN

como proteina sarcomérica, asi, se localizaba tanto en la banda-I como en la banda-M
(Rajendra et al., 2007). Posteriormente, se determind su presencia en modelos murinos,
reclutandose SMN Unicamente en los discos-Z (Walker et al., 2008). Gracias a estos
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hallazgos en sarcdmeras animales se impulsé el estudio de la localizacién de SMN en las
sarcodmeras humanas. Berciano et al. (2020), utilizando dos anticuerpos distintos para la
deteccion de SMN con inmunofluorescencia, demostraron un patrén estriado de SMN
en secciones longitudinales de las FME. Por lo tanto, el complejo SMN debia estar
relacionado con los componentes estructurales sarcoméricos. Para correlacionar la
presencia de SMN con los distintos componentes de la sarcomera se realizaron
inmunomarcajes dobles de SMN y marcadores moleculares de a-actinina (disco-Z),
actina (banda-l), miosina (banda-A) y titina (banda-M) (Berciano et al., 2020a). Los
resultados demostraron la colocalizacidon de SMN con actina y titina, lo que implica que
el complejo SMN en las muestras humanas se encuentra en la banda-l y la banda-M.
Finalmente, destacar la presencia de SMN en forma de granulos fuertemente asociados
alos flancos del disco-Z, pero no formando parte estrictamente de él sino conformando
agrupaciones de SMN (Berciano et al., 2020a).

9.3 Interacciéon de SMN con otras proteinas sarcoméricas

De acuerdo con su localizacion en la sarcémera SMN interacciona con diversas
proteinas presentes en las FME. En primer lugar, SMN se localiza en la banda-M y, entre
las proteinas presentes en esta region, juega un papel especialmente importante la
titina. Esta proteina gigante (3-4 MDa aproximadamente) es considerada un elemento
esencial en el andamiaje de la FME, de manera que permite el mantenimiento de la
integridad de la sarcémera durante los ciclos de relajacion-contraccion (Agarkova et al.,
2005; Lange et al., 2019). Por lo tanto, la localizacién de SMN en la banda-M sugiere una
interaccion directa o indirecta entre SMN y la titina, de forma que SMN podria tener una
funcién esencial en el mantenimiento de la estructura de la banda-M. De hecho, en
fibras hipertréficas de pacientes con AME tipo | en las que la banda-M se encontraba
desestructurada debido a la formacidon de minisarcomeros, SMN tendia a relocalizarse
en el disco Z (Berciano et al., 2020a).

Del mismo modo que existe una relacién entre la SMN y la titina por su
localizacion en la banda-M, existe una interaccidn directa o indirecta entre la SMN y la
actina por su localizacién en la banda-Il. De esta forma, se podria relacionar la presencia
de SMN con el mantenimiento de la arquitectura de la sarcomera a través de su
interaccidn con el citoesqueleto de actina. De hecho, en las miofibras hipertréficas de
pacientes con AME que presentan un dafo focal o segmental la inmunotincién de SMIN
pierde su patrén estriado y se distribuye de manera difusa en aquellas localizaciones en
las que el citoesqueleto de actina se encuentra desestructurado, mientras se mantiene
el patréon normal de localizacion en las sarcomeras preservadas (Berciano et al., 2020).
Finalmente, la disfuncidn focal de la banda-l en los FME hipertréficas puede llegar a
causar una contracciéon excéntrica, debido a la desestructuracién de los filamentos de la
sarcomera, contribuyendo al desarrollo de la miopatia propia de la AME. Sin embargo,
esta alteracion local no se puede considerar un indicador especifico de la AME pues
también se ha descrito en biopsias de atletas sanos en cuyo entrenamiento tiene gran
relevancia los ejercicios de contraccién excéntrica (Newham et al., 1983).
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Para terminar con las interacciones con otras proteinas sarcoméricas, durante la
descripcion de la estructura de SMN se planted la existencia en el extremo C-terminal,
tras el dominio Tudor, de un dominio rico en prolinas que resultaba indispensable para
la interaccién entre SMN vy las profilinas. Estas ultimas, y en concreto la profilina2, son
proteinas esenciales para la regulacién dindmica de los filamentos de actina (Chaytaw
and Huang, 2018). De manera analoga a lo que sucede en las neuritas, en las FME la
SMN podria interaccionar con la profilina2 evitando su fosforilazion a través de la via
RhoA/ROCK y actuando como un regulador de la dindmica de polimerizacién de la actina
(Schmandke and Strittmatter, 2007). Por lo tanto, la disminucién de la concentracion de
SMN en el musculo impide la formacion de complejos SMN-profilina2, lo que resulta en
la hiperfosforilacion de la profilina2 y la regulacién anormal de la via RhoA/ROCK que se
traduce en una polimerizaciéon aberrante de la actina y con ello la alteracion de la
arquitectura sarcomérica, lo que podria contribuir a las lesiones focales o segmentales
presentes en las sarcomeras de individuos con AME tipo | (Hensel and Claus, 2018;
Berciano et al., 2020a).

En resumen, la localizacién de SMN en la banda-I| y la banda-M, asi como, sus
interacciones con la actina, titina y profilina2 sugiere la contribucion de SMN al
mantenimiento de la estructura de la sarcomera, especialmente en relacién con la
estructura del citoesqueleto y la dinamica de la actina (Berciano et al., 2020a).

9.4 Alteraciones de las FME derivadas de la disminucion de SMN

Para determinar si la disminucién de SMN en las FME estaba en relacion con las
alteraciones focales de las miofibras hipertroéficas Berciano et al. (2020a) realizaron
secciones longitudinales del musculo vastus medialis de individuos control y de un
paciente AME tipo I. Asi, en el corte semifino tefiido con azul de toluidina del control se
observa la estriacidn transversal tipica de bandas claras y oscuras propia de una
sarcomera integray, al microscopio electrdnico, se confirmd la perfecta organizacién de
los filamentos finos de actina en la banda-1 y de los fiamentos gruesos de miosina en la
banda A, asi como del disco-Z y la banda-M (Fig. 14 a, b). Por el contrario, las
criosecciones teinida con faloidina-FITC del musculo vastus medialis de un paciente con
AME tipo | revelaron una lesion focal transversal que, analizada en detalle mediante
microscopia electrdnica, consistia en una desestructuracién selectiva de los filamentos
finos de actina (Fig. 14 e) con alteracion severa de la estructura sarcomérica (Fig. 14 f).
Esta alteracion se acompafiaba de la severa desorganizacion de las bandas A e |, que
resultan irreconocibles, junto a la fragmentacion de los discos Z (Berciano et al., 2020).
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Figura 14. Alteraciones estructurales de las FME humanas de un paciente AME tipo I. (A, B) Corte
semifino tefiido con azul de toluidina y microscopia electrénica de secciones longitudinales de FME
de musculo vastus medialis de un individuo control. Destaca la tipica estriacidn transversal de
bandas claras (banda | con el disco Z) y oscuras (banda A) en el corte semifino (A). La microscopia
electrénica ilustra la tipica alineacién en paralelo de las miofibrillas en las que se identifica
claramente la banda | de filamentos finos de actina, el disco Z, la banda A de filamentos gruesos de
miosinay, en el medio de esta, la estrecha banda M (B). (C, D) Microscopia 6ptica de corte semifino
teflido con azul de toluidina (C) y crioseccion tefida con faloidina-FITC que ilustra una lesién focal
transversal (asteriscos) de una FME hipertréfica de un paciente AME tipo |. (E) Detalle de
microscopia electrénica de la lesidn focal que afecta selectivamente a la banda | de filamentos de
actina (asterisco). (F) Disrupcion severa de la estructura de las sarcémeras (asterisco) en una FME
hipertréfica del paciente AME tipo |. Nétese la severa desorganizacién de las bandas A e |, que son
irreconocibles, y la fragmentacion de los discos Z. Se observa una segunda FME con una
ultrastructura relativamente bien preservada en la que se identifican claramente la estructura de
las sarcdmeras con las bandas A e | y los discos Z. Tomado de Berciano et al., 2020.

Para reforzar la hipdtesis de que la existencia de alteraciones focales o
segmentarias en las fibras hipertroficas (no denervadas) del paciente AME tipo |
representa una respuesta intrinseca de las FME al déficit de SMN, el grupo de Lafarga
realizé un estudio en el modelo murino SMNA7 de AME que tiene niveles muy reducidos
de SMN en el musculo (Berciano et al., 2020b). Los autores utilizaron secciones
longitudinales de musculo tibialis anterior tefiidas con faloidina-FITC y contrastadas con
ioduro de propidio de los ratones control y AME. Mientras las FME control presentaban
la estructura tipica de la sarcémera con estriaciones transversales (Fig. 15 a), en las
fibras del modelo de AME se observaban concentraciones aberrantes focales de
filamentos de actina intensamente contrastados con la faloidina-FITC (Fig. 15 c). Con
microscopia electronica estas lesiones focales se caracterizaban por la severa
desestructuracidn de las sarcomeras con pérdida de filamentos gruesos y discos-Z junto
con la acumulacién de filamentos finos de actina (Berciano et al., en preparacién). Sin
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embargo, es destacable que las sarcémeras estaban preservadas en las zonas
adyacentes a la lesidon focal. En secciones transversales de las lesiones focales
frecuentemente habia una afectacion preferentemente de la porcién central de las
fibras, mientras que la estructura sarcomérica estaba mejor preservada en las regiones
subsarcolémicas (Fig. 15 d, e). Finalmente, hay que destacar que la pérdida de
miofilamentos gruesos y la acumulacion de filamentos finos en las lesiones focales o
segmentarias es consistente con una disfuncidn de la dindmica de polimerizacion de los
filamentos de actina, potencialmente dependiente de la hiperfosforilacion de la
profilina2 y de la desregulacién de la via RhoA/ROCK (Hensel and Claus, 2018; Berciano
et al, 2020a).

Control

Figura 15. Alteraciones de las FME en el modelo murino SMNA7 de AME tipo I. (A, B) Secciones
longitudinales del musculo tibialis anterior tefiidas con faloidina-FITC y contrastadas con ioduro de
propidio de un ratdn control (A) y AME (B). Mientras que en la muestra control las FME presentan
la tipica estriacidn transversal, en la muestra AME aparecen concentraciones focales de filamentos
de actina intensamente contrastados con la faloidina-FITC. (C) Detalle de microscopia electrénica
de la lesidn focal de una FME que ilustra la desestructuracién de las sarcomeras con pérdida de
filamentos gruesos y discos Z y acompafiada de la acumulacién de filamentos de actina. La
estructura de las sarcomeras esta preservada en las zonas adyacentes a la lesién focal. Nétese
también la acumulacién de miontcleos en la region. (D, E) Seccién transversal de una FME a nivel
de una lesidn focal que afecta preferentemente a la porcién central de la fibra, mientras la
estructura de las sarcomeras estd parcialmente preservada en la regién subsarcolémica. Destaca
en la zona de lesidn la pérdida de miofilamentos gruesos y la acumulacién de filamentos finos,
como se confirma en el inset de microscopia dptica que ilustra un area enriquecida en actina F e
intensamente tefiida con faloidina-FITC. (Cortesia de Berciano et al., manuscrito en preparacién).
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En definitiva, la reduccidon de los niveles de SMN en los individuos con AME tipo |,
y con ello la aparicién de miofibras hipertroficas, se asocia a la aparicion de lesiones
focales o segmentales en las que se observan alteraciones de la actina junto con otras
proteinas del citoesqueleto, asi como la formacidon de minisarcdmeras en las que SMN
se recluta a los discos-Z. Por lo tanto, la desestructuracidon de los componentes de la
sarcomera por deficiencia de SMN provocan una miopatia intrinseca y contribuyen a la
severidad de la miopatia neurogénica propia de la AME (Berciano et al., 2020a).

No se puede olvidar que la reduccion de SMN no solamente afecta a las miofibras
en relacion con la dinamica de la actina o la ordenaciéon de los componentes
estructurales de la sarcomera, sino que repercute directamente en otras funciones
cruciales para la homeostasis de las FME, pues, en definitiva, SMN es una proteina
esencial para la homeostasis celular. Asi, tal y como se describié en las MNs, SMN es una
proteina central en la biogénesis de los snRNPs espliceosomales, el procesamiento del
MRNA, el transporte de sustancias mediante endocitosis, la homeostasis mitocondrial y
el mantenimiento de la unidn neuromuscular (Matera and Wang, 2014; Singh et al.,
2017; Chaytow et al., 2018; Berciano et al., 2020b).

Por lo tanto, la deficiencia de SMN en las miofibras tiene un impacto directo sobre
la maquinaria de transcripcion y procesamiento del RNA que, unida a las alteraciones
estructurales de la sarcémera (especialmente de la dindmica de actina), puede inducir
el desarrollo de una miopatia intrinseca, SMN dependiente. Esta alteracion primaria de
las FME, junto con la denervacion secundaria a la degeneraciéon de a-MNs del asta
anterior, deben representar componentes esenciales en la patogénesis de la miopatia
de los pacientes con AME.
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