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RESUMEN / ABSTRACT

1. RESUMEN

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa que provoca la
pérdida progresiva de motoneuronas superiores e inferiores, conduciendo a la paralisis y
atrofia muscular y, en dltima instancia, al fallecimiento del paciente. Aunque los mecanismos
subyacentes no se comprenden completamente, se ha sugerido que la disfuncién
mitocondrial desempefia un papel crucial. Aunque numerosos estudios han investigado esta
alteracion en el sistema nervioso, se sabe menos acerca de cdmo afecta esta disfuncién a la

fisiologia del musculo esquelético.

El objetivo de este trabajo es estudiar la dinamica mitocondrial en el musculo esquelético del
modelo animal de ELA SOD1G93A, mecanismo que se encarga de mantener la morfologia y
funcionalidad de la red mitocondrial celular. Para ello, se estudio la expresion génicay proteica
de las principales moléculas involucradas en los mecanismos de la dindmica mitocondrial.
Ademas, se comprobaron a nivel transcriptémico la existencia de alteraciones musculares y

mitocondriales en el musculo esquelético del modelo.

Los resultados revelan una desregulacion de la dindmica mitocondrial y mostraron una
hiperactivacion de las moléculas responsables de la fisién mitocondrial en el musculo
esquelético del modelo de ELA SOD1G93A. Estos hallazgos sugieren que esta disfuncion
mitocondrial podria contribuir a la progresion de la enfermedad, empeorando la patogenia de
la ELA. Ademas, plantean la posibilidad de que la dindmica mitocondrial pueda ser un objetivo

terapéutico para el tratamiento de la enfermedad.
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease that causes progressive loss
of upper and lower motor neurons, leading to paralysis and muscle atrophy and, ultimately,
death. Although the underlying mechanisms are not fully understood, it has been suggested
that mitochondrial dysfunction plays a crucial role. Although numerous studies have
investigated this alteration in the nervous system, less is known about how this dysfunction

affects skeletal muscle physiology.

The aim of this work is to study the mitochondrial dynamics in skeletal muscle of the ALS
animal model SOD1G93A, a mechanism responsible for maintaining the morphology and
functionality of the cellular mitochondrial network. To this end, gene and protein expression
of the main molecules involved in the mechanisms of mitochondrial dynamics were studied.
In addition, the existence of muscular and mitochondrial alterations in the skeletal muscle of

the model was verified at the transcriptomic level.

The results reveal a dysregulation of mitochondrial dynamics and showed a hyperactivation
of the molecules responsible for mitochondrial fission in the skeletal muscle of the ALS model
SOD1G93A. These findings suggest that this mitochondrial dysfunction may contribute to
disease progression, worsening the pathogenesis of ALS. Furthermore, they raise the

possibility that mitochondrial dynamics may be a therapeutic target for disease treatment.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA)

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa descrita por
primera vez en 1869 por el neurdlogo francés Jean-Martin Charcot. Se considera una de las
enfermedades mds graves de la motoneurona y forma parte de las tres principales
enfermedades neurodegenerativas junto con el Alzheimer y el Parkinson. La ELA causa una
degeneracion progresiva y rapida del sistema neuronal motor y de la musculatura esquelética,
afectando tanto a las motoneuronas superiores como inferiores y causando un
endurecimiento de las columnas laterales de la médula espinal y una atrofia muscular
acompafiada de debilidad y fasciculaciones (1). Esta enfermedad suele progresar hasta causar
la muerte del paciente, generalmente debido a un fallo respiratorio, en una media de 3 a 5

anos desde el inicio de los sintomas.

La incidencia de la ELA en el mundo es de 1,75 por cada 100.000 personas por afio, siendo un
poco mas alta en hombres (2). En Europa la incidencia es de 2,20 casos por cada 100.000
individuos y la prevalencia es de 5,40 casos por cada 100.000 (3). A su vez, en la poblaciéon
espafiola, la incidencia es de 1 por cada 50.000 y la prevalencia de 1 por cada 100.000 (1). Esta
demostrado que la incidencia en la enfermedad es diferente segun el origen ancestral y la

zona geografica, debido a genes concretos y factores ambientales (3).
Etiologia

En cuanto a la etiologia, el 90-95 % de los casos de ELA son de causa desconocida y se
corresponden con la ELA espordadica (ELAe). Solo un 5-10 % se corresponden con la ELA

familiar (ELAf), que es hereditaria y se debe a mutaciones conocidas (4).

En 2013, se descubrié una de las causas genéticas mas frecuentes de la ELA familiar, que es
una expansion repetida en el gen C9orf72 ligado al cromosoma 9p21 (5). Hasta la fecha, se
han descrito mutaciones en al menos 22 genes relacionados con la ELA, siendo los mas
frecuentes C9orf72, el gen codificante para la superdxido dismutasa 1 (SOD1), FUS (fused in
sarcoma) y el gen que codifica para la proteina TAR de union a DNA/RNA (TARDBP/TDP43) (6).

La mutacion del gen de la SOD1 es responsable de aproximadamente el 20 % de los casos de

ELAf y resulta en un fallo en la funcidon de la enzima antioxidante citosdlica superodxido
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dismutasa 1 (SOD1), lo que a su vez provoca un aumento en los radicales libres téxicos para
las células. Pero no es la falta de actividad de la enzima la que causa la enfermedad, sino la
formacion de agregados, que afecta diversos procesos celulares (5, 6). El descubrimiento de
esta mutacion, que fue la primera descrita en la enfermedad, permitié el desarrollo del primer
modelo murino de ELA ratdn transgénico SOD1G93A, portador del gen humano SOD1 mutado
en el que la glicina 93 se ha cambiado por una alanina (9), expresando esta proteina mutada
en todos los tipos celulares, incluyendo en estos tanto neuronas como células musculares.
Estos ratones experimentan mecanismos patogénicos similares a los de la ELA en el ser
humano, que conducen al desarrollo de una neurodegeneracidén rapida y progresiva, aunque
existe cierta heterogeneidad en el fenotipo dependiente del nimero de copias del transgén,
del fondo genético de la cepa y del sexo del animal (8, 9, 10, 11). Se trata del modelo utilizado
en este trabajo y actualmente es el mejor caracterizado para estudiar la ELA in vivo, siendo
muy util en el estudio de la enfermedad y la busqueda de estrategias terapéuticas en humanos

debido a que desarrolla un fenotipo y patologia similares a los humanos (14).

Por otra parte, la etiologia de la ELA esporadica sigue siendo desconocida, aunque se han
identificado mutaciones en diferentes genes en pacientes con ELA esporadica y algunos de
ellos coinciden con la ELA familiar (15). La enfermedad se considera multifactorial, y cada vez
hay mas hipdtesis que apuntan a que la combinacion de distintos factores puede llevar al
desarrollo de esta. Ademas, se ha relacionado la ELA esporadica con la exposicidn a factores

ambientales de riesgo como el humo del tabaco y la exposicién a quimicos (16, 17, 18).
Patogenia

La pérdida selectiva y degeneracién de motoneuronas es la principal caracteristica patoldgica
de la ELA. Existen dos hipdtesis principales sobre el proceso de degeneracién de la
motoneurona en la ELA: la hipdtesis de "dying-forward", que propone que la ELA es
principalmente un trastorno de la neurona motora cortical (19) y la teoria de "dying-back",
gue sugiere que la degeneracién de las motoneuronas comienza distalmente y progresa hacia
el soma (20). Actualmente, la teoria de "dying-back" es aceptada por la comunidad cientifica
y como soporte a esta, se ha demostrado que la degeneracion temprana de la placa motora o
unién neuromuscular (NMJ) precede a la pérdida de neuronas en la médula espinal en ratones
transgénicos con la SOD1 humana mutada (21, 22). Aunque no se conocen los mecanismos

moleculares precisos que provocan la muerte de estas células, hay diversas hipdtesis, como

4
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alteraciones en el funcionamiento del RNA y en el procesamiento de proteinas andmalas,
excitotoxicidad, estrés oxidativo, alteraciones mitocondriales, activacién glial o

neuroinflamacion, y dafio en el transporte axonal (1, 23) .

Los mecanismos mas relevantes implicados en la patogenia de la ELA se muestran en la Figura

1. A continuacion, se describen brevemente:

- Excitotoxicidad mediada por glutamato:

El glutamato es el neurotransmisor mas importante del sistema nervioso central (SNC). Su
funcidn tras ser liberado consiste en la interaccidn con los receptores postsinapticos para
estimular la excitacion. Pero también es muy importante su recaptacion, mediante los
transportadores de recaptacién de glutamato, que eliminan el neurotransmisor para que
cesen los estimulos excitatorios (24). Si este mecanismo de recaptacién se encuentra alterado
puede producirse una excesiva estimulacion de los receptores de glutamato, produciendo una
lesién neuronal denominada excitotoxicidad. Esta lesidn cursa con una alteracion de la
homeostasis del calcio y las motoneuronas son especialmente sensibles a esta toxicidad

inducida por la entrada de calcio debido a la acumulacién excesiva de glutamato (25).

- Desregulacion de la homeostasis proteica:

La acumulacion de agregados proteicos y los defectos en las vias de degradacion proteica son
uno de los hallazgos mas importantes en la enfermedad. De los genes anteriormente
nombrados, SOD1 forma frecuentemente agregados proteicos intracelulares (26), mutaciones
en el gen TDP-43 también estan asociadas con la formacién de agregados proteicos
intracelulares (27), asi como las mutaciones en el gen FUS (28). Estas mutaciones conllevan la
traduccion de estas proteinas mal plegadas, con su consecuente agregacién y localizacion en

lugares celulares anormales.

- Dafio en el transporte axonal:

Este proceso, dependiente del ATP, es crucial para el transporte de componentes celulares
esenciales como RNA, proteinas y organulos, tanto a las terminaciones axonales como al soma
celular de las neuronas. Se han observado, en estadios tempranos de la ELA, alteraciones en
este transporte axonal (29), que parecen ser debidas a mutaciones en los genes codificantes

de proteinas involucradas en estos procesos (30).
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- Disfuncién mitocondrial:

La funcion de las mitocondrias es crucial para el mantenimiento celular: produccién de ATP,
homeostasis del calcio celular, participacion en el metabolismo intermediario, ademas de su
involucracién en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y en las vias
apoptéticas. Tienen asi especial importancia en las motoneuronas y en el musculo, los
principales afectados por la enfermedad, debido a la alta carga metabdlica que tienen y su
consecuente dependencia de la fosforilacidon oxidativa. Son, por ello, muy vulnerables a la
pérdida de funcion mitocondrial y esta disrupcion funcional puede conducir al fracaso
bioenergético, estrés oxidativo y apoptosis (31). Se han visto, tanto en pacientes como en
modelos de ELA, cambios morfoldgicos y funcionales de la mitocondria, como se describe en

profundidad mas adelante.

- Desregulacion del trafico endosomal:

La endocitosis es un proceso celular mediante el cual las células incorporan moléculas del
ambiente extracelular envolviéndolas en una invaginaciéon de la membrana plasmatica que
forma una vesicula intracelular. El transporte de estas vesiculas hasta su destino se denomina
trafico endosomal y se trata de un mecanismo complejo con diferentes organulos y factores
implicados (32). Algunos de los genes en los que se han encontrado mutaciones en pacientes
con ELA, como TDP43 y C9orf72, participan en la regulacién del trafico endosomal o su

mutacion da lugar a una alteracién en el trafico endosomal (33, 34).

- Procesamiento aberrante del RNA:

La patogénesis de la ELA se caracteriza por la alteracién del procesamiento del RNA mensajero
(mRNA). Cuatro de los genes que con mayor frecuencia presentan mutaciones en la ELA:
S0OD1, TARDBP, FUS y C9orf72, estan involucrados en diferentes procesos del metabolismo del
RNA, incluyendo la transcripcion, el transporte y la estabilizacién del RNA, el splicing
alternativo y la biogénesis de micro-RNA (miRNA) (35). Asi, estas mutaciones que se han
identificado en pacientes con ELA, provocan la disfuncidén de las proteinas que codifican y el

fallo en el procesamiento de los RNAs en los que estan implicados.

- Disfuncién en la reparaciéon DNA:
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El DNA se puede dafiar de diferentes formas, por ejemplo, debido a una excesiva produccion
de ROS, mecanismo al cual las neuronas son especialmente sensibles. Ademas, se han

identificado mutaciones en varios genes relacionados con la reparacion del DNA en la ELA (36).

- Estrés oxidativo:

Cuando se genera un desequilibrio entre la generacidn y los mecanismos de eliminacion de
radicales libres se produce estrés oxidativo, que puede generar dafos irreparables en la célula.
Se han detectado marcadores de dafio por radicales libres en pacientes de ELA (37), ademas
de haberse observado un incremento en los niveles de oxidacion de diferentes mRNA en el
modelo animal de ELA con la hSOD1 mutada (24). Ademas de causar dano directamente, el

estrés oxidativo actla promoviendo otros mecanismos que contribuyen al dafio celular.

- Neuroinflamacion:

Conforme avanza la enfermedad se ha visto una respuesta neuroprotectora caracterizada por
la activacion de la microglia, infiltracidn de linfocitos T y superproduccion de citoquinas (38)
gue pasa a ser citotdxica por la liberacion de factores téxicos como los ROS y citoquinas
proinflamatorias, causando dafo a la motoneurona (39).

Glial dysfunction  Oxidative stress Excitotoxicity
50D1, 505TM1

MNeuroinflammation Muscle

TBK1, OFTN, C9orf72,

UBOLN2 Dysregulated vesicle { - Ta

transport
SPG11, VABF ALSN2,
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-.f___ el e U " | |
s \ Ez A Mﬁy - pAL\ T
\ S R W2 _ 5
; = Impaired protein homeostasis

and ER stress

TIAL, DNAJC?, C9orf72, SQSTM1,
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Figura 1. Mecanismos patoldgicos y genes implicados en la ELA (40).
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Sintomatologia

Los rasgos cinicos caracteristicos de la ELA se resumen en una debilidad y atrofia muscular
progresiva. En cuanto a la duracion, suele ser bastante corta, de entre 2 y 5 afios después del
inicio de los sintomas para la mayoria de los pacientes, produciéndose el fallecimiento, en la
mayor parte de los casos, debido al fallo de los musculos respiratorios. La edad a la que se
manifiesta puede variar segun sea un caso de ELAe o ELAf, siendo la media de inicio de la
enfermedad de 56 y 46 anos, respectivamente. Aunque también se han descrito formas

juveniles e infantiles de la enfermedad, con un inicio mas temprano de los sintomas (1).

Los sintomas que presenta cada paciente dependen la region neuroldgica afectada. El inicio
de los sintomas suele presentarse en las extremidades en la mayoria de los pacientes, aunque
también hay casos que tienen un inicio bulbar o incluso primeros sintomas respiratorios.
Cuando se trata de un inicio bulbar los pacientes presentan disfagia y disartria, viéndose
afectadas la motoneurona superior y/o la inferior. En el inicio cervical, que esta asociado con
sintomas de las extremidades superiores, se ven afectadas las motoneuronas superiores y/o
inferiores. Y cuando se trata de un inicio lumbar, suele haber fasciculacidn y debilidad y est3

relacionado con las motoneuronas inferiores (16).
Diagndstico y pronadstico

El diagndstico de la esclerosis lateral amiotréfica es complicado debido a su heterogeneidad
en la presentacidn clinica y el solapamiento de los sintomas con otros trastornos neurolégicos,
lo que hace que el diagndstico definitivo se retrase notablemente tras el inicio de los sintomas.
El diagnodstico temprano de la enfermedad es de suma importancia ya que puede mejorar la
progresion de la enfermedad facilitando las intervenciones oportunas que puedan ralentizar

la progresion de la enfermedad (23).

No existe una prueba diagndstica especifica de la enfermedad por lo que el diagndstico se
basa en los datos clinicos y se confirma o descarta con pruebas complementarias como la
electromiografia, ademas de a base de exclusién de otras situaciones o enfermedades cuyos
sintomas solapan con la enfermedad. Asi, se han instaurado unos criterios internacionales, los
“Criterios de El Escorial” (1994), los cuales han sido revisados y modificados en los criterios de
“Airlie House” (2000) y de “Awaji-Shima” (2008) (41). Estos criterios clasifican el grado de

"certeza diagndstica” desde ELA posible, a probable, a definitiva; mediante evaluacién clinica,



ANTECEDENTES

en funcidn del numero de segmentos afectados combinados con hallazgos electrofisioldgicos.
Lo cierto es que el uso de estos criterios para el diagndstico pueden retrasarlo, ademas de
confundir a los pacientes y sus familias (42). Para corregir estas limitaciones, se han
reconsiderado los criterios para mejorar el diagndstico en las primeras fases de la enfermedad,
llegando a los criterios de “Gold Coast” (2015), que redefinen el diagndstico de la esclerosis
lateral amiotrofica (43). La adopcidn de estos criterios simplificados abandona las categorias
diagndsticas anteriores facilitando el diagndstico precoz y definitivo (44). En caso de presencia

de antecedentes familiares, se realizan analisis genéticos para confirmar una posible ELAf.

En cuanto al prondstico, también existe una falta de métodos que permitan predecir de
manera fiable el curso probable de la enfermedad. Clinicos e investigadores confian
actualmente en la revisidn de la puntuacién funcional para la esclerosis lateral amiotroéfica
(ALSFRS-R) (45), un sistema de puntuacién que mide el ritmo de progresién de la enfermedad,
aunque con muchas limitaciones, por lo que se estan introduciendo nuevos métodos como
sistemas de clasificacion o el sistema de supervivencia de ENCALS, que combina diversas

predicciones para definir diversos grupos de supervivencia (44, 46).

En definitiva, tanto el diagndstico como el prondstico actual se basa en una aproximacién
integrada basada en la historia clinica, examinacidn fisica y pruebas complementarias, con una
prueba genética en algunos casos. Asi, comprender el espectro de presentaciones clinicas y
solapamiento con otras enfermedades, combinado con el descubrimiento de nuevos métodos
diagnosticos y biomarcadores, que actualmente no existen validados para uso clinico,

agilizaria el diagnostico en un futuro.
Tratamiento

Aunque existen muchas teorias sobre la causa de la enfermedad, actualmente no hay cura
para la enfermedad de ELA y el tratamiento es solo paliativo. Aunque se han investigado
muchos farmacos, solo cuatro han sido aprobados hasta la fecha: riluzol, edaravone, tofersen
y relyvrio (47). El riluzol actia como antagonista del glutamato y puede prolongar la vida de
algunos pacientes hasta 2-3 meses. Edaravone, por otro lado, mejora la movilidad en algunos
pacientes, especialmente si se administra temprano en la enfermedad. Edaravone tiene un
efecto antioxidante al eliminar perodxidos lipidicos y radicales hidroxilos (16). Tofersen es un

oligonucleédtido antisentido que disminuye la sintesis de SOD1 y se usa para tratar ELA
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asociado con una mutacién en la SOD1 (48). Por ultimo, relyvrio es una combinacién de dos
farmacos que actuan bloqueando las sefales de estrés en las células, previniendo la muerte

de las células nerviosas (49).

Actualmente hay en curso diversos ensayos clinicos en los que se estan estudiando otras

terapias.

2.2. El musculo esquelético en la ELA

Todavia esta en debate si la enfermedad es exclusivamente consecuencia de la degeneracion
de la motoneurona o si, por el contrario, también contribuyen mecanismos patolégicos

procedentes del musculo esquelético u otros tejidos periféricos.

La hipotesis que explica esta degeneracidon y que actualmente esta aceptada por la comunidad
cientifica es la teoria de "dying-back", que sugiere un inicio de la degeneracion de las
motoneuronas en el terminal nervioso o en la placa motora y una progresién hacia el soma
(50, 51). Asi, la ELA se cataloga como una "axonopatia distal" donde, tanto en el modelo
SOD1G93A, como en casos clinicos humanos, la placa motora y el axén se ven afectados con
anterioridad a la pérdida significativa de cuerpos neuronales y el inicio de la atrofia muscular
(52). Cada vez hay mas estudios con modelos animales que evidencian que en los estadios
iniciales de la enfermedad empieza a haber defectos en la unién neuromuscular (52, 53, 54) y
gue la patologia avanza a lo largo de los axones hasta el cuerpo celular de la motoneurona
para finalizar con la muerte de ésta, de ahi el nombre “dying-back”. Esto se ha demostrado
con la expresidn de la proteina SOD1 mutada Unicamente en neuronas motoras, ya que no es
suficiente para causar sintomatologia tipica de la ELA (55) (56). Esto refleja la contribucién de
las células no neuronales, incluidas las células gliales y el musculo esquelético, a la
degeneracion de la motoneurona, en concordancia con numerosos estudios que indican que
las alteraciones en multiples tipos de células actiuan de forma sinérgica para exacerbar la
enfermedad (57). De ahi el importante papel que ejerce el musculo esquelético en esta
enfermedad, ya que es posible que defectos musculares intrinsecos en fases tempranas de la

enfermedad favorezcan o contribuyan a esta retraccion axonal.

Como se ha nombrado anteriormente, no se conocen los mecanismos moleculares que

provocan la muerte de las motoneuronas, pero si que hay diversas hipdtesis que sefialan a

10



ANTECEDENTES

alteraciones mitocondriales, alteraciones en el funcionamiento del RNA y en el procesamiento

de proteinas andmalas y estrés oxidativo, entre otros (22, 23, 30).

Cuando se habla de dafo y mantenimiento del musculo esquelético son clave las células
satélite musculares. Estas son las encargadas de, tras recibir sefiales del entorno como una
lesion, ejercicio fisico o denervacion muscular, salir del estado de quiescencia en el que se
encuentran y activarse, promoviendo su actividad miogénica que consiste en la proliferacion
y diferenciacidn para proporcionar la suficiente progenie de cara a una regeneracidon muscular
efectiva (58). En esta regeneracidon tienen gran importancia los conocidos como factores
reguladores miogénicos (MRFs), que se encargan de inducir la expresién de genes clave para
la diferenciacién muscular. Algunos de estos MRFs son la miogenina y el factor de
diferenciacién miogénica 1 (MyoD1) (59, 60). Otra proteina importante en la funcion,
regeneracién y sefializacion celular en el musculo es la integrina beta 1 (ITGB1), un receptor
transmembrana que desempeiia una funcion tanto estructural como reguladora en procesos
importantes para el musculo (61). Recientemente se ha descrito la proteina transmembrana
182, (TMEM182), regulada a nivel transcripcional por MyoD1, que retrasa la regeneracion
muscular regulando negativamente a la ITGB1 (62). A pesar de que los MRFs si que se han

estudiado en la ELA, se desconoce el papel de ITGB1 y de TMEM182 en esta enfermedad.

Desde hace tiempo se sabe que en el musculo esquelético de la ELA existe un deterioro de la
actividad de las células satélite y de su potencial miogénico. En concreto, en el modelo animal
SOD1G93A, nuestro grupo ha descrito que hay un aumento progresivo de los transcritos de
Pax7 y MRFs (MyoD1 y miogenina), genes indicadores de un daiflo muscular, en el musculo
esquelético (63). Ademads, en las células satélite de estos animales se observé una menor

capacidad proliferativa a partir de estadios presintomaticos de la enfermedad (64).

La elevada demanda energética necesaria tanto para la contraccién como para la
regeneraciéon muscular se satisface con la produccion de energia por parte de las
mitocondrias, que ocupan entre el 10y el 15 % del volumen de la fibra muscular (65). Ademas,
la disfuncidon mitocondrial en el musculo esquelético se ha relacionado con numerosas
enfermedades metabdlicas como la diabetes y la obesidad, asi como con el envejecimiento y

otras patologias musculares (66).
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2.3. Implicacion de la mitocondria en la ELA

En cuanto a alteraciones mitocondriales en la ELA, cada vez hay mas estudios que apuntan a
la disfuncién mitocondrial como un factor clave en la patogenia de esta enfermedad (67).
Diversos estudios han encontrado anomalias en la morfologia mitocondrial, la bioenergética,
la homeostasis del calcio, el transporte y la dinamica de los organulos tanto en tejido nervioso

como en musculo esquelético de pacientes con ELA (68, 69, 70, 71).

Ademas de su capacidad para producir ATP, las mitocondrias desempefan un papel esencial
en el metabolismo intermediario y en el mantenimiento de la homeostasis del calcio celular.
Las mitocondrias son también la principal fuente de ROS y estan involucradas en las vias
apoptoéticas intrinsecas. En consecuencia, la disfuncién mitocondrial puede conducir al fracaso
bioenergético, al estrés oxidativo y a la apoptosis (67). Se ha detectado una deficiencia de la
cadena respiratoria en pacientes con ELA y se sabe que un sistema de fosforilacién oxidativa
(OXPHOS) ineficiente puede generar ROS, que a su vez pueden dar lugar a estrés oxidativo y
deterioro de la funciéon mitocondrial (72). Ademas, se han observado cambios metabdlicos en
el musculo esquelético previos a los sintomas motores en la enfermedad, demostrando que
la alteracidn en el equilibrio energético desempefia un papel clave en la progresién de la ELA
(73). La mitocondria esta altamente implicada en este mantenimiento de la homeostasis
energética mediante diferentes mecanismos, entre otros, el ciclo de Randle, que regula la
obtencién de energia mediante el metabolismo de los acidos grasos y la glucosa en las células
(74). Un mecanismo clave en el ciclo de Randle es la inhibicién de la piruvato deshidrogenasa
(PDH) mediante la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK), que disminuye la glucdlisis en la
mitocondria y promueve la oxidacién de acidos grasos (75). Tanto en pacientes como en
modelos animales de ELA se ha visto un desequilibrio en esta regulacién que contribuye a esta

alteracién del metabolismo energético que existe en la enfermedad (76, 77).

La alta carga metabdlica de las motoneuronas y su consecuente dependencia de la
fosforilacion oxidativa las hacen particularmente vulnerables a la pérdida de la funcidn
mitocondrial. Tanto en pacientes como en modelos animales de ELA con la SOD1 humana
mutada se han observado cambios morfolégicos de la mitocondria, desencadenando un mal
funcionamiento de ésta (78). Por ejemplo, en modelos animales se han observado agregados
de SOD1 en el espacio intermembranoso de la mitocondria, lo que conlleva a una peor

captacién de proteinas (79). Ademas, también se han observado en pacientes y modelos
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animales defectos en la cadena respiratoria y fallos en el transporte axonal de mitocondrias
(80) (81). Por otro lado, también se ha visto comprometida la funcidn mitocondrial en casos

de ELA hereditaria con mutaciones en FUS y TDP43, asi como en casos de ELA esporadica (82).

En células extraidas de pacientes con ELA tanto el potencial de membrana mitocondrial como
la actividad de los complejos de la cadena respiratoria se encuentran disminuidos tras detectar
cambios en la morfologia mitocondrial. En el modelo de ratdn transgénico SOD1G93A y en
otros modelos celulares, cuando la morfologia mitocondrial es defectuosa, se observa una
disminucién de los niveles de ATP, una alteracion del Ca?* y un aumento de la generacién de

ROS (83).

Estos estudios sobre los defectos morfolégicos mitocondriales afectan directa o
indirectamente a la funcién mitocondrial y confirman la hipotesis de que en la ELA existe esta

disfuncion mitocondrial.

2.4. La dinamica mitocondrial en la ELA

Un proceso menos estudiado en la ELA es la dindmica mitocondrial. Las mitocondrias son
organulos morfolégicamente muy dinamicos que se remodelan constantemente mediante
procesos de fusion y fisién (Figura 2). El equilibrio entre estos dos procesos opuestos regula el
ndamero, tamafo y posicidon de las mitocondrias en el citoplasma, y se denomina "dinamica
mitocondrial" (84). Asi, se modula activamente la morfologia de las mitocondrias para crear
una red tubular, que sirve para responder a las necesidades bioenergéticas celulares y llevar
a cabo la amplia funcién mitocondrial, en coordinacién con el metabolismo y los mecanismos

de control de calidad.

La fision mitocondrial se caracteriza por la division de una mitocondria en dos mitocondrias
hijas, mientras que la fusion mitocondrial es la unién de dos mitocondrias dando lugar a una
unica mitocondria. La maquinaria central encargada de estos procesos son grandes proteinas
GTPasas que pertenecen a la familia de las dinaminas. Estas enzimas pueden oligomerizar y
cambiar de conformacién para promover la constriccidn, escisidn y/o fusion remodelando asi
la membrana mitocondrial para obtener diferentes morfologias en respuesta a diversas

sefiales (85).
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La fisién mitocondrial se lleva a cabo mediante el reclutamiento de la proteina GTPasa
relacionada con la Dinamina 1 (DRP1) en los sitios de constriccion mitocondrial por
adaptadores como el factor de fision mitocondrial (MFF), las proteinas de dinamica
mitocondrial (MID49/MID51) y a través de la proteina de fision 1 (FIS1). A este reclutamiento
le sucede la oligomerizacion de DRP1, que causa la constriccion de la membrana externa
mitocondrial y que conduce al reclutamiento de Dinamina 2 para terminar la escision de la
membrana. En cuanto a la constriccion de la membrana mitocondrial interna, se ha propuesto

como un proceso independiente regulado por la afluencia de calcio.

Por otra parte, la fusion mitocondrial es impulsada por las proteinas GTPasas de la membrana
externa, por la mitofusina (MFN) 1 y 2, que se encargan de la fusion de la membrana
mitocondrial externa, seguida de la fusién de la membrana interna, mediada por una proteina

gue se encuentra en dicha membrana, la atrofia éptica (OPA1) (86).

Fusion machinery Fission machinery

)
DRP1 @
\;“—f

Figura 2. Maquinaria implicada en la dindmica mitocondrial (adaptado de (84)). La fusidn se lleva a
cabo por interacciones entre MFN1 y MFN2 en la membrana externa mitocondrial y OPA1l en la
membrana interna mitocondrial. Para la fision, DRP1 se recluta en la membrana externa mitocondrial
mediante diferentes receptores como FIS1, MFF y MiD49/59 en sitios marcados por el reticulo

endoplasmatico (ER).
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Existen ademas otros factores involucrados en la regulacién de la dindmica mitocondrial como
la composicion lipidica de la membrana o modificaciones post-transcripcionales de los
componentes anteriormente nombrados. Una de las modificaciones post-transcripcionales
mas estudiada es la fosforilacion de Drp1l en el residuo 616, que activa la forma pro-fisién de

la proteina, estimulando la oligomerizacién de ésta e induciendo la fisién mitocondrial (87).

Una maquinaria de fision mitocondrial que funcione eficazmente permite la segregacion
adecuada de los componentes disfuncionales de la red mitocondrial y facilita su degradacién
a través de la autofagia (88, 89). Aunque una excesiva fision provoca la fragmentacion

mitocondrial, que generalmente se asocia a disfuncién metabdlica y enfermedad (Figura 3).

Por otro lado, y aunque todavia se encuentre en debate, una red mitocondrial fusionada
permitiria la distribucidon de componentes de la matriz y la estimulacién de la actividad
OXPHOS. La fusién mitocondrial confiere una estructura elongada y una fusion excesiva da
lugar a una red hiperfusionada, que sirve para contrarrestar las alteraciones metabdlicas,
preservar la integridad celular y proteger frente a la autofagia, por lo que esta asociada a

mecanismos de supervivencia celular (84, 90).

Asi, la desregulacién de estos procesos englobados como dindmica mitocondrial, pueden dar
lugar a una red fragmentada caracterizada por un gran numero de pequefas mitocondrias o

a una red hiperfusionada con mitocondrias alargadas y muy conectadas (86).

Estos diferentes estados morfolégicos mitocondriales se asocian a multiples condiciones
fisioldgicas y fisiopatoldgicas. De hecho, se han encontrado mutaciones patdgenas en los
genes correspondientes a la maquinaria de fisién (Drp1 (91), Dnm2 (92), MFF (93)), de fusién

(Mfn2 (94) y OPA1 (95, 96)) y otros factores involucrados en estos procesos.

En relacion a la dindmica mitocondrial y la ELA, se ha demostrado que hay una hiperactivacién
de la fisién mitocondrial mediada por la proteina DRP1 en fibroblastos de pacientes de ELA
familiar y en cultivos celulares de motoneuronas (97). Ademas, en el modelo animal
SOD1G93A también se ha observado que la expresién proteica de DRP1 fosforilado esta
disminuida en la médula espinal (98), lo que sugiere que la dinamica mitocondrial estd

alterada en el tejido nervioso.
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Spectrum of mitochondrial morphologies

Hyperfused Tubular Short tubes Fragmented

Fission
—_—
{_
Fusion
Mutrient withdrawal Nutrient excess
Mild stress Severe stress and cell death
Increased OXPHOS Impaired OXPHOS

Figura 3. Conexion del metabolismo con la morfologia mitocondrial (84). OXPHOS: fosforilacion

oxidativa.

Sin embargo, apenas se ha estudiado este proceso en el musculo esquelético en esta
enfermedad, tan solo un unico estudio llevado a cabo en el modelo animal SOD1G93A ha
observado que la dinamica mitocondrial esta alterada antes de que se desarrollen los signos

clinicos de la enfermedad (99).

Por otro lado, en relacién con el musculo esquelético y la dinamica mitocondrial, hay un
estudio reciente que demuestra que el proceso de fision mitocondrial en este tejido es
indispensable para proporcionar suficiente cantidad de células satélite durante el proceso de
regeneraciéon muscular, a través de dos procesos principales: la fosforilacion oxidativa
mitocondrial y la mitofagia (88). En este mismo estudio se ha observado que cuando se
produce una lesion en el musculo esquelético existen ciertos escenarios en los cuales el
proceso de fisidn mitocondrial no funciona adecuadamente y, en consecuencia, es incapaz de
inducir la proliferacidon de las células satélite musculares para que puedan reparar ese daiio
en el musculo. Este trabajo ha demostrado que este mecanismo falla en el envejecimiento, y

apunta a enfermedades como la sarcopenia.
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En resumen, la dinamica mitocondrial en la ELA se ha estudiado ampliamente en tejido
nervioso (97, 100, 101), pero apenas se conoce como se encuentra dicho mecanismo en el
musculo esquelético ni tampoco se ha estudiado su posible papel en la proliferacidon de las
células satélite musculares. Por ello, en este trabajo se pretende realizar una primera
aproximacion para caracterizar los procesos de fusion y fision mitocondrial en el musculo
esquelético del modelo animal SOD1G93A con el fin de averiguar si la alteracion de dicho

proceso tiene alguna implicacién en la ELA.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dado que en la ELA existe una disfuncién mitocondrial, asi como una atrofia muscular
progresiva en la cual las células satélite musculares estan alteradas, es posible que la
alteracion de la dinamica mitocondrial en el musculo pueda estar influyendo en Ia
regeneracién muscular del musculo dafiado. De confirmarse dicha hipétesis, la modulacion de

este mecanismo podria convertirse en una diana terapéutica para esta enfermedad.

Por tanto, el objetivo general de este trabajo fin de master es estudiar los mecanismos de la
fusiony la fision mitocondrial en el musculo esquelético en el modelo animal SOD1G93A. Para

conseguir este objetivo general, se llevaron a cabo los siguientes objetivos especificos:

1. Confirmar a nivel transcripcional que existe una alteracién en los factores reguladores
miogénicos (MRFs) asi como en la regulaciéon de la funcién mitocondrial en el musculo

esquelético del modelo animal SOD1G93A.

2. Evaluar la modificacién de la fusion y fision mitocondrial en el musculo esquelético de

animales SOD1G93A respecto a sus controles.

3. Determinar la modificacion de las moléculas clave relacionadas con la dindmica
mitocondrial en el musculo esquelético del modelo animal SOD1G93A a lo largo de la

enfermedad.
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4. METODOLOGIA

4.1. Modelo animal

El modelo animal empleado ha sido el raton transgénico SOD1G93A de alta copia, que
sobreexpresa la superdxido dismutasa 1 humana (hSOD1) mutada, con un cambio de glicina
por alanina en el codén 93; con fondo genético de la cepa B6SJL (B6SJL-Tg (SOD1G93A)1 Gur/))
proveniente de la casa comercial The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Se utilizaron
ratones hemicigéticos SOD1G93A en los siguientes dias de vida: 40 dias (P40), que coincide
con el estadio presintomatico de la enfermedad y 120 dias (P120), edad correspondiente al
estadio terminal. También se utilizaron ratones homocigotos sin el transgén en las mismas

edades, siendo estos los empleados como controles o wildtype (WT).

Para el disefio experimental se considerd que en cada grupo hubiera hermanos de camada, y

se balancearon los sexos para tener en cuenta el posible sesgo en funcion del sexo.

Los animales fueron alojados en el animalario del Centro de Investigacion Biomédica de
Aragdn (CIBA). Se siguieron las directrices del RD 53/2013, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, y que transpone la directiva europea 2010/63/UE. Ademads, todos los
procedimientos llevados a cabo han sido aprobados por el Comité Etico para Animales de

Experimentacion de la Universidad de Zaragoza (P146/22).

4.2. Extraccion y cuantificacion de RNA

Se realizd la extraccion del RNA del cuadriceps del modelo animal SOD1G93A y sus controles.
Cada muestra de tejido se dividié en dos partes iguales. La primera mitad de las muestras, que
se empled para la extraccion de RNA, procedia de ratones WT de 40 dias (n = 8) y de 120 dias
de edad (n = 8); y ratones SOD1G93A de 40 dias (n = 8) y de 120 dias (n = 8). Para llevar a cabo
la extraccion, el tejido almacenado y congelado a -80 °C, se afiadid a un tubo con el reactivo
TRIzol Reagent (Ambion). Posteriormente se disgregd en un aparato: Tissue Lyser LT (Qiagen),
gue lisa el tejido hasta quedar homogeneizado con el trizol. A continuacion, se extrajo el RNA
usando el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research Corp.), siguiendo el protocolo de la

casa comercial. Finalizada la extraccién, se cuantificé la concentracion de RNA en cada
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muestra y de la calidad de estas (Abs260/Abs230 y Abs260/Abs280) usando el
espectrofotémetro Nanodrop NS-1000 (Thermo Scientific). Los datos de la concentracion de

RNA 'y su calidad en cada muestra se recogen en la Tabla S1.

4.3. Sintesis de DNA complementario

Para la sintesis del DNA complementario (cDNA), a partir del RNA extraido, se realizé una
retrotranscripcion de RNA (RT-PCR). Se tomé el volumen correspondiente para partir de 500
ng de RNA de cada muestra. Ademas, algunas muestras se retrotranscribieron por duplicado
para usarlas en la optimizacién de los primers. Para la RT-PCR se emple6 el kit gScript™ cDNA
SuperMix (Quanta BioScience, Inc.) siguiendo el protocolo de la casa comercial. Se usé el
termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) con un programa que se basa en una
fase inicial de 5 minutos a 25 °C, luego una de 30 minutos a 42 °C y una ultima de 5 minutos a

85 °C. El cDNA se almacend a -20 °C hasta su uso.

4.4. Optimizacion de primers

Se evalud la eficiencia de los primers de cara a realizar la PCR cuantitativa (qPCR). Para ello se
hicieron diluciones seriadas de las muestras de cDNA que estaban por duplicado para usarlas
como molde para la gPCR. Con los resultados del Ct (ciclo umbral) de la amplificacién de estas
muestras se calculd la eficiencia para cada pareja de primers (102). Los datos de los primers y
su eficiencia se recogen en la Tabla 1 y las graficas para la evaluacién de la eficiencia en la

Figura S1.

4.5. PCR cuantitativa (qPCR)

En el cDNA se estudid la expresion de los genes recogidos en la Tabla X mediante gPCR, técnica
para la cuantificacion del cDNA del gen de interés en una muestra. Para la cuantificacion del
DNA se usé el colorante SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific™), que se une
especificamente a los acidos nucleicos de cadena doble y emite una sefial de fluorescencia
cuando se expone a la luz en una longitud de onda especifica, dando una sefial directamente
proporcional a la cantidad de DNA amplificado. La reaccién se llevé a cabo en un volumen final

de 10 pL, compuesto por 5 uL de SYBR Green qPCR Master Mix, 0,2 uL del cebador directo,
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0,2 puL del cebador reverso, 2,6 pL de agua y 2 puL de cDNA diluido 1:10. Las reacciones se
llevaron a cabo en el aparato Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems Inc.).
Los resultados se normalizaron con el gen housekeeping Gapdh y se analizaron con el método

20220 (102),

Las condiciones del termociclado fueron las siguientes: una primera fase mantenida de 20
segundos a 95 °C, luego 40 ciclos de 3 segundos a 95 °Cy 30 segundos a 60 °C. Los valores de
Ct se normalizaron con los valores Ct del Gapdh, obteniendo ACt, y estos valores se

compararon entre muestras en el analisis estadistico.

Tabla 1. Secuencias y eficiencia de los primers usados para la gPCR.

Simbolo del Secuencia (5’ a 3’) Eficiencia (%)

gen

Drp1 (F) GCGCTGATCCCGCGTCAT 103,75
(R) CCGCACCCACTGTGTTGA

Mfn1 (F) CCAGGTACAGATGTCACCACAG 108,44
(R) TTGGAGAGCCGCTCATTCACCT

Mfn2 (F) GTGGAATACGCCAGTGAGAAGC 103,16
(R) CAACTTGCTGGCACAGATGAGC

Pdk1 (F) TTACTCAGTGGAACACCGCC 107,78
(R) GTTTATCCCCCGATTCAGGT

Pdk2 (F) GAAGAATGCGTCCCTGGCAG 112,19
(R) GGTTCCGGATGGTGACCAGG

Pdk3 (F) TCCTGGACTTCGGAAGGGATA 83,26
(R) GAAGGGCGGTTCAACAAGTTA

Pdk4 (F) CCCGCTGTCCATGAAGCAGC 96,23
(R) CCAATGTGGCTTGGGTTTCC

Tmem182 (F) TCAGTGGCGTTGTGGA 124,23
(R) GGAGTCGTAGGAGGTGG

MyoD1 (F) CGAGCACTACAGTTGGCGACTAAGAT 82,71
(R) GCTCCACTATGCTGGACAGGCAGT

MyoG (F) CCATCCAGTACATTGAGCGCCTACA 85,99
(R) ACGATGGACGTAAGGGAGTGCAGAT

Itgb1 (F) TTCAGACTTCCGCATTGGCT 116,97
(R) CAGCCAATCAGCGATCCACA

Opal (F) TCTCAGCCTTGCTGTGTCAGAC 88,79
(R) TTCCGTCTCTAGGTTAAAGCGCG

Gapdh (F) AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 93,25

(R) GGGGTCGTTGATGGCAACA

Drp1: dynamin related protein 1, Mfn: mitofusina, Pdk: piruvato deshidrogenasa kinasa ,
Tmem182: proteina transmembrana 182, MyoD: factor de diferenciacion miogénica 1, MyoG:
miogenina 1, Itgb1: subunidad beta 1 de la integrina , Opal: optic atrophy 1, Gapdh:
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
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4.6. Extraccion y cuantificacidon de proteina

Se realizd la extraccidn de proteina del cuadriceps del modelo animal SOD1G93A y sus
controles. Para ello se uso la segunda mitad de las muestras de cuddriceps, en concreto de
ratones WT de 40 dias (n = 4) y de 120 dias (n = 4); y ratones SOD1G93A de 40 dias (n=4) y
de 120 dias (n = 4). Para llevar a cabo la extraccidn, el tejido almacenado y congelado a -80 °C,
se afiadié a un tubo con el tampdn RIPA (radioimmunoprecipitation assay) con antiproteasas
y antifosfatasas (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) para pulverizarlo en un aparato, Tissue Lyser
LT (Qiagen), que permite lisar el tejido hasta quedar resuspendido en el tampdn.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos a 4 °C para
obtener la fraccidn proteica de la muestra, que se cuantific6 mediante el método del acido
bicinconinico o BCA. El método consiste en la elaboracién de una recta patron de BSA
(albimina de suero bovino) y la posterior interpolacién de los valores de absorbancia
obtenidos en las muestras para estimar su concentracién proteica. La absorbancia se midi6 a
562 nm en un espectrofotémetro (Infinite F200, Tecan Ibérica Instrumentacion) ya que es la
longitud de onda a la que absorbe el éxido de cobre, producto de la oxidacién del reactivo
usado al unirse a los enlaces peptidicos y cuya concentracion es proporcional a la cantidad de

proteina de la muestra.

4.7. Western blot

El primer paso del Western Blot consiste en la separacién de las proteinas de la muestra en
funcion de su tamafio mediante una electroforesis. En primer lugar, las muestras se
desnaturalizaron a 95 °C durante 5 minutos en tampdn RIPA. Después se cargaron 25 ug de
proteina de cada muestra en un gel de acrilamida al 10 % cuya composicion se describe en la
Tabla S2. Una vez hecha la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de fluoruro de polivinilideno (PVDF) Ambersham Hybond P 0.45 PVDF (Ge Healthcare Life
Science). Tanto para la electroforesis como para la transferencia, se uso la fuente PowerPac

300 (BioRad).

Luego, se procedio con la inmunodeteccion de las proteinas en la membrana, para lo cual se
realizd un bloqueo de los sitios inespecificos de la membrana con una solucién de TTBS 1x con

BSA al 5 %, con la membrana en agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalizado
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el bloqueo, se incubd la membrana en agitacion con los anticuerpos primarios especificos para
cada proteina durante toda la noche a la diluciéon adecuada para cada proteina en la solucion
de bloqueo descrita anteriormente. Tras unos lavados, se incubd el anticuerpo secundario
unido a la enzima HRP (horseradish peroxidase), 1 hora en agitacién a temperatura ambiente.
Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la deteccion de cada proteina estdn
detallados en la Tabla S3. Por ultimo, se procedio con la inmunodeteccion, que consiste en la
adicién de un sustrato quimioluminiscente a la membrana, Immobilon Crescendo Western
HRP Substrate (Millipore), que reacciona con el producto de la reaccién de la HRP liberando
energia en forma de luz, dando una sefial luminiscente que fue detectada usando el equipo
Molecular Imager® VersaDoc™ MP 4000 system. Los resultados obtenidos se normalizaron
con la proteina housekeeping gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Promokine).
El andlisis se realizd mediante densitometria de las bandas obtenidas utilizando el programa

informatico AlphaEase FC software (Bonsai Technologies Group).

La composicion de las soluciones utilizadas para el Western Blot se detalla en la Tabla S4.

4.8. Analisis estadistico

Tanto los analisis estadisticos como la elaboracién de los graficos se llevaron a cabo con los
programas informaticos SPSS (Version 20, IBM), GraphPad Prism Software (Versién 5.0) y
Microsoft Excel (version 2303). Los niveles de significacion se establecieron cuando el p-valor

fue menor de 0,05.

En relacidn a las pruebas estadisticas empleadas, para comprobar la normalidad de los datos
se usé la prueba de Shapiro-wilk. Para comparar las medias de variables cuantitativas se
usaron las pruebas de t-student o U de Mann-Whitney, en funcién de la normalidad de los

datos.
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5. RESULTADOS

5.1. Expresion génica de factores reguladores miogénicos (MRFs) y de la familia

de las piruvato deshidrogenasas quinasas (PDK)

Se analizd tanto en ratones WT como SOD1G93A la expresion génica de genes implicados en
la regulacidon de la diferenciacion y el desarrollo muscular en el cuddriceps, uno de los
principales tejidos afectados en la ELA. Se evaluaron mediante qPCR los niveles de mRNA de

Myod1, Myog, Itgb1y Tmem182 (Figura 4).
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Figura 4. Expresion génica de Myod1, Myog, Itgb1y Tmem182 en cuddriceps de ratones WT (n=16)
y SOD1G93A (n=16) a 40 y 120 dias de edad mediante gPCR. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion génica de MyoD1, MyoG e Itgbl. Las barras
representan la media + la desviacidn estandar. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05.

El analisis mediante gPCR mostré un aumento estadisticamente significativo en los niveles de
MRNA de Myod1, Myog e Itgb1 a los 120 dias de edad en los ratones SOD1G93A con respecto
a éstos a 40 dias de edad y respecto a los WT de 120 dias. En cambio, los niveles de Tmem182

se mantuvieron similares en los ratones WT y SOD1G93A a todas las edades.

En estas mismas muestras se estudiaron también los genes codificantes para la familia de las
PDK, relacionadas con la fosforilacion oxidativa mitocondrial. En concreto, se analizé mediante

gPCR los niveles de mRNA de Pdk en sus cuatro isoformas.
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Figura 5. Expresion génica de Pdk1, Pdk2, Pdk3 y Pdk4 en cuadriceps de ratones WT (n=16) y
SOD1G93A (n=16) a 40 y 120 dias de edad mediante gPCR. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion génica de Pdk1, Pdk2 y Pdk4. Las barras representan

la media * la desviacién estandar. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05.

Los resultados mostraron un aumento estadisticamente significativo en los niveles de mRNA
de Pdk1y Pdk2 a 120 dias en los ratones WT (Figura 5). Los niveles de mRNA de Pdk2 estaban,
ademas, significativamente disminuidos en los ratones SOD1G93A a 120 dias mientras que los
niveles de Pdk3 no cambiaron significativamente. En cuanto a Pdk4, los niveles de transcritos
observados fueron significativamente mas bajos en los ratones SOD1G93A a 40 dias respecto
a los WT. Por el contrario, la expresion de Pdk4 aumentd significativamente en los ratones
SOD1G93A a los 120 dias, respecto a los 40 dias de edad, y también respecto a los ratones WT

a 120 dias de edad.
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5.2. Expresion génica y proteica en musculo de los factores implicados en la

fusidon mitocondrial en los animales SOD1G93A frente a sus controles
Se analizé mediante gPCR los niveles de expresién génica (Figura 6) y mediante Western Blot
los niveles de expresion proteica (Figura 7) en el cuadriceps de ratones WT y SOD1G93A de

los principales factores implicados en la fusién mitocondrial.
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Figura 6. Expresién génica de Mfnl, Mfn2 y Opal, implicados en la fusién mitocondrial; en
cuadriceps de ratones WT (n=16) y SOD1G93A (n=16) a 40 y 120 dias de edad mediante gPCR. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion génica de Mfn1y Mfn2. Las
barras representan la media + la desviacion estandar. **p<0.01, *p<0.05.

Tras el analisis mediante gPCR, se observé que los niveles de mRNA de Mfnl estaban
incrementados de forma estadisticamente significativa en los ratones SOD1G93A a 120 dias
respecto a los de 40 dias de edad. Por el contrario, los niveles de Mfn2 se encontraron
decrementados en los ratones SOD1G93A respecto a los WT tanto a 40 dias de edad como a

los 120 dias de edad. Por ultimo, no se observé ningln cambio en los niveles de Opal.
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Figura 7. Expresion proteica relativa de MFN1 (A, B), MFN2 (C, D) y OPAL1 (E, F), implicados en la
fusidon mitocondrial, en cuadriceps de ratones WT (n=8) y SOD1G93A (n=8) a 40 y 120 dias de edad
mediante Western Blot. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion
proteica relativa de MFN1 a P120. Las barras representan la media + la desviacion estandar.

*p<0.05.

El andlisis mediante Western Blot mostré un aumento estadisticamente significativo de los
niveles proteicos de MFN1 en el cuddriceps de ratones SOD1G93A a 120 dias de edad en
comparacion con los niveles obtenidos en ratones WT (A, B). Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas entre animales WT y SOD1G93A en MFN2 (C, D) ni OPA1 (E, F).
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5.3. Expresion génica y proteica en musculo de los factores implicados en la

fision mitocondrial en los animales SOD1G93A frente a sus controles
Se analizé mediante gPCR los niveles de expresién génica (Figura 8) y mediante Western Blot
los niveles de expresion proteica (Figura 9) en el cuadriceps de ratones WT y SOD1G93A de

Drpl, la proteina mas importante implicada en la fision mitocondrial.
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Figura 8. Expresidn génica de Drp1, implicado en la fisién mitocondrial; en cuddriceps de ratones
WT (n=16) y SOD1G93A (n=16) a 40 y 120 dias de edad mediante qPCR. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion génica de Drp1. Las barras representan la media + |a
desviacién estandar. *p<0.05.

Los niveles de mRNA de Drpl estaban incrementados de forma estadisticamente significativa
a 120 dias en los ratones SOD1G93A respecto a estos mismos a 40 dias y respecto a los WT a

120 dias.

Los niveles de expresion proteica se analizaron en condiciones sin fosforilar (DRP1) (A, B) y en
estado pro-fisién fosforilada (pDRP1) (C, D) y se observd un incremento de los niveles
proteicos de DRP1 a 120 dias en los ratones SOD1G93A respecto alos WT (A). De forma similar,
los niveles proteicos de pDRP1 fueron significativamente mas altos en los ratones SOD1G93A
en comparacion a los observados en los animales WT tanto a los 40 dias como a los 120 dias

de edad (C).
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Figura 9. Expresidn proteica relativa de DRP1 (A, B) y pDRP1 (C, D), implicados en la fision
mitocondrial, en cuadriceps de ratones WT (n=8) y SOD1G93A (n=8) a 40 y 120 dias de edad
mediante Western Blot. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresién
proteica relativa de DRP1 a P120 y de pDRP1 a P40 y P120. Las barras representan la media % la
desviacién estandar. ***p<0.001, **p<0.01.

5.4. Expresion proteica de factores implicados en la dindmica mitocondrial a

lo largo de la enfermedad en ratones SOD1G93A

Debido al interés en estudiar la dinamica mitocondrial en el musculo durante la progresién de
la enfermedad, se compararon también los niveles de expresién proteica en cuddriceps de
ratones SOD1G93A en un estadio sintomatico temprano de la enfermedad, 40 dias de edad y

en una fase terminal de la enfermedad, 120 dias de edad.

5.4.1. Fisién mitocondrial
Se analizé primero la expresion de DRP1, tanto en su forma fosforilada como defosforilada,
esta vez so6lo en ratones SOD1G93A en los estadios presintomatico y terminal de la

enfermedad. El andlisis mediante Western Blot no mostré cambios estadisticamente

29



RESULTADOS

significativos en los niveles de expresidon proteica relativa de DRP1 ni de pDRP1 con la

progresion de la enfermedad (Figura 10).
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Figura 10. Expresién proteica relativa de DRP1 (A, B) y pDRP1 (C, D), implicados en la fisién
mitocondrial, en cuadriceps de ratones SOD1G93A (n=8) a 40y 120 dias de edad mediante Western
Blot. Las barras representan la media * la desviacién estandar.

5.4.2. Fusion mitocondrial

Los niveles de expresion de las proteinas responsables de la fusién mitocondrial también

fueron analizados a 40 y 120 dias en cuadriceps de ratones SOD1G93A. Se observd un

aumento estadisticamente significativo en los niveles proteicos de MFN1, mientras que los de

MFN2 y OPA1 no mostraron cambios significativos (Figura 11).
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Figura 11. Expresion proteica relativa de MFN1 (A, B), MFN2 (C, D) y OPA1 (E, F), implicados en la
fusidon mitocondrial, en cuadriceps de ratones SOD1G93A (n=8) a 40 y 120 dias de edad mediante
Western Blot. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion proteica

relativa de MFN1. Las barras representan la media + la desviacion estandar. *p<0.05.
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6. DISCUSION

La implicacion del musculo esquelético en la patologia de la ELA ha sido ampliamente
demostrada por numerosos estudios (103, 104, 105). El primer objetivo de este trabajo
consistio en verificar la existencia de una alteracion en los factores de regulacion miogénica
en el musculo esquelético del modelo animal de ELA SOD1G93A. Esto se confirmé mediante
estudios de expresion génica. En el estadio presintomatico no se observaron diferencias, como
era esperable. Sin embargo, se observé un aumento en la transcripcion de los genes
codificantes para Myodl y Myog en los animales SOD1G93A en el estadio terminal de la
enfermedad con respecto a sus controles y a los animales presintomaticos. También se
estudio por primera vez en este modelo animal, los niveles de expresion de Itgbl y los de
Tmem182, relacionados también con la diferenciacién miogénica. Se observé un incremento
en los transcritos de Itgb1 en los animales SOD1G93A en el estadio terminal, lo que sugiere
una posible activacién de los procesos en los que esta involucrado: activacion de células
satélite, adhesion y migracion celular (62). Sin embargo, contrariamente a lo esperado su
regulador negativo Tmem182 no sufrié modificaciones, lo que descartaria su contribucion en
este mecanismo. En este estadio terminal, los ratones ya presentan atrofia muscular y paralisis
(106), por lo que el dafio muscular es evidente; pero este aumento en los transcritos de los
factores reguladores miogénicos y de regeneracion muscular es un claro indicativo de un
intento de respuesta regenerativa por parte del musculo frente al dafno que sufre en la
enfermedad. Aun asi, parece que esta respuesta resulta ineficiente para mitigar la atrofia

muscular progresiva que se observa con el avance de la enfermedad (63).

Como se menciond anteriormente, la mitocondria desempefia un papel crucial en el musculo
y en la patologia de la ELA. Con el objetivo de detectar posibles alteraciones en la regulacién
de la funcién mitocondrial en el musculo esquelético en el modelo animal utilizado, se
evaluaron los niveles de transcripcion de los genes que codifican las diferentes isoformas de
la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK). La PDH es responsable de convertir el piruvato,
producto final de la glucdlisis, en acetil-CoA para su entrada al ciclo de Krebs y la produccidn
de ATP y combustible energético a través de la fosforilacion oxidativa. Como se explicé en la
introduccion, la PDK actia como un regulador negativo del complejo PDH, y sus niveles

pueden indicar un funcionamiento normal o alterado de las mitocondrias en las células, ya
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gue desempeiia un papel crucial en el equilibrio entre el flujo de glucosa y dcidos grasos hacia

la mitocondria para la generaciéon de energia (108).

Los estudios de expresidn génica mostraron un incremento muy significativo en los niveles de
transcripcién de Pdk4 en el musculo de los ratones SOD1G93A a los 120 dias, que codifica para
la isoforma principal de la proteina PDK en el musculo (107). Este incremento podria inhibir la
la sintesis de acetil-CoA a partir del piruvato en el musculo de estos ratones. Ya se ha descrito
este comportamiento en otro modelo de ELA similar, el cual provoca una disminucién de la
produccidn de energia y desvia la obtencion de ésta mediante la oxidacion de acidos grasos,
lo que contribuye al incremento de los niveles de ROS y agravan la disfuncién mitocondrial
(108). Estas observaciones son consistentes con los cambios que se han observado de
metabolismo glucolitico a oxidativo en las fibras musculares en pacientes de ELA (109), en el
modelo SOD1G93A (110) y en ratones que expresan la SOD1 mutante especificamente en
musculo (111); siendo la PDK4 una de las principales proteinas implicadas en este cambio y

desequilibrio metabdlico a nivel del musculo.

Como se ha mencionado en la introduccidn, la dinamica mitocondrial juega un papel clave en
el mantenimiento de la funcionalidad de la red mitocondrial celular. Esto es especialmente
importante para las células del musculo esquelético, ya que asegura un funcionamiento

6ptimo, especialmente en situaciones de respuesta al dafio muscular.

Una vez verificada la existencia de una alteracion en los factores de regulacién miogénica y de
la regulacién de la funciéon mitocondrial en el musculo esquelético del modelo animal
SOD1G93A, se abordé el estudio de las principales moléculas responsables de la dindmica
mitocondrial. A nivel transcripcional la fusion mitocondrial en el modelo SOD1G93A se
encontrd regulada negativamente respecto a los ratones WT, ya que la expresion de Mfn2
estaba disminuida en estos ratones ya desde los primeros estadios presintomaticos de la
enfermedad. De forma similar, Mfn1 también mostré niveles de mRNA disminuidos en los
ratones SOD1G93A con respecto a los WT, pese a incrementar con la edad y el avance de la
enfermedad. A nivel proteico, estas moléculas responsables de la fusién mitocondrial
mostraron menos cambios que a nivel transcriptémico, ya que sélo fue significativo el
aumento de los niveles de MFN1 en los ratones en el estadio terminal de la enfermedad
respecto a los sanos. A priori, estos resultados no concuerdan con los niveles disminuidos de

MRNA que se habian encontrado de Mfn1, pero podria explicarse con una rapida traduccién
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de los transcritos, lo cual llevaria a unos bajos niveles de mRNA vy altos de proteina, como
ocurre con otras proteinas (63). Con el avance de la enfermedad se observd una clara
tendencia de aumento en la expresion de las proteinas de la fusion de la membrana externa

mitocondrial, comportamiento que también se observo en los niveles de mRNA.

En cuanto a los factores implicados en la fision mitocondrial, a nivel transcripcional no se
observaron diferencias en estadios presintomaticos. Sin embargo, se observo una regulacion
positiva del proceso de fisién mitocondrial en el modelo SOD1G93A en la fase terminal de la
enfermedad mediante el incremento de Drp1, cuando en ratones WT apenas incrementd con
la edad. A nivel proteico, la tendencia observada en los ratones SOD1G93A fue similar a la
obtenida a nivel génico: una regulacién positiva de DRP1 con el avance de la enfermedad
respecto a ratones sanos, lo que resultaria en una fisidon incrementada. Se detectd también,
desde estadios presintomaticos de la enfermedad, un aumento de la forma fosforilada de la
DRP1, la cual es mas propensa a la fision, lo que evidenciaria la hiperactivaciéon de la fisién
mitocondrial que existe en el modelo SOD1G93A, en este caso desde fases tempranas de la
enfermedad. Con la progresion de la enfermedad, la expresion de DRP1 disminuyd levemente
en los ratones SOD1G93A, pese a mostrar niveles de expresion mucho mas altos que los
ratones WT a los 120 dias de edad. Esto sugiere que con el paso del tiempo los niveles de la

proteina van bajando en ratones sanos, pero se mantienen elevados en la enfermedad.

En base a estas observaciones formulamos la hipoétesis de que la dinamica mitocondrial en el
musculo esquelético del modelo SOD1G93A se encuentra alterada. Esta alteracidn comienza
de manera leve en el estadio presintomatico, en concordancia con las observaciones
morfoldgicas que se han visto previamente en este tejido en el modelo antes de la retraccion
axonal (99). Sin embargo, no es hasta una fase mas avanzada de la enfermedad cuando se
observan cambios a nivel molecular y se evidencia una alteracién significativa en los niveles
de las moléculas involucradas tanto en los procesos de fusién como, principalmente, en los de

fision mitocondrial. En este ultimo caso, se observa una excesiva regulacion positiva.

Se ha comprobado que la enzima SOD1, a pesar de ser una enzima citosélica, se acumula en
diferentes organulos intracelulares como la mitocondria (114, 115), comportamiento que
también se ha observado en musculo esquelético (99). Cuando la proteina se encuentra con
la mutacion de glicina a alanina en el coddn 93, esta se acumula en forma de agregados en la

mitocondria, lo cual afecta a su funcionamiento. Ademads, al expresar especificamente
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SOD1G93A en musculo esquelético de ratones WT, se ha confirmado que la dinamica
mitocondrial, a efectos morfoldgicos, se ve afectada de la misma manera, descartando que
estas alteraciones se deban a la degeneracién de la neurona motora y confirmando que son

resultado de la expresion de la proteina SOD1 mutada en el musculo (99).

Si bien puede afectar a personas de cualquier edad, la incidencia de la ELA tiende a aumentar
con el envejecimiento. Ademas, la enfermedad progresa y empeora con el tiempo. Se cree
gue la SOD1 mutante puede causar toxicidad mitocondrial de forma progresiva (115). Es decir,
la expresion a corto plazo de la SOD1 mutada en el citosol puede no ser suficiente para causar
defectos morfolégicos y funcionales en las mitocondrias del musculo esquelético (99), pero
con el tiempo, la acumulacién de esta proteina en la mitocondria puede conducir a las

alteraciones observadas a los 120 dias de edad en el modelo.

Ademas de una alteracion en la morfologia mitocondrial, se ha visto una produccidn
aumentada de ROS mitocondriales (116) y una despolarizacion de la membrana mitocondrial
interna en el musculo esquelético de los ratones SOD1G93A (99), a lo que hay que afiadir el
desequilibrio en el metabolismo mitocondrial que hemos descrito en este trabajo. Estos fallos
en la funcién mitocondrial son compensados por la célula a través del mecanismo de
mitofagia, proceso mediante el cual las células eliminan las mitocondrias disfuncionales a
través de su autofagocitosis (117). La mitofagia se facilita si el volumen de las mitocondrias es
menor, y es aqui donde entra en juego el mecanismo de fision mitocondrial. Este proceso
puede favorecer la mitofagia al fragmentar las mitocondrias en unidades mas pequefias, lo
gue las hace mas susceptibles de ser eliminadas por este mecanismo de degradacién de
mitocondrias disfuncionales (118). Por tanto, se puede plantear la hipétesis de que en los
ratones SOD1G93A en los cuales existe una funcién mitocondrial alterada, el equilibrio fision-
fusion se desplaza hacia la fision, aumentando la expresion de las proteinas involucradas en
el proceso para conseguir un menor tamafio de las mitocondrias, para que el mecanismo de

autofagia degrade estas mitocondrias que se encuentran dafiadas (Figura 12).
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Figura 12. Equilibrio fision/fusién mitocondrial. Hecho con BioRender.

Unos niveles de fision mitocondrial fisiolégicos son necesarios para mantener la calidad
mitocondrial de la célula, pero una fision excesiva resulta perjudicial, al causar fragmentacion
mitocondrial, despolarizacién de la membrana mitocondrial, incremento en la produccion de
ROS y estrés oxidativo, asi como una menor produccion de ATP y otras funciones
mitocondriales (119, 120, 121), por lo que es posible que todos estos procesos estén teniendo

lugar en el musculo esquelético del modelo SOD1G93A.

Ademas de los cambios en la fisién mitocondrial, también hemos observado alteraciones en
la fusion mitocondrial en el musculo esquelético del modelo de ELA. El aumento en la
expresion de las proteinas Mfnly Mfn2 podria ser un intento de compensar la excesiva fision

mitocondrial, aunque resulta insuficiente para restaurar el equilibrio.

En relacién con la regeneracion muscular, la dinamica mitocondrial, y en particular la fision
mitocondrial, son necesarias para la expansién eficiente de las células satélite durante la
misma al regular, entre otros, el metabolismo mitocondrial y la proteostasis (88). Nuestros
resultados muestran a nivel transcriptémico una activacién génica de los MRFs estudiados y
una situacion de hiperactivacion de la fisién mitocondrial, lo que a priori deberia de favorecer
la proliferaciéon y diferenciacién de las células satélite musculares. Sin embargo, se ha

demostrado que la capacidad proliferativa de las células satélite musculares esta alterada en
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ELA (64), asi como su morfologia y capacidad de diferenciacién (122, 123). Por lo tanto,
nuestros resultados indicarian que los defectos en la dinamica mitocondrial no son la causa
principal de la disfuncidn en la regeneracién muscular de las células satélite y pueden existir

otras alteraciones en los mecanismos de activacion especificos de estas células satélite.

Actualmente no existe una cura para la ELA y los tratamientos se centran en el manejo de los
sintomas y en mejorar la calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, debido a la naturaleza
de la enfermedad, existe una clara necesidad de desarrollar nuevas terapias que puedan
ralentizar su progresion o incluso detenerla. En este trabajo hemos observado una excesiva
fisién mitocondrial en el musculo esquelético con un posible efecto patoldgico en la ELA, por
lo que este mecanismo y sus moléculas implicadas se esta planteando como diana terapéutica
para dicha enfermedad. Se han realizado estudios preclinicos en ratones SOD1G93A que han
demostrado que la administracion de Mdivi-1, un inhibidor de Drpl1 presentan una reversion
en la fragmentaciéon mitocondrial en las fibras musculares. Sin embargo, esta molécula actua
bloqueando toda la maquinaria de fisidn, ya que la selectividad de Midvi-1 hacia Drp1 ha sido
cuestionada (124). Como hemos comentado anteriormente la fisidén mitocondrial, fisioldgica,
juega un papel clave en la proliferacién y diferenciaciéon celular, asi como para el
mantenimiento de la calidad mitocondrial; por lo que su inhibicidon resulta perjudicial. Seria
mas beneficioso desarrollar un inhibidor de la fisién mitocondrial que actlue especificamente

sobre el exceso de fisidn presente en la ELA, sin afectar los niveles fisioldgicos.

También se ha investigado otro inhibidor de la fision mitocondrial, P110, un péptido de 7
aminodacidos que tiene homologia de secuencia entre Drpl y Fisl, ejerciendo un efecto de
inhibicidén sobre su interaccion. En un primer momento se demostrd que presenta un efecto
beneficioso contra la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington (125). Este
inhibidor no afecta a la interaccién de Drpl con otros adaptadores e inhibe selectivamente la
fision y fragmentacién mitocondrial fisioldgica, no la patoldgica (126). La molécula redujo la
fragmentacion mitocondrial tanto en fibroblastos derivados de pacientes de ELA como en
cultivos de motoneuronas expresando SOD1G93A. Posteriormente se evalud su eficacia en el
modelo animal SOD1G93A. Los resultados mostraron que la inhibicidn in vivo de la interaccién
Drp1-Fis1l administrando P110 en un estadio sintomatico de la enfermedad era segura y
reducia los fallos musculares y motores de la enfermedad e incrementaba la supervivencia del

modelo animal (97). Los autores proponen un ciclo vicioso desencadenado por la agregacién
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proteica que existe con las mutaciones asociadas a la ELA (Figura 13), en el cual la produccién
de ATP disminuye y aumenta la de ROS, favoreciendo la apoptosis y desencadenando una
fisién mitocondrial excesiva. Asi pues, se reduce todavia mas la funcidn mitocondrial limitando
procesos como la autofagia y el control de calidad de proteinas, lo que aumenta la agregacién
de proteinas anémalas. P110 inhibiria la fragmentacion mitocondrial y contribuiria a la ruptura

de este ciclo vicioso, mejorando la funcidon mitocondrial.

Impaired protein  Protein aggregation

quality control SOD1, TDP43 or FUS1 ER stress
ii\ / 110 blocks the vicious \
%o \ cycle i)
! Excessive /w
mitochondrial fission iwﬁ

Autophagy

ROS 310 ﬁ :
Apoptosis
- Mitochondrial
dysfunction impairment

Figura 13. Ciclo vicioso desencadenado por la agregacién proteica en ELA y donde interviene P110 (97).

Asi, la dindmica mitocondrial y en especial el proceso de fisién mitocondrial en el musculo
podria ser una prometedora diana terapéutica. Actuando sobre ella se podria mejorar la
integridad de la masa mitocondrial, incrementar los niveles de ATP, mejorar la reparacion
celular y los mecanismos de control de calidad, asi como disminuir los niveles de ROS
mitocondriales, reduciendo el estrés oxidativo, pudiendo suponer una mejora en la respuesta

del musculo a la enfermedad.

Por ultimo, la identificacién de biomarcadores para la ELA es de suma importancia ya que
pueden ayudar en el diagndstico temprano, la monitorizaciéon de la progresion de la

enfermedad, y la evaluacién de la eficacia de tratamientos. Las moléculas relacionadas con la
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dinamica mitocondrial podrian considerarse potenciales biomarcadores incluso si estos no se
dirigen especificamente a la dinamica mitocondrial. A este respecto son necesarios mas
estudios para valorar su validez en un primer momento en modelos animales para

posteriormente poder ser estudiados en pacientes.

Si bien los resultados obtenidos hasta ahora revelan la importancia de la dindmica
mitocondrial en el musculo esquelético en el contexto de la ELA, se requiere una mayor
investigacion para obtener una comprension mas completa de sus implicaciones y

mecanismos subyacentes.
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7. CONCLUSIONES

Basandonos en los resultados obtenidos mediante este estudio y su discusidn y contraste con

otras contribuciones, podemos extraer las siguientes conclusiones:

1. En el musculo esquelético del modelo animal SOD1G93A de ELA, se observa una regulacion
positiva a nivel transcripcional de los factores reguladores miogénicos y de la piruvato
deshidrogenasa quinasa. Esto demuestra la existencia de procesos de regeneracion muscular

y alteraciones mitocondriales en el musculo esquelético en la ELA.

2. Los mecanismos de fision y de fusidn involucrados en la dinamica mitocondrial estan

desregulados en el musculo esquelético del modelo SOD1G93A.

3. El proceso de fision mitocondrial en el musculo esquelético del modelo animal SOD1G93A
se encuentra hiperactivado. Esto resulta en una excesiva fragmentacion de la red mitocondrial
y esta relacionado con una situacion de disfuncidon mitocondrial que contribuye a la patogenia

de la enfermedad.

4. Los mecanismos implicados en la dinamica mitocondrial, preferentemente el de fision

mitocondrial, constituyen una prometedora diana terapéutica para la ELA.

CONCLUSIONS

Based on the results obtained in this study and their discussion and comparison with other

contributions, the following conclusions can be drawn:

1. In the skeletal muscle of the SOD1G93A animal model of ALS, a positive transcriptional
regulation of myogenic regulatory factors and pyruvate dehydrogenase kinase is observed.
This demonstrates the existence of muscle regeneration processes and mitochondrial

alterations in skeletal muscle in ALS.

2. Fission and fusion mechanisms involved in mitochondrial dynamics are dysregulated in

skeletal muscle of the SOD1G93A model.

3. The mitochondrial fission process in the skeletal muscle of the SOD1G93A animal model is

hyperactivated. This results in excessive fragmentation of the mitochondrial network and is
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related to a situation of mitochondrial dysfunction that contributes to the pathogenesis of the

disease.

4. The mechanisms involved in mitochondrial dynamics, preferably mitochondrial fission,

constitute a promising therapeutic target for ALS.
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9. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Cuantificacion y calidad del RNA extraido.

ID muestra  Genotipo Edad Cantidad RNA  260/280 260/230
(ng/ pL)
OOGA5585 WT P40 638,3 1,94 2,03
OOGA5587 WT P40 1039,2 2,02 2,10
OO0GA5590 WT P40 1052,0 2,02 2,17
O0OGA5682 WT P40 593,3 2,01 2,23
OO0GA5618 WT P40 879,1 2,00 2,19
O0GA5623 WT P40 1004,6 2,00 2,21
0O0GA5629 WT P40 151,3 2,02 2,10
OOGA5688 WT P40 335,7 1,79 1,08
OOGA5586 SOD1G93A P40 540,0 1,93 2,01
OOGA5588 SOD1G93A P40 837,6 1,97 2,07
OOGA5589 SOD1G93A P40 787,9 2,01 2,21
OO0OGA5681 SOD1G93A P40 824,1 2,02 2,15
O0GA5622 SOD1G93A P40 104,8 2,00 2,17
OO0OGA5666 SOD1G93A P40 372,1 1,9 1,10
OO0GA5678 SOD1G93A P40 141,5 1,91 2,02
OO0GA5687 SOD1G93A P40 674,9 1,95 2,17
O0GA5417 WT P120 560,6 2,01 2,15
0O0GA5419 WT P120 473,6 2,01 2,13
O0GA5444 WT P120 857,5 2,02 2,17
O0GA5454 WT P120 559,3 1,99 2,14
O0GA5422 WT P120 704,9 2,00 2,12
O0GA5428 WT P120 684,8 1,94 1,44
O0GA5432 WT P120 772,6 2,02 2,12
0O0GA5440 WT P120 457,2 1,97 2,07
OO0GA5418 SOD1G93A P120 818,4 2,03 2,16
OO0GA5426 SOD1G93A P120 636,0 2,01 2,12
O0GA5427 SOD1G93A P120 605,2 2,00 1,96
OO0OGA5436 SOD1G93A P120 724,3 2,01 2,06
OO0GA5521 SOD1G93A P120 496,7 1,93 1,95
OO0OGA5527 SOD1G93A P120 734,9 2,01 1,99
OO0GA5529 SOD1G93A P120 754,2 2,05 2,13
OO0OGA5541 SOD1G93A P120 827,2 2,01 2,04

WT: wild type, P40: 40 dias de edad, P120: 120 dias de edad.
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Tabla S2. Composicidon de los geles de acrilamida utilizados para el Western Blot.

Gel separador (10%) Gel concentrador (5%)
Agua mQ (mL) 4,9 6,15
Buffer separador 4x (mL) 2,5 2,5
Acrilamida (mL) 2,5 1.25
SDS 10% (mL) 0,1 0,1
APS 10% (uL) 30 30
TEMED (uL) 15 15

mQ: mili Q o ultrapura, SDS: dodecilsulfato, APS: ammonium persulfate, TEMED:
tetramethylethylenediamine.

Tabla S3. Relacidn de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el Western Blot.

Anticuerpo Peso Referencia Dilucién
molecular
(kDa)

DRP1 80 sc-271583, Santa Cruz 1:250

Fosfo-DRP1 78-82 Cell Signalling Phospho-DRP1 1:500
(Ser616) Antibody #3455

MFN1 86 sc-166644, Santa Cruz 1:500

MFN2 86 (se ve en sc-515647, Santa Cruz 1:250

50)

OPA1l 80-100 Cell Signalling OPA1 (D6U6N) 1:1000
Rabbit mAb #80471

GAPDH 37 Cell Signalling GAPDH (D16H11) 1:1000
XP® Rabbit mAb #5174

goat anti- 31466, Thermo 1:5000

Rabbit IgG Fisher Scientific

Anti-Mouse 1:5000

IgG

mouse-IgG Fc 1:5000

BP-HRP

mouse-IgGk 1:5000

BP-HRP

DRP1: proteina asociada a la dinamina 1, MFN: mitofusina, OPA1: atrofia optica 1, GAPDH:
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
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Tabla S4. Composicion de las soluciones utilizadas para la realizacién del Western Blot.

Solucion Composicion

Buffer de electroforesis 10x 30,27 g de Tris-base, 144,27 g de glicina,
10 g de SDS, 1| H,Od, pH 8.3

Buffer de electroforesis 1x 100 ml de buffer electroforesis 10x, 900
ml H20d

Buffer de gel separador 4x 1.5 M Tris-base pH 8,8

Buffer de gel concentrador 4x 0.5 M Tris-base pH 6,8

Buffer de transferencia 50 ml de Tris-glicina 20x, 200 ml de
metanol, 750 ml de H,0d

Tris-glicina 20x 29,07 g de Tris-base, 144.13 g de glicina, 1
| H20d

TBS 10x 24,23 g de Tris-base, 87.75 g de NaCl, 1|
de H20d, pH 7.5

TTBS 1x 100 ml de TBS 10x, 900 ml de H.0d, 1 ml
de Tween-20

Stripping 0,985 g de Tris-HCl pH 6,7, 2 g de SDS, 100
ml H,Od

Tampdn de carga 4x 2,5 ml de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 2,5 ml de

SDS 10%, 2,5ml de 2-Mercaptoetanol,
2,5ml de glicerol, 1 mg de azul de
bromofenol
H,0d: agua destilada, SDS: dodecilsulfato sédico, TBS: Tris-buffered saline, NaCl: cloruro
sddico, TTBS: Tween-Tris-buffered saline.
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Figura S1. Graficas para la evaluacion de la eficiencia de las parejas de primers.
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