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Introduccion

1. El sindrome X-Fragil |

El sindrome X-Fragil (SXF) es la forma mas comun de discapacidad intelectual
hereditaria afectando a 1 de cada 4.000 varones y a 1 de cada 6.000/8.000 mujeres (Turner y
cols., 1996; Kooy y cols., 2000; Crawford y cols., 2001). El sindrome X-Fragil fue descrito
por primera vez en 1943 como un retraso mental hereditario ligado al cromosoma X (Martin y
Bell, 1943). Lubs en 1969, mediante la realizacion de un estudio citogenético en cultivos de
linfocitos en medios pobres en acido folico (Fig. 1), describi6 una anomalia que consistia en
un estrechamiento de la zona distal del brazo largo de cromosoma X que denomind “marcador
X” (Lubs, 1969) y que posteriormente, por el aspecto de fragilidad que presentaba, se le llamo

“sitio fragil” (Fig. 1; citado en Penagarikano y cols., 2007).

X X X Y
(frigil) (frigil)

E N sitio
v sifio

= higil " frigil

Figura 1. Imagen de dos pares de cromosomas que
presentan el sitio de fragilidad en uno de sus
cromosomas. El par cromosdémico de la izquierda
estaria presentes en mujeres portadoras y el par de la
derecha en varones afectados por el sindrome X-Fragil.

Mas de una década después, con la ayuda de las técnicas de bandeado cromosoémico,
se descubrio que el gen que afectaba al sindrome X-Fragil, denominado FMRI (Fragile X
Mental Retardation), se localizaba exactamente en la regiéon Xq27.3 en la parte distal del
brazo largo del cromosoma X (Harrison y cols., 1983; Verkerk y cols., 1991) y que codificaba
para la proteina de retraso mental X Fragil (FMRP) (Ashley y cols., 1993).
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Fue en 1985 cuando Sherman y sus colaboradores indicaron que el patréon de herencia
observado no seguia las leyes mendelianas. Este sindrome presentaba una herencia dominante
y con penetrancia incompleta, presentando el fendmeno de anticipacion genética, que consiste
en que la enfermedad puede aparecer antes y de forma mas severa en las siguientes
generaciones. Estos riesgos de padecer la enfermedad dio lugar a una serie de observaciones

que en su conjunto se denomin6 paradoja de Sherman (Fu y cols., 1991).

En 1991 se describié que una expansion del triplete repetitivo CGG en el extremo 5°
(no codificante) del gen FMRI era la causante del sindrome X-Fragil (Verkerk y cols, 1991).
En individuos normales, la repeticion del triplete CGG se encontraba entre 5 y 50 veces, con
un promedio de aproximadamente 30 repeticiones (Fu y cols., 1991), dando lugar a los niveles
normales de FMRP (Fig. 2). La premutacion presentaba entre 50 y 200 repeticiones (Fig. 2) y
se sugirid que daban lugar a los varones asintomaticos descritos en la paradoja de Sherman
(Maddalena y cols, 2001) y la mutacion completa, presente en varones y mujeres afectados,
contenian expansiones superiores a 200 CGG, normalmente alrededor de 800 repeticiones

(Fig. 2) (Oberlé y cols., 1991).

%g NORMAL
é é PREMUT ACIGN

l—{ < 50 repeticiones CGE I
gen FMR1

Figura 2. Esquema representativo de un cromosoma normal y uno premutado que dara
lugar a la proteina FMRP y de un cromosoma que presenta la mutaciéon completa no
formandose dicha proteina.
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Desde el punto de vista clinico han aparecido dos nuevos subtipos de manifestacion
tardia. En primer lugar el fallo ovarico prematuro, que se relaciona con insuficiencia ovarica
en las mujeres sugiriendo que el gen FMRI interviene en el desarrollo y maduracion del
ovario (Murray y cols., 1998; Bretherick y cols., 2005). Y en segundo lugar lo que fue
denominado como FXTAS (Fragile X Associated Tremor/Ataxia Syndrome) que tiene lugar
en adultos que presentan la premutacion, encontrandose niveles de ARNm del gen FMRI muy
elevados, dando lugar a un efecto patogénico por ganancia de funciéon. (Hagerman y cols.,
2001; Hagerman y cols., 2004; Hagerman y Hagerman., 2007). Los sintomas suelen aparecer
pasados los 50 anos y se caracterizan por presentar temblor intencional progresivo, ataxia,
parkinsonismo, déficit cognitivo, atrofia cerebral generalizada e impotencia sexual (Hagerman

y cols., 2001; Hagerman y cols., 2004; Hagerman y Hagerman, 2007).

Actualmente, por su relativa incidencia en la poblacion y por la falta de hallazgos
tipicos durante la primera infancia, el estudio del gen FMRI es uno de los test genéticos mas
solicitados en nifios con déficit intelectual de grado leve a moderado para descartar el

diagnostico del sindrome X-Fragil (ver apartado 3 de la introduccion).

2. Sintomas del sindrome X-Fragil |

El aspecto fisico de las personas que sufren el sindrome X-Fragil incluye unos rasgos
principales que suelen estar presentes en la mayoria de los varones afectados: cara alargada
con frente amplia, menton prominente, orejas grandes y despegadas, pies planos, hiperlaxitud
articular, trastornos en el tejido conectivo y macroorquidismo (Chudley y Hagerman, 1987;

Penagarikano y cols., 2007).

Muchos afectados varones con el sindrome X-Fragil presentan discapacidad
intelectual y variaciones en la conducta y la mayoria de los nifios presentan deficiencia
intelectual desde los 3 afos, teniendo un coeficiente intelectual situado en retraso mental de

moderado a severo, mientras que sélo un 25% de las nifias muestran un coeficiente intelectual
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comparable con los nifios gravemente afectados (Skinner y cols., 2005).

Una caracteristica importante presente en los afectados de este sindrome es la
imposibilidad de responder a un estimulo concreto, ya que presentan una exagerada atencion a
todos los estimulos sensoriales de su alrededor (revisado en Reynolds y Lane, 2008). La gran
dificultad de responder a estimulos concretos da lugar a respuestas lentas y sin capacidad de
discriminar entre lo relevante y lo irrelevante (Munir y cols., 2000). Los varones afectados
presentan trastornos de atencion, hiperactividad, distraccion y falta de atencion que empeora
progresivamente con la edad (Turk y Cornish, 1998), mientras que en las mujeres los

trastornos de atencidon son observados en menor grado (Cornish y cols., 2008).

Alrededor del 15-30% de los pacientes con sindrome X-Fragil parecen presentar
caracteristicas presentes en los trastornos del espectro autista (Kelleher y Bear, 2008),
mientras que solo el 2-6% de los pacientes autistas analizados presentan la mutacion genética
del sindrome X-Fragil (Bailey y cols.,, 1993; Reddy, 2005). A nivel cognitivo existen
similitudes entre el autismo y el sindrome X-Fragil en las habilidades que implican
interaccion social y reciprocidad (Cornish y cols., 2007), sin embargo, estas caracteristicas
presentan diferencias entre ambas enfermedades (Cornish y cols., 2008). Los varones con el
sindrome X-Fragil se muestran timidos y angustiados ante situaciones de interaccion social,
pero éstas no les son indiferentes, ni tampoco las rechazan sino que incluso a veces las
provocan. Y por otro lado, presentan una mirada comunicativa aunque eviten el contacto
ocular, siendo selectivo, evitando menos la mirada de personas conocidas que de

desconocidos (Wolff'y cols.,1989; Cornish y cols., 2004; Cornish y cols., 2008).

Las personas con sindrome X-Fragil presentan menor capacidad para comprender las
creencias y las intenciones de otras personas, lo que parece ser debido a un incorrecto
procesamiento de la informacion (revisado en Cornish y cols., 2008). Ademas de presentar
déficit en el procesamiento sensorial, muestran retrasos en las habilidades motoras. Parece ser
que el procesamiento motor estd directamente relacionado con los niveles de expresion de
FMRP (revisado en Kau y cols., 2002). Por otro lado, alrededor del 10-40% de los pacientes
presentan crisis de epilepsia, posiblemente debido a un aumento en la excitabilidad sinaptica

(Musumeci y cols., 1988; Kluger y cols., 1996).
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Lo expuesto en este apartado es una mencion de los principales sintomas del sindrome

X-Fragil.

3. Diagndstico del sindrome X-Fragil |

En un principio el diagnostico se realizaba mediante métodos citogenéticos (Fig. 1),
este método tenia una gran dificultad técnica, ademés de ser muy costoso y dar falsos

negativos (Lubs, 1969).

A partir de 1991 se empezd a realizar la técnica del Southern Blot estudiando
directamente la regiéon donde se encuentran los tripletes CGG, detectando posibles
expansiones y el grado de metilacién del promotor regulador de la expresion del gen FMRI.
Esta técnica se basa en la medicion del numero de repeticiones CGG mediante la digestion del
ADN con dos enzimas de restriccion, una de ellas sensible a la metilacion y la posterior
hibridacion con una sonda de la region. Mediante esta técnica podemos realizar el diagnostico
de cualquier individuo, siendo precisa y exacta a pesar de ser larga y costosa (Fu y cols.,

1991; Verkerk y cols., 1991).

Otra técnica para descartar los casos normales consiste en la determinacion del nimero
de repeticiones mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica se basa
en la amplificacion de la zona repetitiva y el posterior andlisis del fragmento amplificado para
medir su tamafio (Erster y cols., 1992). Esta técnica proporciona el numero exacto de
repeticiones por debajo de 100-200 CGG, sin dar informacién acerca del estado de metilacion
del promotor regulador de la expresion del gen FMRI, por lo tanto solo permite la
confirmacion de normalidad de un individuo y el diagnéstico de individuo con premutacion.
Actualmente, existen modificaciones de esta técnica que permiten la amplificaciones de hasta

unas 600 repeticiones (Duran y cols., 2001).
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Hoy en dia el diagndstico comprende los dos analisis: la técnica de PCR con “primers”
especificos para determinar el nimero exacto de repeticiones CGG y la técnica Southern Blot
para ver el estado de metilacion y el tamafo si la mutacion es completa (Tsiouris y Brown,
2004). De esta forma se podria diagnosticar al 99% de los casos, siendo el 1% restante casos

con una mutacion puntual o deleccion parcial o total en FMRI (Sherman y cols., 2005).

Existe otra técnica utilizada actualmente que se basa en el estudio de la expresion de la
proteina FMRP por inmunohistoquimica (Willemsen y cols., 1999; Rifé y cols., 2003). Se
detecta la ausencia y presencia de la proteina FMRP mediante anticuerpos especificos
normalmente sobre la raiz del cabello. Se utiliza principalmente para realizar estudios
preliminares y cribados ya que es poco invasiva, rapida y facil de realizar, aunque se trata de

un método de deteccion cualitativo.

4. Mutacion del gen FMRI1 |

El sindrome X-Fréagil es una enfermedad monogénica causada por la mutacion del
FMRI, en la region FRAXA del cromosoma Xq 27.3 (Verkerk y cols., 1991). Este gen tiene
unas 38 Kb y estd compuesto por 17 exones y 16 intrones (Eichler y cols., 1994). Esta
altamente conservado entre las especies (Oostra y Chiurazzi, 2001) y codifica un ARN
mensajero de 3,9 Kb, que consta de una region 5' no traducida de 0,2 Kb, una region

codificante de 1,9 Kb y una regién 3" no traducida de aproximadamente 1,8 Kb.

El hallazgo mas importante en este gen es la existencia de un segmento de repeticiones
CGG que forman parte de las islas CpG. Dentro del gen se encuentran secuencias AGG
intercaladas en cada 9 o 10 repeticiones CGG. La pérdida de estas secuencias esta relacionada
con la inestabilidad de la secuencia repetitiva CGG (Eichler y cols., 1994; Kunst y cols.,

1996; Verheij y cols., 1995).
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La mutacion que causa el sindrome X-Fragil es una amplificacion trinucledtida CGG
en la regién 5' UTR no traducida del exéon 1 del gen FMRI (Fig. 3; De Vries y cols., 1998).
Esta secuencia es polimorfica en longitud y contenido, en individuos normales varia de 5 a 50
repeticiones CGG, en individuos portadores (premutacion) de 50 a 200 repeticiones y en
individuos afectados (mutacion completa) el incremento de la secuencia repetitiva CGG a més
de 200 tripletes desencadena un proceso de hipermetilacion de las secuencias CGG y la isla
CpG adyacente del promotor, dando lugar a la inactivacion del gen FMRI, lo que impide el
proceso de transcripcion y por tanto la sintesis de la proteina FMRP (Nussbaum y Ledbetter,

1995; Hoogeveen y Oostra, 1997; De Vries y cols., 1998).

Exén 1 Intréon 1

5 CGGyAGGCGGoAGGCGG, 3"

Figura 3. Esquema del primer exén del gen FMR1 donde se
encuentra la mutacion que da lugar al sindrome X-Fragil. En
condiciones normales las secuencias AGG se intercala cada 9 o 10
repeticiones de CGG aportando estabilidad.

El mecanismo molecular de la expansion todavia no se conoce (Kolehmainen, 1994;
Richards y cols., 1994), pero nunca se ha observado que un alelo normal se expanda a
mutacion completa en un solo paso de transmisién. Uno de los mecanismos que se asume que
pudiera estar involucrado en una expansion inicial de la cadena de trinucledtidos es un
inadecuado apareamiento de las cadenas de ADN durante la replicacion del ADN (Schlétterer

y Tautz, 1992), o bien durante su reparacion (Sinden, 2001).

Con respecto a la estructura, el nimero de repeticiones es un factor de riesgo en
relaciéon a la inestabilidad (Eichler y cols., 1994; Kunst y Warren, 1994). Cuando las
secuencias AGG, que aportan estabilidad, no se intercalan entre las repeticiones CGG queda

una larga cadena de trinucledtidos con una alta probabilidad de expandirse y premutar (Nolin
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y cols., 1999, Crawford y cols., 2000). Los alelos premutados casi no presentan AGG, siendo
muy inestables, con una alta posibilidad de expandirse y transformarse en una mutacion
completa al pasar de una generacion a otra (Oberlé¢ y cols., 1991). So6lo a través de la
transmision materna la premutacion puede transformarse en mutacion completa (Devys y

cols., 1993; Feng y cols., 1995; Bat y cols., 1997; Tassone y cols., 2000).

Los alelos normales que presentan un nimero de tripletes cercano a 50 repeticiones
presentan lo que se denomina zona gris (Oostra y Chiurazzi, 2001). Estos alelos de gran
tamafo pueden convertirse en la premutacion. En algunos pacientes con el sindrome X-Fragil
se pueden observar varios tamafios de fragmentos CGG en diferentes células, lo que se
denomina mosaicismo somatico (Nolin y cols., 1994; Rousseau y cols., 1994). Entre el 20% y
el 40% de los pacientes con el sindrome presentan mosaicismo somatico (premutacion junto
con mutacion completa). Si la premutacion se transcribe y se traduce se expresara FMRP en
algunas de sus células (Devys y cols., 1993; Feng y cols., 1995). Estos pacientes presentan un
coeficiente intelectual similar a los varones con la mutacion completa (Devys y cols., 1993;

Rousseau y cols., 1994).

Existen casos concretos de varones afectados que no presentan la expansion del
promotor del gen FMRI, como por ejemplo un paciente al que se le detectd6 una mutacion

puntual del exén 10 que modifica un dominio de la proteina FMRP (De Boulle y cols., 1993).

5. Metilacion del gen FMR1 |

Por lo general la mutacion completa coincide con la metilacion de los residuos de
citosina de los trinucleotidos CGG y de la isla CpG (region con abundante Citosina-Guanina)
del promotor del gen FMRI. La metilacion del promotor imposibilita la transcripcion del gen
FMRI, no produciendo la proteina FMRP (Malter y cols., 1997). Esto tiene lugar después de

la fecundacion en etapas tempranas del desarrollo embrionario (Malter y cols., 1997).
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Algunos afectados por la enfermedad con la mutacion completa presentan una alta
proporcion de leucocitos, aproximadamente el 60%, con la mutacion sin metilar, expresando
FMRP, a esto se le denomina mosaico de metilacion (McConkie-Rosell y cols., 1993;
Hagerman y cols., 1994; Smeets y cols., 1995; De Vries y cols., 1996; Wohrle y cols., 1996;
Taylor y cols., 1999; Tassone y cols., 2000). Estos pacientes generalmente presentan un
fenotipo menos severo, porque producen FMRP aunque en un numero de células menor que
en condiciones normales (Hagerman y cols., 1994; Smeets y cols., 1995; De Vries y cols.,
1996; Tassone y cols., 1999). En estos pacientes el nivel de ARNm es significativamente mas
elevado (Tassone y cols., 2000), que puede ser debido a un mecanismo compensatorio por

encontrarse dificultades en la traduccion (Brouwer y cols., 2007).

En general, los varones con mutacion completa que expresan niveles insignificantes de
FMRP presentan un grado mayor de severidad en comparacion con los pacientes que
presentan altos niveles de FMRP, que suelen ser individuos que muestran mosaico o un estado

de metilacion bajo (Tassone y cols., 1999).

Hay varios estudios que muestran una correlacion entre el nivel de FMRP y la funcion
cognitiva de los afectados por el sindrome X-Fragil (Tassone y cols., 1999; Menon y cols.,

2000; Bailey y cols., 2001).

Existen estudios in vitro donde tras la desmetilacion de un alelo con la mutacion
completa se observa FMRP por reactivacion del gen FMRI (Chiurazzi y cols., 1998, 1999;
Coftee y cols., 1999). Por tanto la metilacion parece clave en la inactivacion del gen FMRI,
estando algunos estudios dirigidos en la obtencion de la proteina FMRP funcional con la

intencion de evitar la manifestacion del sindrome (Tassone y cols., 2001).
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6. La proteina FMRP |

La proteina FMRP es el producto codificado por el gen FMRI y es de localizacion
citoplasmatica y nuclear. El gen FMRI presenta un proceso de empalme alternativo que
genera diferentes proteinas cuyos pesos moleculares van de 70 a 80 kDa (Siomi y cols., 1993;
Jin y Warren, 2000). Sélo se conocen 6 isoformas de la proteina y la isoforma mas grande

(FMRP1) es de aproximadamente 632 aminoacidos (Siomi y cols., 1993; Jin y Warren, 2000).

FMRP consta de varios dominios funcionales, en la regiéon N-terminal se encuentra
una sefial de importacion nuclear (NLS), proxima a esta secuencia se localizan 2 dominios de
union al ARN (dominios de homologia a ribonucleoproteina K, llamados KH1 y KH2);
también se encuentra una sefial de exportacion nuclear (NES) codificada por el exén 14, y por
ultimo un conjunto de residuos de glicina y arginina llamado caja RGG, localizada en el

extremo carboxilo (Fig. 4; Siomi y cols., 1993).

5 3

(CGG)n NLS KH1 KH2 NES RGG

Figura 4. Representacion esquematica de la proteina FMRP.

Hoy dia se sabe que los dominios KH y la caja RGG son secuencias que se encuentran
en proteinas de union al ARN (Bardoni y cols., 2001 ) y que FMRP es una proteina capaz de
unir ARN a través de los dominios de union KH1, KH2 y de la caja RGG (Ashley y cols.,
1993; Siomi y cols., 1993). Esta proteina se encuentra asociada con polisomas que traducen
activamente (Siomi y cols., 1993; Corbin y cols., 1997; Hoogeveen y Oostra, 1997; Kooy y
cols., 2000), y actia como reguladora del ARNm en el transporte y traduccion desempefiando

un importante papel en la funcién y maduracion sinéptica (Bagni y Greenough, 2005).
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En estudios recientes se han identificado una serie de proteinas, mas de 800, cuya
sintesis estd regulada por FMRP, de tal manera que cuando FMRP es activa inhibe la sintesis
de estas proteinas (Darnell y cols., 2011). FMRP parece regular aproximadamente el 30% del
proteoma postsinaptico (Darnell y cols., 2011) y el 30% del proteoma presinaptico (Akins y
cols., 2009).

Hasta hace poco los estudios relacionados con el sindrome X-Fragil se han centrado
mayoritariamente en alteraciones a nivel postsinaptico que darian lugar a disfunciones en la
plasticidad a largo plazo (Huber y cols., 2002), a pesar de que existian evidencias de que la
pérdida de FMRP afectaba tanto a nivel postsindptico como presinaptico (Brown y cols.,

2001; Miyashiro y cols., 2003; Liao y cols., 2008; Christie y cols., 2009).

Recientemente se estan realizado estudios que van enfocados a posibles alteraciones a
nivel presinaptico, ya que FMRP parece estar involucrada en procesos presinapticos (Brown y
cols., 2010) y no se limita s6lo a controlar la traduccion de proteinas, sino que interactia con
canales de potasio presentes en los terminales presinapticos (Contractor, 2013; Deng y cols.,
2013). La ausencia de FMRP en los terminales presinapticos y por tanto la ausencia de la
interaccion con los canales de potasio podria dar lugar a anomalias relacionadas con la
liberacion del neurotransmisor y con la plasticidad a corto plazo (Contractor, 2013; Deng y

cols., 2013).

7. Anormalidades anatomicas y ultraestructurales en el cerebro

humano con sindrome X-Fragil I

Estudios de imagenes mediante resonancia magnética del cerebro de pacientes con el
sindrome X-Fragil muestran diferencias anatomicas en varias regiones del cerebro, siendo
estas regiones de vital importancia en el procesamiento cognitivo y en el comportamiento

(Reiss y cols., 1988). Reiss y cols. fueron los primeros en observar una disminucion del tejido
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de conexion entre los dos hemisferios cerebelosos denominado vermis cerebeloso. El vermis
estd conectado anatdmicamente a estructuras limbicas tales como el hipocampo y la amigdala,
y se cree que participa en la ejecucion y la regulacion de la conducta motora (Rosenthal y
cols., 1988), en aspectos auditivos (Huang y Burkard, 1986), en los movimientos sacadicos
del ojo (Hayakawa y cols., 2002) y en el procesamiento del lenguaje (Moretti y cols., 2002).
Por tanto las anomalias del vermis cerebeloso podrian estar relacionadas con anomalias del
comportamiento propias del sindrome X- Fragil, tales como la hiperactividad, movimiento

ocular repetitivo y las deficiencias en la atencion (Hessl y cols., 2004).

También se ha observado un mayor volumen del hipocampo, una estructura muy
importante en el aprendizaje y la memoria (Mazzocco y cols., 1993; Kates y cols., 1997) y en
la amigdala, una estructura implicada con la sensacion del miedo y en el comportamiento

emocional (Reiss y cols., 1995).

Del mismo modo se observé un aumento en el tamafio del nucleo caudado de los
ganglios basales. Este nucleo conecta con el 16bulo frontal que es de vital importancia en la

atencion de los estimulos (Reiss y cols., 1995).

Los cambios ultraestructurales observados en este sindrome fueron caracterizados por
primera vez por Rudelli y sus colaboradores en 1985 tras la autopsia del cerebro de un
paciente con el sindrome X-Fragil. Encontraron que las neuronas del neocortex y del
allocortex (incluye corteza olfativa e hipocampo) presentaban una morfologia anormal en las
dendritas apicales, siendo éstas mas alargadas e irregulares que las dendritas de las neuronas
de una persona normal (Rudelli y cols., 1985), presentando una morfologia tipica de las

dendritas durante el desarrollo temprano (Marin-Padilla, 1967).

Estudios posteriores corroboraron esta anormal morfologia de la dendrita en otras
regiones del cerebro (Hinton y cols., 1991; Wisniewski y cols., 1991). Posteriormente, Irwin y
sus colaboradores en el 2001 observaron en las células piramidales de la corteza piramidal y

visual una mayor densidad de espinas dendriticas con una morfologia inmadura.
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Se plante6 la hipotesis de que esta anormal morfologia de las dendritas presentes en el
sindrome X-Fragil era debida a defectos durante el desarrollo de una correcta poda dendritica
y eliminacion de sinapsis, que tiene lugar a lo largo del proceso de maduracion sinaptica

(Irwin y cols., 2001; Bagni y cols., 2005).

Hoy en dia son varias las lineas de investigacion abiertas en relacion al sindrome X-
Fragil en busca de cambios en las alteraciones sindpticas en el cerebro de animales modelo de
la enfermedad y en relacion a como la falta de FMRP interfiere en el normal desarrollo y en la

maduracion neuronal.

8. El raton como modelo animal utilizado en el estudio del sindrome

X-Fragil
=]

Los modelos animales son herramientas fundamentales a la hora de investigar las
alteraciones que causan la pérdida de las funciones de la proteina FMRP y son esenciales para
el estudio in vivo de la fisiopatologia del sindrome X-Fragil, sus procesos bioquimicos y su
influencia en el comportamiento (Bakker y Ostra, 2003). A veces los resultados obtenidos
mediante el empleo de modelos animales no son extrapolables a humanos, pero estos modelos

constituyen una herramienta basica para la comprension de muchas enfermedades.

Actualmente se utilizan varios modelos animales en la busqueda de tratamientos
especificos para esta enfermedad. Se utilizan modelos capaces de reproducir total o
parcialmente algunas de las caracteristicas tipicas de este sindrome, ya sea mediante la
anulacion del gen FMRI, la induccion de sobreexpresion, la induccion de una mutacion
puntual o la anulacion del gen en ciertos tejidos concretos. Con el empleo de estos modelos se
pretende entender mejor la fisiopatologia, encontrar nuevas dianas terapéuticas

experimentales y ensayar posibles tratamientos.
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Los mas utilizados son el raton (Mus musculus), la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), el pez cebra (Danio rerio) y dos especies de ranas (Xenopus tropicalis y

Xenopus laevis).

El modelo animal més utilizado es el raton nulo para el gen FMRI (Fmrl-Knockout o
Fmrl-KO; Bakker y cols., 1994), el cual no expresa la proteina FMRP. El raton mutante del
gen Fmrl fue generado por recombinacion homodloga mediante la utilizacion de un vector que
inserta una sefial de terminacion en el exén 5 del gen. Esta alteracion genética se transfiere a
una célula germinal embrionaria que después se inyecta en un embrion (Mansour y cols.,
1988). Esta técnica consiste en una reconstruccion génica en la que se reemplaza la secuencia
de ADN endogena, en un punto del gen seleccionado, con ADN homodlogo alterado
previamente para causar una mutacion. En el caso del raton Fmri-KO (Bakker y cols., 1994)
se utiliz6 la recombinacion homologa para insertar el ADN exdgeno en zonas especificas del
gen Fmrl, lo que produjo una inactivacion, y la consecuente generacion de animales

deficientes en el producto de su traduccion, la proteina FMRP.

Aunque la mutacion del gen Fmrl en el raton nulo es diferente a la mutacion presente
en humanos afectados por el sindrome (interrupcién del gen en ratdon y expansion de la
secuencia inestable de tripletes CGG en humanos), en ambos casos se observa la falta del
producto del gen Fmrl, la proteina FMRP, mostrando severos sintomas comportamentales
como hiperactividad, respuestas anormales relacionadas con la ansiedad, respuestas sensorial-

motora anormales y fallos de coordinacién motora (Bakker y cols., 1994; Peier y cols., 2000).

El gen Fmrl se encuentra altamente conservado entre las distintas especies a lo largo
de la evolucion (Verkerk y cols., 1991). El gen murino muestra un 95% de homologia con la
secuencia humana y la proteina FMRP de ratones presenta un 97% de similitud con la

proteina humana (Ashley y cols., 1993).

Como en el caso de humanos, el gen Fmr/l de raton se encuentra en el cromosoma X 'y
presenta una media de 10 repeticiones del triplete CGG en la secuencia del primer exoén, en la

zona anterior al inicio de la traduccion (5"'UTR), mucho menor al promedio de repeticiones en
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humanos (30 repeticiones; Deelen y cols., 1994).

El nivel de expresion del ARNm de Fmrl y la localizacion de la proteina FMRP en el
raton es casi idéntico en cuanto al nivel y a la localizacion en los diferentes tejidos en los
humanos (Abitbol y cols., 1993; Hinds y cols., 1993; Devys y cols., 1993; Bakker y cols.,
2000; De Diego y cols., 2000). El raton Fmr1-KO presenta macroorquidismo en el 90% de los
casos, similar a lo que ocurre en humanos (Kooy y cols., 1996). También la funcidon cognitiva
y el perfil del comportamiento en el raton Fmrl-KO se correlacionan con el comportamiento
en humanos afectados con el sindrome ( Kooy y cols., 1996; Paradee y cols., 1999; Peier y
cols., 2000; Musumeci y cols., 2000; Van Dam y cols., 2000; Mineur y cols., 2002; Nielsen y
cols., 2002).

Por tanto, los ratones FmrI-KO son considerados un modelo eficaz para estudiar las
alteraciones relacionadas con la ausencia de FMRP, ya que presentan muchas manifestaciones
similares a humanos como: macroorquidismo, problemas de comportamiento, espinas
dendriticas alteradas, convulsiones e hiperactividad (Ashley y cols., 1993; Bakker y cols.,

1994; Irwin y cols., 2000, 2001).

9. Fenotipo y patologia del raton Fmr1-KO

ﬁ

A simple vista no existen diferencias fenotipicas macroscdpicas importantes entre el
raton WT y el Fmri-KO (Bakker y cols., 1994; Ashley y cols., 1993). Al igual que los
estudios realizados en humanos con el sindrome, en los ratones Fmr/-KO no se observaron
alteraciones en el estudio macro y microscopico en diferentes tejidos como el higado,
corazon, pulmoén, bazo y rifion (Bakker y cols, 1994). Sin embargo, como hemos comentado
anteriormente, los pacientes con sindrome X-Fragil presentan macroorquidismo en un 90% de
los afectados, siendo esta caracteristica similar a la observada en los ratones Fmrl-KO, donde
se observd un incremento del peso testicular en aproximadamente un 30% (Bakker y cols.,

1994; Kooy y cols., 1996).
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Para el anélisis neuroanatomico de los ratones Fmrl-KO, al igual que en pacientes
afectados por esta enfermedad, se usaron técnicas de resonancia magnética en vivo (Kooy y
cols., 1999). Al contrario de lo observado en los pacientes afectados por el sindrome, en el
caso de los ratones Fmri-KO no se observd ninguna alteracion en el tamano de la vermis
cerebelar, ni del nucleo caudado, ni del hipocampo (Kooy y cols., 1999). Mediante
reconstrucciones 3D se ha medido el volumen total del cerebro de ratones Fmri-KO y de

ratones WT, no encontrdndose diferencias entre ambos genotipos (Kooy y cols, 1999).

Mineur y sus colaboradores en el 2002 observaron en el raton Fmr/-KO una alteracion
en la distribucion de las fibras musgosas en el hipocampo y una disminucién en el tamano.
Sin embargo, un estudio simultineo indicaba resultados contrarios, con un aumento del
tamano en las fibras musgosas (Ivanco y Greenough, 2002). Se sabe que este tipo de fibras
estan relacionados con la memoria espacial (Crusio y Schewegler, 1987, Schewegler y cols.,
1990; Schewegler y Crusio, 1995), aunque no estan claras todavia las consecuencias de estas

posibles alteraciones.

En conclusion podemos decir que no parecen existir grandes diferencias
neuroatdmicas entre los ratones Fmr/-KO y los ratones WT como parece ser que si las hay en
humanos. Hay que tener en cuenta que los trabajos realizados en humanos son muy escasos,
entre los que se encuentran el estudio realizado por Jékédld y sus colaboradores en 1997, que

correlaciona la expansion del triplete CGG con el volumen del hipocampo.

Por otra parte, en relacion a la funcion cognitiva se han realizado numerosos estudios
de comportamiento en el raton en los cuales se observo un ligero retraso cognitivo en forma
de deficiencia en el aprendizaje espacial y en la memoria, mediante el empleo del laberinto de
agua de Morris y otras pruebas de aprendizaje de posicion espacial (Bakker y cols., 1994;
Kooy y cols., 1996; D'Hooge y cols, 1997; Paradee y cols., 1999; Dobkin y cols., 2000; Peier
y cols., 2000; Van Dam y cols., 2000; Mineur y cols., 2002; Gélvez y cols., 2005).

También se han realizado pruebas para medir la exploracion, hiperactividad, ansiedad,

aprendizaje condicionado y agresion (Bakker y cols., 1994; Kooy y cols., 1996; D'Hooge y

22



Introduccion

cols., 1997; Paradee y cols., 1999; Peier y cols., 2000; Van Dam y cols., 2000; Minuer y cols.,
2002). En todos estos estudios se observd un incremento en la actividad y en el

comportamiento exploratorio de los ratones Fmrl-KO.

Otros estudios han puesto de manifiesto un déficit en la respuesta al miedo
condicionado en los ratones Fmri-KO (Paradee y cols., 1999), ademas de mostrar una
hiperactividad importante posiblemente por la baja habituacién del animal cuando es colocado
en un nuevo entorno (Zhang y cols., 1995). Estos animales parecen ser mas susceptibles a
presentar episodios epilépticos espontaneos mediante la estimulacion con sonidos de baja
frecuencia, lo que podria indicar un incremento de excitabilidad cortical debido a la falta de

FMRP (Nielsen y cols., 2002).

En cuanto a los cambios ultraestructurales presentes en humanos a nivel de las espinas
dendriticas también fueron observados en los ratones Fmr/-KO. Las espinas dendriticas de las
células piramidales en la corteza cerebral del raton Fmrl-KO son mas largas, sinuosas y
densas que el raton WT (Comery y cols., 1997). Esta morfologia atipica en el modelo animal
es similar en los pacientes con el sindrome (Comery y cols., 1997; Nimchinsky y cols., 2001).
Las espinas se muestran generalmente mas largas, asemejandose a las espinas inmaduras, y

con un incremento en la densidad de las mismas.

Comery y sus colaboradores en 1997 sugirieron que la ausencia de FMRP podria estar
implicada en la maduracion y elongacion de las espinas dendriticas, mientras que Nimchinsky
y sus colaboradores en 2001 indicaron que una maduracidén anormal de las espinas dendriticas
en los primeros dias de la etapa postnatal podria estar afectando a la sinaptogénesis, es decir, a
la formacidn de las sinapsis entre neuronas. Estas anormalidades en las espinas dendriticas se
muestran mas pronunciadamente en la corteza somatosensorial durante el periodo en el cual
se produce una mayor sinaptogénesis en esta region (White y cols., 1997). Por lo tanto, parece
posible que FMRP tenga un papel importante en la sinaptogénesis. Alteraciones en la
sinaptogénesis podrian dar lugar a déficit cognitivo por un incorrecto establecimiento de las

conexiones neuronales (Nimchimsky y cols., 2001).
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A pesar del incremento en el conocimiento acerca de la funciéon de FMRP y de las
proteinas asociadas, los mecanismos que dan lugar a las anormalidades presentes en este
sindrome son aun desconocidos. Las diferencias en determinadas proteinas relacionadas con
FMRP entre los ratones WT y los Fmrl-KO nos ayudaran a una mejor comprension de lo que

esta ocurriendo en ausencia de FMRP.

10. Estudios en el cerebro anterior de ratones FmrI-KO

ﬁ

Hoy en dia son muchas las investigaciones sobre el sindrome X-Fragil a nivel del

cerebro anterior utilizando como modelo de investigacion al raton Fmrl-KO.

Son numerosos los estudios en ratones Fmrl-KO que presentan alteraciones en el
hipocampo a nivel dendritico (Braun y Segal, 2000; Segal y cols., 2003; Antar y cols., 2006;
Grossman y cols., 2006; Gross y cols., 2010; Levenga y cols., 2011; Swanger, 2011), también
se han encontrado cambios en las espinas dendriticas a nivel de la amigdala en este mismo

modelo animal (Qin y cols., 2011).

Sin embargo, en el caso del talamo la mayoria de los estudios han sido dirigidos a las
posibles alteraciones de las conexiones tdlamo-corticales, donde se han observado anomalias

en estas conexiones en los ratones Fmr/-KO (Harlow y cols., 2010; Gibson y cols., 2008).

Los estudios en el cerebro anterior de ratones Fmri-KO se han centrado
mayoritariamente en alteraciones a nivel postsinaptico que darian lugar a disfunciones en la
plasticidad a largo plazo (Huber y cols., 2002), a pesar de que existian evidencias de que la
pérdida de FMRP afectaba tanto a nivel postsindptico como presinaptico (Brown y cols,
2001; Miyashiro y cols, 2003; Liao y cols, 2008; Christie y cols, 2009). Hasta hace poco
tiempo se consideraba la regulacion en la traduccion local del ARNm de proteinas dendriticas
como funcién principal de FMRP (Bassell y Warren, 2008; Huber y cols., 2002). Hoy en dia
son cada vez mas los estudios sobre este sindrome en busca de alteraciones a nivel

presinaptico.
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11. Ultimos avances en la investigacion del sindrome X-Frdgil I

Recientemente se estan realizando estudios que van enfocados a posibles alteraciones
a nivel presindptico, ya que FMRP parece estar involucrada en estos procesos presindpticos

(Brown y cols., 2010).

Los recientes estudios sobre la funcion de FMRP apuntan a sitios de actuacion fuera
del compartimento dendritico. Se ha localizado, mediante microscopia electronica, la proteina
FMRP en axones y terminales presinapticos (Christie y cols., 2009; Akins y cols., 2012); se ha
encontrado una amplia variedad de ARNm regulado por FMRP que da lugar a proteinas
localizadas en los terminales presindpticos (Brown y cols., 2001; Miyashiro y cols., 2003;
Darnell y cols., 2011); se ha observado que los niveles de muchas proteinas presinapticas se
ven afectados por la pérdida de FMRP (Liao y cols., 2008; Klemmer y cols., 2011); y se han
encontrado cambios en el tamafio del conjunto de las vesiculas sinapticas y en la cinética de
reciclaje de estas vesiculas en los terminales del hipocampo de los ratones Fmr/-KO (Deng y
cols., 2011). Estos son algunos de los recientes hallazgos que sugieren que algunas de las
principales anomalias neuronales atribuidas a la pérdida de FMRP podrian tener lugar a nivel

presinaptico.

FMRP no se limita so6lo a controlar la traduccion de proteinas, sino que actia
regulando directamente proteinas integrales de membrana a través de un via independientes
de la traduccion. Parece ser que FMRP se une a determinados canales en la membrana
regulando el flujo de determinados iones (Brown y cols., 2010; Zhang y cols., 2012). Esto ha
sido corroborado con varios estudios en los cuales se ha observado un acoplamientos entre
FMRP y la subunidad 4 de los canales de potasio BK dependientes de calcio. La ausencia de
FMRP en los terminales presindpticos y por tanto la ausencia de la interaccion con los canales
de potasio podria dar lugar a anomalias relacionadas con la liberacion del neurotransmisor y

con la plasticidad sindptica a corto plazo (Contractor, 2013; Deng y cols., 2013).
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Son necesarios mas estudios particularmente dirigidos a comprender como la falta de
FMRP altera las proteinas a nivel presinaptico y como estos cambios proteicos dan lugar a un
desequilibrio en la excitacion e inhibicion que como consecuencia producen las anomalias

tipicas de las personas que presentan este sindrome.

El estudio de proteinas marcadoras de grupos de neuronas especificos en ratones
Fmri1-KO, junto con el estudio de proteinas claves en la liberacion de los neurotransmisores a
nivel presindptico podrian aportar informacion acerca de lo que estd ocurriendo en el
prosencéfalo en ausencia de la proteina FMRP y por tanto aportar datos en la investigacion

sobre el sindrome X-Fragil.

12. Marcadores neuroquimicos de neuronas GABAérgicas I

Las diferentes subpoblaciones GABAérgicas presentes en el cerebro anterior de
vertebrados expresan de forma diferencial diversos tipos de marcadores neuroquimicos, entre
los que se encuentran las proteinas ligadoras de calcio: calbindina, calretinina y parvalbumina
y la sintasa del o6xido nitrico (Gulyas y cols., 1991; Davila y col., 1991, 1993, 1995, 1997;
Martinez-Guijarro y Freund, 1992; Valtschanoff'y cols., 1993; Gabbott y Bacon, 1995; Freund
y Buzséki, 1996; Yan y cols., 1996; Kemppainem y Pitkanen, 2000; Guirado y cols, 2003). La
elevada solubilidad de estas moléculas les permite estar presentes en todo el citosol, incluso
en las dendritas distales y axones, permitiendo de esta forma el estudio de la morfologia
celular y de la integracion sindptica. Ademads, la expresion caracteristica restringida a
determinadas poblaciones celulares constituye una poderosa herramienta para el
establecimiento de limites precisos entre las diferentes regiones cerebrales, asi como para la
definicion de subunidades morfoldgicas y funcionales (Braun, 1990; Celio, 1990; Baimbridge
y cols., 1992, Vincent y Kimura, 1992; Briining, 1993; Veenman y Reiner, 1994; Déavila y
cols., 2005; Legaz y cols., 2005).

Las interneuronas que presentan estos marcadores neuroquimicos desempefian un
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papel fundamental modulando y sincronizando la actividad de las neuronas principales, y su
alteracion esta relacionada con desodrdenes de ansiedad, con epilepsias del 16bulo temporal (en
modelos animales de esta enfermedad) y con esquizofrenia (Fite, 2000; Benes y Berretta,

2001; Pillai-Nair y col., 2005).

12.1 Proteinas ligadoras de calcio

Las proteinas ligadoras de calcio juegan un papel fundamental en el mantenimiento de
las concentraciones Optimas de calcio intracelular, esencial en la regulacion de numerosos
procesos celulares, incluyendo la regulacion de canales ionicos y la liberacion de los
neurotranmisores. La presencia de estas proteinas durante el desarrollo temprano ha sido
asociada con procesos de migracion celular y con el crecimiento de las prolongaciones
sinapticas (Enderlin y cols., 1987; Hendrickson y cols., 1991; Andressen y cols., 1993;
Komuro y Rakic, 1996), mientras que las alteraciones en los niveles de estas proteinas
conducen a disfunciones y muerte celular (Schanne y cols., 1979; Farber, 1981; Jancsé y

cols., 1984; Siesj0, 1986; Deshpande y cols., 1987; Choi, 1988)

Diversos estudios inmunohistoquimicos han demostrado la participacion de estas
proteinas en neuropatologias tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Guentchev y
cols., 1997), la esquizofrenia (Beasley y Reynolds, 1997), la epilepsia (DeFelipe, 1999), la
encefalitis por SIDA (Masliah y cols., 1995) y el Alzheimer (Heizman y Braun, 1992; Leuba y
cols., 1998).

Se han relacionado las variaciones en algunas de estas proteinas ligadoras de calcio
con la falta de FMRP y por tanto con el sindrome X-Fragil (Selby y cols., 2007; Real y cols.,
2011; Giraldez-Pérez y cols., 2013).

El primer estudio que mostré alteraciones significativas en las interneuronas
GABA¢érgicas que expresaban proteinas ligadoras de calcio en ratones Fmr/-KO a nivel de la
corteza somatosensorial fue el realizado por Selby y sus colaboradores en 2007 donde se
observd una reduccion de aproximadamente el 20% de la interneuronas que expresaban

parvalbumina en los ratones Fmr/-KO en comparacion con ratones WT, no encontrando
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diferencias ni en las neuronas que expresaban calbindina, ni en las que expresaban calretinina.

En nuestro grupo de investigacion se realizdé un estudio a nivel del hipocampo en
ratones Fmrl-KO donde se encontraron diferencias significativas a nivel de la capa piramidal
de CAl y de la capa granular del giro dentado en las neuronas que expresaban calbindina. En
este estudio se observd un menor nimero de células inmunorreactivas para calbindina en los

ratones Fmr-KO en comparacion con los ratones WT (Fig. 5; Real y cols., 2011).

ADULTO

«$

Figura 5. Microfotografia de secciones transversales del telencéfalo de ratones machos adultos. Se observa
inmunorreactividad para calbindina (CB) en el hipocampo de ratones silvestres (WT) a la izquierda y de ratones
knock-out para Fmrl (Fmrl-KO) a la derecha. A, C: Se aprecian células CB-inmunorreactivas (CB-IR)
principalmente en la capa granular de ratones WT. B, D: Presencia de neuronas CB-IR en la misma capa para
ratones Fmrl-KO. C, D: Se observa menos CB-IR en Fmri-KO que en WT. GD, giro dentado; m, capa molecular;
g, capa granular; h, hilio. Aumentos: A, B =100x; C, D = 400x.

Parte de los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis han dado lugar a

una publicacion en relacion a la expresion de calbindina en ratones Fmr/-KO a nivel del
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talamo dorsal, donde se observd un nimero de células menor en el tdlamo dorsal de los
ratones machos Fmri-KO en relacion a los ratones machos WT, no encontrandose diferencias

entre los ratones hembras de ambos genotipos (Giraldez-Pérez y cols., 2013).

Cada vez existen mas evidencias experimentales y clinicas que indican que la
patofisiologia de algunas enfermedades y desordenes neurologicos estan relacionadas con
alteraciones en el desarrollo de las neuronas GABA¢érgicas (Levitt y cols., 2004; Arnold y
cols., 2005). Por tanto el estudio de las subpoblaciones de neuronas GABA¢rgicas en ratones

FmrI-KO podria aportar informacion sobre posibles alteraciones en el sindrome X-Fragil.

12.2 La sintasa del oxido nitrico

El 6xido nitrico es un neurotransmisor gaseoso esencial en el establecimiento de
determinados tipos de sinapsis quimicas y en eventos de plasticidad neuronal. Su sintesis, a
partir de L-arginina, es catalizada por la sintasa del 6xido nitrico en presencia de calcio y
calmodulina. La distribucion de esta sintasa del 6xido nitrico es caracteristica de diferentes
regiones cerebrales, hallandose generalmente asociada a interneuronas de caracter
GABA¢érgico (Valtschanoff y cols., 1993., Gabbott y Bacon, 1995; Yan y cols 1996). Esta
molécula ha sido asociada a diversas enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer,
la enfermedad de Huntington o el Parkinson (Moreno-Lopez y Gonzélez-Forero, 2006) y

recientemente al sindrome X-Fragil (Xu y cols., 2012).

En el reciente estudio realizado por Xu y sus colaboradores se observaron diferencias
en el hipocampo de los ratones Fmri-KO en relacion a los ratones WT en determinados
estadios postnatales. Se observd una menor expresion de nNOS en P21 a nivel del hipocampo
en los ejemplares Fmrl-KO que se correlacion6 con una menor cantidad de proteina nNOS.
Estos resultados parecen sugerir que los ratones Fmrl-KO presentan un retraso temporal en el
incremento requerido de nNOS en P21. Este retraso coincide en el tiempo con la
espinogénesis y la sinaptogénesis en el hipocampo y por tanto esta falta de nNOS podria

alterar la formacion correcta de las espinas dendriticas y de las sinapsis.
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Por lo tanto, las posibles diferencias en la nNOS entre el cerebro anterior de los
ratones Fmrl-KO y WT nos aportara informacion sobre las posibles causas que dan lugar al

sindrome X-Fragil.

13.  Transportadores vesiculares de glutamato como marcadores de

neuronas glutamatérgicas |

Hasta ahora se han caracterizado tres isoformas de estos transportadores que
mantienen aproximadamente un 70% de homologia en su estructura (Shigeri y cols., 2004): el
transportador vesicular de glutamato tipo 1 (VGLUT1), el tipo 2 (VGLUT2) y el tipo 3
(VGLUT?3).

VGLUTI y VGLUT2 se expresan exclusivamente en el neuropilo a diferencia de
VGLUT3 que es el unico que se distingue claramente en somas neuronales (Mestikawy y
cols., 2011). VGLUTI y VGLUT2 son considerados buenos marcadores de neuronas
glutamatérgicas, ya que estdn presentes en todas las poblacion de neuronas excitadoras,

expresando uno o ambos transportadores vesiculares (Fremeau y cols., 2001).

VGLUT]1 es sintetizado principalmente en la corteza, giro dentado y capas CA1, CA2
y CA3 del hipocampo, en algunos nucleos del tdlamo y en la capa granular del cerebelo
(Fujiyama y cols., 2001; El Mestikawy y cols., 2011). VGLUT2, por el contrario, es
sintetizado en el talamo, hipotdlamo, tronco cerebral y en menor medida en algunas zonas de
la corteza parietal (Fujiyama y cols., 2001). Existe una distribucién complementaria de ambos
transportadores (Fremeau y cols., 2001), aunque también existen estudios que indican la
coexpresion de ambos transportadores en algunas zonas, por ejemplo en el hipocampo, donde
se ha demostrado que pueden colocalizar no s6lo en la misma neurona sino incluso en el

mismo terminal sinaptico (Herzog y cols., 2006).
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Algunos estudios indican que el nivel de expresion de los VGLUTs puede alterarse en
determinadas patologias. Por ejemplo, las drogas antidepresivas inducen un incremento de
VGLUTI1 en corteza e hipocampo, mientras que en pacientes esquizofrénicos VGLUTI
disminuye en la corteza y la expresion de VGLUT2 aumenta en el talamo (Takamori, 2006).
También se ha detectado un incremento de VGLUT1 y VGLUT2 en muestras humanas con la
enfermedad de Parkinson (Kashani y cols., 2007). Los ratones que no expresan VGLUT2
presentan alteraciones conductuales como en la respuesta al dolor o en el ocultamiento de
bolos de comida. Estos cambios en la conducta se relacionan con una disminucion en la
amplitud de la respuesta postsinaptica en cultivos de neuronas talamicas (Moechars, 2006).
Ademas, la sobreexpresion del homoélogo de Drosophila de VGLUT1, D-VGLUT1 mediante
vectores virales genera una alta tasa de mortalidad neuronal en estas moscas (Daniels y cols.,

2011).

Por su relacion con determinadas enfermedades neurologicas y por estar presente en
todas las las neuronas glutamatérgicas hemos considerado a VGLUT1 y VGLUT?2 dos buenos

candidatos para el estudio de las neuronas excitadoras en ratones FmrI-KO.

14.  Proteina quinasa II alfa dependiente de Ca’* y calmodulina

(CaMKII)

ﬁ

El terminal presindptico contiene una gran variedad de proteinas, muchas de éstas
contribuyen al control preciso de la liberacion de los neurotransmisores, que es fundamental
para el buen funcionamiento del sistema nervioso. Entre las proteinas presindpticas que
regulan la liberacion de los neurotransmisores est4 la proteina quinasa II alfa dependiente de
Ca?*/Calmodulina (CaMKII), un componente esencial que interviene en el control de la
potenciacion y la plasticidad sindptica a través de interacciones con otros componentes

presinapticos (Wang, 2008).
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La CaMKII es una proteina que se encuentra altamente concentrada en el cerebro,
donde se cree que desempefia un papel importante en la sintesis y liberacién de los
neurotransmisores, la regulacion de los canales de calcio, en la estructura del citoesqueleto, en
el transporte axonal, en la plasticidad sindptica y en la expresion génica (Hanson y

Schulman,1992a; Braun y Schulman, 1995).

Esta proteina presenta 4 isoformas, siendo las isoformas alfa y beta especificas del
cerebro (Bayer y cols., 1999). La pérdida de la isoforma alfa en ratones “knock-out” conduce
al deterioro de la memoria espacial y de la potenciacion a largo plazo, por lo que las otras
isoformas no compensan su ausencia (Bayer y cols., 1999), siendo la CaMKIla esencial en el

cerebro.

Parece ser que CaMKlIla no juega ningun papel en el desarrollo embrionario,
realizando su funcidon durante el desarrollo postnatal y en el adulto (Silva y cols., 1992a;
Bayer y cols., 1999). La expresion de las isoformas de CaMKII durante el desarrollo
embrionario y postnatal fueron estudiadas mediante Northem Blots y se obtuvieron transcritos
de CaMKIla por primera vez en postnatales de 1 dia de edad (Silva y cols., 1992a; Bayer y
cols., 1999).

Por otro lado, una caracteristica esencial que presenta CaMKII es la capacidad de
formar holoenzimas. Estas holoenzimas constan de 12 subunidades que forman dos anillos
hexaméricos apilados, siendo esta estructura clave para la autofosforilacion (Kolodziej y cols.,
2000; Morris y Torok 2001). Cada subunidad presenta 4 dominios: uno catalitico, uno
regulador, un segmento variable y un dominio de asociacion. El dominio regulador se divide

en dominio inhibitorio y dominio de union a calmodulina (Fig. 6) (Griffith, 2008).

La actividad de CaMKII puede ser controlada por una autofosforilacion, que en el caso
de la isoforma alfa tendria lugar a nivel del dominio inhibitorio en la treonina 286. Esta puede
permanecer activa incluso después de volver a los niveles de calcio basales (Miller y cols.,

1988; Fong y cols., 1989; Hanson y cols., 1989; Waxham y cols., 1990; Ohsako y cols.,
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Figura 6. Representacion esquematica de la estructura de CaMKIIa donde se observa los distintos dominios. Dentro
del dominio regulador estd el dominio autoinhibidor y el dominio de uniéon Ca?'/calmodulina. Cuando la
autofosforilacion tiene lugar en la treonina 286 la proteina esta activa, mientras que cuando la autofosforilacion tiene
lugar en treonina 305 y 306 se bloquea y no puede ser activada (modificado de Wang, 2008).

CaMKII se localiza de forma abundante en el terminal presinaptico (Walaas y cols.,
1989) y generalmente asociada a vesiculas sinapticas (Ouimet y cols., 1984). Algunos
estudios sugieren que a nivel presinaptico actia como un regulador positivo de la transmision
sindptica. Los primeros estudios que demostraban la implicacion de CaMKII como regulador
positivo de la transmision sindptica tuvieron lugar en el axon gigante del calamar, donde se
observo que la inyeccion de CaMKII en el terminal presindptico aumentaba la amplitud y el
ritmo del potencial de accion, lo que sugeria una mayor liberacion del neurotransmisor (Llinas
y cols., 1985; Llinas y cols., 1991). Los resultados obtenidos con posterioridad en otros

estudios apoyaban esta idea.

En sinaptosomas purificados a partir de corteza de ratas se observo que un aumento de
CaMKII autofosforilada incrementaba la liberacion de glutamato, mientras que cuando se
inhibia CaMKII disminuia la liberacion del mismo (Nichols y cols., 1990). Estudios
realizados en rodajas de cerebro de rata a nivel del hipocampo mediante inyeccion de
inhibidores de CaMKII permitieron observar como en la capa CAl se incrementaba la
liberacion del neurotransmisor glutamato (Waxham y cols., 1993). En neuronas del
hipocampo de raton cultivadas se observd como la incorporacion de un inhibidor de CaMKII
aumentaba el glutamato liberado, aumentando la corriente sindptica y el nimero de botones

presinapticos activos (Ninan y Arancio, 2004). En Xenopus, los estudios con un inhibidor de

33



Introduccion

CaMKII especifico del terminal presindptico demostraron un efecto estimulador sobre la
corriente sinaptica (He y cols., 2000). Y también, en Drosophila, los estudios con inhibidores

de CaMKII bloqueaban la motilidad de las vesiculas sinapticas (Shakiryanova y cols., 2007).

Todos los estudios expuestos anteriormente sugieren que CaMKII, a nivel
presinaptico, mejora la motilidad de las vesiculas sindpticas, asi como la liberacion del

neurotransmisor.

CaMKII a nivel presinaptico también juega un papel en la potenciacion a largo plazo
(LTP). En diferentes estudios realizados sobre este aspecto en neuronas motoras y sensoriales
de Aplysia (Jin y Hawkins, 2003), en neuronas de CA3 de rebanadas de hipocampo de rata
(Lu y Hawkinsy, 2006) y en neuronas en cultivo del hipocampo de raton (Ninan y Arancio,
2004), se ha demostrado que LTP puede ser reducido tras la inyeccion de un inhibidor de
CaMKII en la neurona presinaptica. Por el contrario la inyeccion de CaMKlIla en la neurona

presinaptica produce un aumento del LTP (Ninan y Arancio, 2004).

Dentro del terminal nervioso el principal sustrato para CaMKII es sinapsina 1
(Greengard y cols., 1993), una proteina asociada a vesiculas sinapticas que sera descrita en el
apartado siguiente por su implicacioén en este trabajo. La traduccion de ambas proteinas esta

regulada por FMRP (Darnell y cols., 2011).

15. Proteina vesicular sinapsina 1

ﬁ

Las sinapsinas son proteinas asociadas a vesiculas sindpticas involucradas en la

liberacion del neurotransmisor (Lonart y Simsek-Duran, 2006).
El genoma de mamiferos presenta tres genes distintos que codifican para sinapsinas

(sinapsina 1, 2 y 3). Entre estas sinapsinas la sinapsina 1 es la mas abundante en las neuronas

maduras (Chin y cols., 1995; Ferreira y cols., 2000).
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La sinapsina 1 tiene dos isoformas (la y 1b), estas dos isoformas difieren sélo en el
terminal carboxilo. Sinapsina la y 1b se pueden dividir en varios dominios estructurales. Los
dominios A, B y C estan también presentes en las sinapsinas 2 y 3, mientras que el dominio D
es unico de la sinapsina 1 (Fig. 7). Los terminales carboxilo distintos de sinapsina la'y 1b se
denominan dominios E y F respectivamente (Fig. 7). En el dominio D se encuentran los sitios

fosforilables por CaMKII (Czernik y cols., 1987).
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Figura 7. Representacion esquematica de la sinapsina la y 1b y de los dominios que las conforman. Las dos
isoformas surgen del corte y empalme alternativo de un Unico transcrito y sélo se diferencia en el terminal carboxilo.
Cada isoforma contiene cinco dominios. Los dominios A, B, C y D son comunes en las sinapsinas la y 1b, mientras
que los dominios E y F son tnicos para la y 1b respectivamente. CaMKII fosforila a las sinapsina 1 en la serina 566
y en la serina 603 en el domino D (Czernik y cols., 1987). (modificado de Wang, 2008)

La sinapsina 1 parece ser la primera proteina implicada en la funcidn presinaptica de
CaMKII, siendo la unica sinapsina que puede ser fosforilada por CaMKII (Llinas y cols.,
1985; Nichols y cols., 1990; Nichols y cols., 1992). Se localiza casi exclusivamente en los
terminales nerviosos y la gran mayoria de los terminales presinapticos contienen sinapsina 1
(Huttner y cols., 1983). Los estudios bioquimicos muestran que esta proteina estd asociada
con las vesiculas sindpticas y constituye aproximadamente el 6% del total de las proteinas
vesiculares (Huttner y cols., 1983; De Camilli y cols., 1983). La sinapsina 1 también se asocia
con la proteina del citoesqueleto actina (Bahler y Greengard, 1987). La union de sinapsina 1 a
la vesicula sindptica mediante la unién a la actina estd regulada por la fosforilacion de
CaMKII. Sinapsina 1 se encuentra desfosforilada cuando estd unida a la actina y a las
vesiculas sinapticas, siendo la fosforilacion la que provoca que se desvincule de ambas

(Béhler y Greengard, 1987; Benfenati y cols., 1992).

La hipotesis principal es que esta proteina actiia manteniendo unidas al conjunto de las

vesiculas sinapticas entre si mediante la union a la actina. Esta union se interrumpe cuando la
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sinapsina 1 es fosforilada por CaMKII, resultando un mayor nimero de vesiculas disponibles

para ser liberadas (Greengard y cols., 1993).

Durante el desarrollo, la expresion de sinapsina 1 se correlaciona temporal y
topograficamente con la sinaptogénesis tanto in vitro (Bixby y Reichardt, 1985; Weiss y cols.,
1986) como in vivo (De Camilli y cols., 1983; DeGennaro y cols., 1983; Levitt y cols., 1984;
Mason, 1986; Moore y Berstein, 1989; Bergman y cols., 1992), por lo que se ha sugerido que
la sinapsina 1 puede participar en la maduracion funcional de las sinapsis (Lu y cols., 1992).
Todos estos estudios sugieren que sinapsina 1 es un indicador preciso de la formacion de
sinapsis y que ésta podria ser utilizada como herramienta para el estudio de la sinaptogénesis

en el sistema nervioso en desarrollo.

Alteraciones en los niveles de sinapsina 1 pueden estar relacionados con determinadas
enfermedades neuronales como el sindrome de Rett (Ferlini y cols., 1990; Curtis y cols.,
1993), trastornos epilépticos (Garcia y cols., 2004; Etholm y cols, 2013) y trastornos del
espectro autista (Fassio y cols., 2011; Greco y cols., 2013). Se han estudiado familias con
autismo y ataques epilépticos que presentan mutaciones en el gen sinapsina 1 (Fassio y cols.,
2011; Garcia y cols., 2004). Se analiz6 una familia con mutacion en este gen y se observéd que
presentaba epilepsia sindromica asociada con retraso mental, macrocefalia y alteraciones del
comportamiento (Garcia y cols., 2004). Por otro lado, en otra familia, una mutacion distinta
de esta proteina dio lugar a personas con trastornos epilépticos y desordenes autistas (Fassio y
cols., 2011). Esto sugiere que sinapsina 1 presenta un papel causal en la patogenia de ambas

enfermedades (epilepsia y autismo).

Como hemos comentado, la sinapsina 1 esta relacionada con enfermedades neuronales
y sugerimos que podria estar relacionada con el sindrome X-Fragil, ya que pertenece a una
familia de genes sinapticos esenciales en la regulacion de la formacidon de sinapsis, en el
equilibrio entre la excitacion e inhibicion y en la reorganizacion sinaptica dependiente de la
actividad. Ademas los estudios de Darnell ponen de manifiesto que la sinapsina 1 esta bajo la
influencia de FMRP (Darnell y cols., 2011). Por todo esto hemos considerado fundamental el
estudio de esta proteina en ratones Fmr/-KO para el mejor entendimiento del sindrome X-

Fragil.
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Planteamiento

En el sindrome X-Fragil son numerosos los estudios centrados en las posibles
alteraciones en los circuitos sinapticos; algunos de estos estudios han revelado cambios en el
sistema glutamatérgico de los ratones Fmrl-KO (Costa y cols, 2012; Cruz-Martin, 2012),
mientras que otros ponen de manifiesto alteraciones en el sistema GABAérgico de estos
ratones (El Idrissi y cols., 2005; Olmos-Serrano., 2010, 2011). Los estudios de los sistemas
GABA¢érgicos y glutamatérgicos, por tanto, son claves para una correcta compresion del

funcionamiento del los circuitos neuronales en el sindrome X-Fragil.

Por esta razon, en este proyecto de tesis doctoral se pretende realizar un estudio
comparado del cerebro anterior de ratones adultos WT y de ratones Fmr/-KO como modelo
del sindrome X-Fragil analizando una serie de marcadores neuronales en ambos genotipos,
tales como las proteinas ligadoras de calcio calbindina, calretinina y parvalbimina, y la
sintasa del o0xido nitrico como marcadores presentes en las neuronas GABA¢érgicas, y los
transportadores vesiculares de glutamato tipo 1 y tipo 2 como marcadores de neuronas
glutamatérgicas, con el fin de evaluar la existencia de diferencias de estos marcadores entre el

cerebro anterior de ratones Fmr-KO adultos y el cerebro de ratones WT adultos.

La mayoria de los estudios sobre este sindrome han sido enfocados a posibles
alteraciones a nivel postsinaptico; sin embargo, hoy en dia son cada vez mayores los indicios
de posibles perturbaciones a nivel presinaptico. En el primer estudio de nuestro grupo de
investigacion sobre el sindrome X-Fragil encontramos diferencias relacionadas con la
calbindina a nivel del hipocampo, y plantedbamos la posibilidad de que estas diferencias
podrian afectar al componente presinaptico (Real y cols., 2011), por lo que hemos

considerado clave el estudio a nivel del terminal presinaptico.

Asi, en este trabajo pretendemos estudiar de forma comparada el cerebro anterior de
ratones Fmri-KO y de ratones WT mediante el andlisis de dos proteinas presentes en el

terminal presinaptico, la CaMKIla y la sinapsina 1, por estar implicadas en la liberacion del
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neurotransmisor y por estar su traduccion regulada por FMRP. Este estudio comparativo a
nivel presinédptico se pretende realizar a lo largo del desarrollo postnatal hasta ratones adultos,
ya que alteraciones en la liberacion del neurotransmisor a lo largo del desarrollo podrian dar
lugar a defectos neurologicos irreversibles como los presentes en el sindrome X-Fragil.
También sera analizada la expresion de FMRP en determinados estadios del desarrollo
postnatal de ratones WT para un mejor entendimiento del desarrollo postnatal en ratones

Fmri1-KO desprovistos de FMRP.

Estos estudios constituyen un paso mas para el mejor conocimiento del desarrollo del
cerebro anterior de ratones Fmri-KO, y asi poder entender las bases de los procesos

patoldégicos que estan presentes en el sindrome X-Fragil.

Objetivos

|1. Estudio comparado de la expresion de las proteinas ligadoras de calcio calbindina,
calretinina y parvalbimina, y de la sintasa del 6xido nitrico como principales marcadores de

neuronas GABA¢érgicas en el cerebro anterior de ratones adultos WT y Fmri-KO.

|2. Estudio comparado de la expresion de los transportadores vesiculares tipo 1 y tipo
2 como principales marcadores presentes en neuronas glutamatérgicas en el cerebro anterior

de ratones adultos WT y Fmri-KO

|3. Estudio de la expresion de CaMKlIla, de su forma activa p-CaMKlIla y de su
principal sustrato en el terminal presinaptico la sinapsina 1, como proteinas claves
involucradas en la liberacion de los neurotransmisores en el terminal sinaptico en el cerebro

anterior de ratones adultos WT y FmrI-KO.

|4. Estudio del desarrollo postnatal del cerebro anterior de ratones Fmri-KO y WT
mediante el analisis de los patrones espacio-temporales de expresion de CaMKlIla, p-

CaMKlla, sinapsina 1 y FMRP.
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1. Animales de experimentacion

ﬁ,

Para los distintos estudios que abarca este trabajo se seleccionaron un total de 162
ratones machos adultos con una edad comprendida entre 3 y 7 meses y de entre 25-30 g de
peso, 98 ejemplares postnatales comprendidos entre el dia de nacimiento hasta los 21 dias de
edad (PO, P1, P4, P7, P14, P18 y P21) y un total de 10 embriones de 18.5 dias (E18.5) post

coito.

Todos los ratones utilizados pertenecian a la especie Mus musculus de la cepa FVB-
129 (Figura 8) de genotipo silvestre (WT) y de genotipo nulo al gen Fmrl denominado
genéricamente Fmrl-nulo o knockout (Fmril-KO). Todos los ejemplares utilizados en este
trabajo se obtuvieron de cruces de hembras homocigotas con machos hemicigotos nulos para
este gen (Fmrl- o KO). Estos animales Fmrl-KO fueron creados mediante recombinacion
genética homologa y fueron comprados en “The Jackson Laboratory”; el nombre especifico
de la cepa es FVB.129P2- Fmrl ™ICgr/ J siendo su namero de referencia el 004624 (Fig. 8).
Con el fin de crear nuestra propia colonia se partid6 de 6 ejemplares, 4 hembras (2 WT y 2

Fmri-KO) y 2 machos (1 WT y 1 Fmri-KO).

Figura 8. Raton de la cepa FVB.129. La
linea FVB vy las distintas sublineas de 129
han adquirido gran popularidad en las
ultimas dos décadas debido a que son las

mas adecuadas para la produccion de

ratones transgénicos y knock-out.

Durante los experimentos los animales fueron mantenidos como una colonia, bajo una
temperatura ambiente de 20 + 2°C, a una humedad relativa de 40 + 5% y sometidos a
fotoperiodos de luz-oscuridad de 12 horas con acceso libre a la comida (dieta SAFE A04,
Panlab, Barcelona) y agua, en condiciones estandares de estabulacion (Servicio de

Estabulacion de la Universidad de Malaga).
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Para la obtencion de los embriones y ejemplares postnatales se llevaron a cabo
cruzamientos introduciendo en una jaula de cruce 2 hembras y 1 macho del mismo genotipo
durante 24 horas. Transcurrido ese periodo de tiempo, se procedidé a comprobar la formacion
del tapon mucoso en la vagina de la hembra, hecho que es tomado como indicador bastante

fiable de la prefiez. Se consideré EO cuando se observo el tapon mucoso.

Los animales fueron destetados de la madre a los 21 dias tras el nacimiento, siendo
recolocados en grupos de 6-8 ratones por jaula, estando separados en todo momento los
Fmrl-KO de los WT y las hembras de los machos. Con posterioridad fueron genotipados para

el gen Fmrl.

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados conforme a la legislacion
Espaiola para el uso y cuidado de animales de experimentacion (BOE 252/34367-91, 2005) y
a las directivas Comunitarias Europeas (86, 609, EEC).

2. Genotipacion de ratones para el gen Fmrl

ﬁ

El genotipado tuvo lugar mediante la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la

Polimerasa), segtin el protocolo publicado en Bakker y sus colaboradores en 1994.

2.1 Pasos importantes del genotipado

2.1.1 Extraccion de ADN gendmico

Para realizar la extraccion de ADN gendmico se partié de aproximadamente medio
centimetro de cola de raton y se le afiadié 250 pl de tampon de extraccion compuesto por Tris-

HCI1 100mM (pH 8.6), EDTA 5mM, SDS al 0.2%, NaCl 200mM y 200 pg/ml de Proteinasa K.

Esta mezcla se deja a 56°C durante 24 horas en un bafio de incubacion.
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Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugaron los tubos durante 10 minutos a
temperatura ambiente a maxima velocidad (15.000g). Una vez centrifugado se recogid el
sobrenadante donde se encuentra el material gendmico y se depositd en otro tubo. Al
sobrenadante se le anadi6 250 pl de isopropanol, se agité y se metido durante 20 minutos a

-20°C para que precipitara el ADN.

Una vez precipitado el ADN se centrifugd de nuevo a las mismas condiciones y se le
elimino el sobrenadante manteniendo el pellet, que es donde se encuentra el ADN. Se dejé
secar bien antes de continuar. En ultimo lugar se resuspendio el pellet en 50 pl de tampon TE
Ix (Tris-EDTA; ver anexo) quedando las muestras listas para cargar. Se puso en cada reaccion

1 pl de una dilucién 1/10.

2.1.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la PCR se utilizo el kit comercial (iProof™ HF Master Mix, Bio-Rad) compuesto
por una solucion tampon que lleva MgCl 3mM, la enzima iProof polimerasa 40U/ml, una
mezcla de dANTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y estabilizadores. Se utilizaron cebadores

(Genosys) cuyas secuencias se detallan en la tabla 1.

CEBADOR SECUENCIA 5" - — — 3’ TIPO CEBADOR
oIMR2060 CAC GAG ACT AGT GAG ACG TG KO
oIMR6734 TGT GAT AGA ATA TGC AGC ATG TGA WT

Tabla 1. Secuencia de cebadores para la genotipacion de ratones WT y Fmr1-KO.

La mezcla de los reactivos se prepard con los cebadores, la mezcla que contiene la
polimerasa y el ADN, enrasando con agua estéril. Para la sintesis de ADNc se utiliz6 un
termociclador (Applied Biosystems 2720 Thermal cycler). El detalle del programa de

temperaturas, tiempos y ciclos se muestra a continuacion (Tabla 2).
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PASOS TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Activacion de la enzima 98°C 30 segundos 1
Desnaturalizacion 98°C 10 segundos
Alineamiento 45-72°C 30 segundos x 35
Extension 72°C 30 segundos
Extension Final 72°C 10 minutos 1
Conservacion 4°C Indefinido
Tabla 2. Detalle de los ciclos del termociclador y los diferentes pasos de temperatura.
2.1.3 Electroforesis en gel de agarosa
MARCADOR WT WT KO KO
MOLECULAR + + + +
0oIMR6734 oIMR2060 0oIMR6734 oIMR2060
872 pb—
603 pb—
301 pb—
281 pb—
234 pb—
194 pb—
118 pb—

Figura 9. Gel de agarosa al 1.5%, revelado en camara oscura con radiacion UV. La banda correspondiente
al producto de PCR de aproximadamente 130 pb corresponde a ratones silvestres (WT), esta banda solo
aparece en el carril 1, porque es el Unico carril que presenta la muestra del raton WT y el cebador para
WT. Y la banda correspondiente al producto de PCR de 400 pb aproximadamente corresponde a ratones

Fmr1-KO, por tanto s6lo aparece en el carril 4, puesto que éste es el unico que presenta la muestra del

raton FmrI-KO y el cebador para FmrI-KO.
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Los productos de la PCR se resolvieron en geles de agarosa al 1.5% en TAE 1x (Tris-
Acetato-EDTA). En cada calle del gel se cargaron 15 pl del producto de PCR, mezclados con
colorante (Sacarosa 7%, azul de bromofenol 0.04% y azul de xilenocianol 0.04%) y
posteriormente se aplico un voltaje de 60V durante 40 minutos. Los fragmentos de ADN se
visualizaron con bromuro de etidio (1 pg/ml) en un transiluminador de luz ultravioleta
(VilberLourmat CN-115). El marcador de peso molecular utilizado (Roche n°11449460001),
abarca bandas entre 72 y 1353 pares de bases, dentro de las cuales se encuentran la banda del

WT (131 pb) y la banda del Fmr1-KO (400 pb; Fig. 9).

3. Estudio quimioarquitectonico

ﬁ

Para la realizacion de este estudio se emplearon ejemplares adultos y postnatales PO,
P7, P14, P18, P21. En todos los casos los animales fueron anestesiados con Ketamina (2 pl/g)

y Xilacina (0.5 pl/g) y el método de fijacion fue por perfusion vascular.

En primer lugar se realiz6 un lavado vascular con una solucioén de lavado, tampon
fosfato salino (PBS) pH 7.3, 0.IM a 4°C, continuando con la solucion fijadora:
paraformaldehido al 4% en PB pH 7.3, 0.1M. El tiempo de la perfusion dependera del estadio
de desarrollo del ejemplar a analizar, siendo en el caso de los adulto de aproximadamente 1
hora de duracion. Una vez terminada la perfusion se extrajo el cerebro y se llevd a cabo una

postfijacion por inmersion en paraformaldehido al 4% durante 24 horas a 4°C.

Una vez finalizado el periodo de postfijacion los cerebros fueron encastrados en agar
al 4% y se obtuvieron secciones transversales de 50 um de grosor de cerebro adulto y de 70
um en el caso de postnatales. Se empled para ello un vibratomo modelo Leica VT 1000M.
Una vez obtenidas las secciones se comenz0 la técnica de inmunohistoquimica para el estudio

quimioarquitectonico.

La técnica empleada para este estudio fue una inmunohistoquimica indirecta simple

mediante el método de la avidina-biotina utilizando anticuerpos policlonales y monoclonales
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(Tabla 3).

Las moléculas que se han detectado en nuestro estudio son: las proteinas ligadoras de
calcio calbindina (CB), parvalbumina (PV) y la calretinina (CR), la sintasa del 6xido nitrico
neuronal (nNOS), los transportadores vesiculares del glutamato (VGLUT1 y VGLUT2), la
proteina quinasa II alfa dependiente de Ca?*/calmodulina (CaMKIla) y su forma fosforilada
(p-CaMKlla), la proteina asociada a vesiculas sinapticas sinapsina 1 (SYN1) y la proteina

FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein; Tabla 3).

Anticuerpo Animal d? Casa comercial Dilucién
procedencia y datos IH/ WB
Anti-calbindina Raton Sigma, codigo C9848, 1:2000/1:1000
((monoclonal) clon CB-955
Anti-calretinina Conejo Swant, codigo 7699/3H, 1:2000/1:1000
(policlonal) lote 18299
Anti-parvalbumina Conejo Swant, codigo PV-28, 1:1000/1:1000
(policlonal) lote 5,5
Anti-sintasa del 6xido Conejo Sigma, codigo N7280, 1:2000/1:1000
nitrico (nNOS) Aas 1409-1429

(policlonal)

Anti-VGLIT1 Cobaya Millipore, cédigo AB5905, 1:5000/1:1000
(policlonal) lote 2061439
Anti-VGLUT2 Cobaya Millipore, codigo AB2251, 1:5000/1:1000
(policlonal) lote 2041594
Anti-CaMKlla Cabra Santa Cruz Biotechnology, 1:1000/1:1000
(policlonal) CaMKIIo(L-15), sc-5391
Anti-pCaMKlIa Conejo Santa Cruz Biotechnology, 1:300/1:1000
(policlonal) p-CaMKIIo(Thr 286),
sc-12886-R
Anti-sinapsinal Conejo Sigma, codigo S193 1:500/1:1000
(policlonal) lote 120M 1487
Anti-B-Actina Ratén Sigma, codigo A5441, -/1:5000
(monoclonal) clon AC-15
Anti-FMR1 Congjo Santa Cruz Biotechnologly, 1:500/1:1000
(policlonal) FMR1(H-120), sc-28739

Tabla 3. Anticuerpos primarios empleados para la técnica inmunohistoquimica y para Western Blot,

detallando las diluciones de trabajo utilizadas en cada caso.

46



Material y Métodos

3.1 Pasos importantes de la técnica inmunohistoquimica

3.1.1 Desactivacion de la peroxidasa endiégena

En este paso se incubaron las secciones en una solucion de perdxido de hidréogeno al
3% y metanol al 10% en PBS pH 7.3, 0.IM durante 10 minutos con el fin de evitar una

reaccion falsa positiva por la actividad de la peroxidasa endogena presente en el tejido.

3.1.2 Preincubacion

En este paso se incuban las secciones en una solucion de suero al 10% de la especie
que dona el anticuerpo secundario, Triton X-100 al 0.3% y azida so6dica al 0.1% en PBS pH
7.3, 0.1M durante una hora. Con este proceso se intenta evitar uniones inespecificas del

anticuerpo secundario.

3.1.3 Incubacion en anticuerpo primario

La incubacion de las secciones en anticuerpo primario se realizaron, en la mayoria de
los casos, durante toda la noche a temperatura ambiente y en agitacién. Todos los anticuerpos
primarios empleados en esta técnica de inmunohistoquimica fueron anticuerpos policlonales
desarrollados en conejo, cabra o cobaya, exceptuando el anticuerpo contra calbindina que se
trata de un anticuerpo monoclonal de ratéon (Tabla 3). La solucion del anticuerpo primario se
realiza en PBS pH 7.3, 0.1M con 0.3% de Triton X-100, 0.1% de azida sodica y 5% de suero

del animal donde esta desarrollado el anticuerpo secundario.

3.1.4 Incubacion en anticuerpo secundario biotilinado

Las secciones se incubaron durante una hora en la solucion de anticuerpo secundario
biotilinado (Tabla 4), actuando de puente entre el anticuerpo primario y el complejo
Estreptavidina-peroxidasa. La solucion del anticuerpo secundario se realiza en PBS pH 7.3,

0.1M con 0.3% de Triton X-100 y 0.1% de azida sddica.
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3.1.5 Incubacion en Estreptavidina-peroxidasa

Las secciones fueron incubadas en Estreptavidina-peroxidasa (Sigma, E2886) a una

dilucién 1:2000 en PBS pH 7.3, 0.1M y Triton X-100 durante 1 hora.

Durante todo el proceso las secciones se mantuvieron en agitacion continua y a
temperatura ambiente. Se realizaron lavados en PBS pH 7.3, 0.IM entre las distintas
incubaciones con excepcion del paso entre la preincubacion y la incubacidén en el primer

anticuerpo. También se realizaron lavados al finalizar el revelado, antes del montaje de los

cortes.
Anti Animal de Casa comercial o

nticuerpo procedencia y datos Dilucion

Anti-IgG de ratén Cabra Sigma, codigo B7401 1:500
biotilinado

Anti-IgG de cabra Conejo Sigma, codigo B7014 1:500
biotilinado

Anti-IgG de conejo Cabra Sigma, codigo B7389 1:500
biotilinado

Anti-IgG de cobaya Cabra Vector Laboratories , BA-7000 1:500

biotilinado

Tabla 4. Anticuerpos secundarios empleados para la técnica inmunohistoquimica.

3.1.6 Revelado de la peroxidasa

La peroxidasa presente en el complejo Estreptavidina-peroxidasa se reveld en una
solucion de 3-3'diaminobencidina tetraclorhidrato (DAB; Sigma) al 0.05% y de sulfato
amonico de niquel al 0.05%. Las secciones se incubaron en dicha solucion durante 10
minutos. Posteriormente se afiadi6 el perdxido de hidrogeno al 0.03% y se control6 el tiempo
de revelado cada 5 minutos. El sulfato aménico de niquel se utiliza con la intencion de
intensificar la reaccion gracias a la capacidad que tienen los metales pesados para unirse al
DAB. Todos los pasos del revelado se realizaron en oscuridad para evitar la fotooxidacion del

DAB.
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Una vez finalizado el revelado las secciones fueron montadas en portaobjetos con la
ayuda de un pincel y posteriormente deshidratados mediante una bateria de alcoholes de
gradacion ascendente: 5 minutos en los distintos alcoholes de 50°, 70°, 90°, 96°. Seguidamente
se mantuvieron 10 minutos en alcohol de 100° y para terminar fueron sumergidos durante 10

minutos en Xileno. El montaje del cubreobjeto se realizo con DPX.

3.2 Controles

Se realizaron controles para cada anticuerpo utilizado, tanto controles positivos como

negativos, para comprobar la especificidad del método.

Como controles positivos se escogieron cortes de regiones del cerebro que se sabia
que contenian el antigeno a detectar. Estos se procesaron conjuntamente con los cortes del
experimento aplicando la misma técnica inmunocitoquimica para comprobar que existia

reaccion positiva.

Los controles negativos se utilizaron para asegurar que la reaccion se debia
exclusivamente a la accion de los anticuerpos especificos y no a una reaccion falsa positiva
producida por los reactivos utilizados en la técnica, con este fin se procesaron cortes que se
sabia que contenian el antigeno a detectar del mismo modo que los cortes de nuestro
experimento, pero reemplazando en este caso el anticuerpo primario por solucion tampon PBS

pH 7.3, 0.1M con 0.3% de Triton X-100 y 0.1% de azida sédica.

3.3 Cuantificacion de las células inmunorreactivas

Los estudios cuantitativos de las neuronas inmunorreactivas se realizaron a partir de
secciones de cerebro de ratones Fmrl-KO y WT entre las coordenadas estereotdxicas que

abarca nuestra zona de estudio segin Bregman; atlas de Franklin y Paxinos (2007).

Para la cuantificacion de las células inmunorreactivas se utilizo la estereologia,
originalmente definida como “la interpretacion espacial de secciones”. Esta comprende un

conjunto de métodos simples que combina la probabilidad geométrica y la estadistica para la
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cuantificacion de caracteristicas geométricas tridimensionales de objetos, como el volumen,

area de superficie, longitud, nimero y conectividad.

El método empleado para la cuantificacion de las células inmunorreactivas fue el del
fraccionador Optico, este método se basa en la combinacién de un muestreo sistémico de las
secciones (Gundersen, 1986) y el conteo del numero de células en los cuadrantes (areas
especificas de tejido) mediante el disector optico (Sterio, 1984), dado como densidad

numérica (DN), nimero de neuronas por volumen (células/mm?).

El uso del disector optico, como un procedimiento de muestreo, estd considerado

como el mejor método para una estimacion precisa de la densidad numérica de células.

Para la estimacion del volumen se empled el método o principio de Cavalieri,
mediante el método de recuento de puntos sobre las secciones del tejido. El principio de
Cavalieri demuestra que dos figuras con la misma altura y en las que las secciones que cruzan

poseen el mismo area, poseen a su vez el mismo volumen.

Para la aplicacién de este método se emple6 un microscopio Olympus BX61 y el

programa informatico NewCAST (Olympus, Glostrup, Denmark).

El programa NewCAST requiere que el muestreo sea uniforme, lo que implica, en
nuestro caso, que cada célula inmunomarcada en un area determinada debe tener la misma

probabilidad que otra de ser contada.

Se cuantificé una de cada cuatro secciones, cada una separada por 200 um a través del
eje anteroposterior (ya que cada corte era de 50 um de grosor). Las agrupaciones celulares
denominadas nucleos cerebrales fueron delimitados manualmente utilizando el objetivo de 4x
y se determind el porcentaje de muestra a estudiar en un 40%. Una vez hecho esto, el
programa realiza un muestreo de la zona seleccionada al azar en regiones equidistantes,
siendo el primer punto seleccionado al azar y los consecutivos marcados con una distancia
preseleccionada mediante el comando “meander sampling” o muestreo en forma de meandro.

El muestreo se realizo con la ayuda del objetivo 60x de inmersion.
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El programa emplea cuadriculas o ventanas denominadas “counting frame” o ventanas
de conteo, que en nuestro caso tenia un area de 1.585 um? en todos los nucleos cerebrales,
menos para el nucleo talamico intralaminar posterior, en cuyo caso el area fue de 2.535 um2,
en combinacion con el método del disector dptico, que estima el numero de perfiles somaticos
en un volumen de referencia de la muestra, que en este caso fue de 10 pm de grosor por el
area de la ventana de conteo. Se delimit6 un drea de guarda de 3 pm por encima y por debajo
del volumen de referencia. La distancia entre cuadriculas se distribuye de forma equidistante
y es lo que se denomina “steps lengths” que en este estudio fue de 62.94 x 62.94 pum para
todos los nucleos cerebrales, excepto para el nicleo talamico intralaminar posterior que fue de

79.6 x 79.6 pm.

Una vez estimados todos los parametros se realizd el conteo de las células
inmunomarcadas (X Q -) dentro del volumen seleccionado, teniendo en cuenta los limites de
inclusion y exclusion de la cuadricula. Fue estimado el nimero de células inmunorreactivas
como: N =X Q ~ x fs x fa x th (Gundersen y cols., 1988), siendo “fs” la fraccion de seriacion,
que tiene en cuenta la seriacion sistémica que ha sufrido el cerebro, “fa” la fraccion del area
especifica a contar y “th” la fraccion de altura, que consiste en la altura que el disector dptico
propone para la cuantificacion de particulas (Howard y Reed., 1998; Keuker y cols., 2001).
Combinado todos estos elementos, el nimero de particulas contadas por cada objeto (£ Q )
podra representar el numero total de particulas que ese objeto posee, aportando una
estimacion fiable, no sesgada y eficiente. En nuestro caso el coeficiente de error (CE) de cada
estimacioén y de cada animal se encuentra entre 0.02 y 0.1, garantizando la eficiencia del

método, puesto que todas las estimaciones estan por debajo de 0.1.

Para confirmar que los métodos de contaje empleados fueron imparciales, se calculo el
volumen de los ntcleos del tdlamo dorsal de todas las muestras. Se obtuvo el area de cada
nucleo en todas las secciones con el programa Imaje] (v. 1.44, NIH, Bethesda, MD). Este area
fue medida tres veces y se realizd el promedio de las tres mediciones. Una vez obtenido el
valor de promedio se convirtiéo en volumen afiadiendo como tercera dimension, el grosor del
grupo de secciones analizadas. El método estadistico utilizado fue el andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). No se observaron diferencias volumétricas significativas entre los

grupos analizados (p>0.05).
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3.4 Analisis estadistico

Para todos los andlisis estadisticos se utilizd6 SPSS Statistics 22.0 y el programa
estadistico SigmaStat (SSPS, Chicago, IL). Las diferencias en el nimero de células
inmunorreactivas se presentan como la media + el error estandar de la media (SEM). Para
evaluar las diferencias significativas de las medias entre WT y Fmrl-KO se empled la prueba
t de Student para muestras independientes y para poblaciones con distribucion normal. El
nivel de significacion fue de p<0.05, por tanto fueron considerados estadisticamente

significativos los valores de p<0.05, sefialados con un asterisco (*).
3.5 Tratamiento de las imdgenes

Las imégenes al microscopio Optico fueron fotografiadas con una camara digital
Nikon DXM 1200 equipado en un microscopio Leica DMCB. Las imagenes definitivas
fueron ajustadas en brillo y contraste. No se emplearon ni filtros ni manipulaciones
adicionales. Las figuras resultantes fueron compuestas y etiquetadas con el programa

OpenOffice Impress.

4. Anadlisis de proteinas mediante Western Blot |

Esta técnica de inmunodeteccion se usa para identificar y localizar proteinas en base a
su capacidad de union a anticuerpos especificos. Consiste en una combinacion de dos

técnicas; la electroforesis en gel de poliacrilamida y el inmunoensayo.

Para el analisis de proteinas mediante Wertern Blots se emplearon ejemplares adultos,
postnatales PO, P1, P4, P7, P14 y P21 y embriones E18.5. Los ratones adultos y postnatales
utilizados para esta técnica fueron sacrificados por dislocacion cervical. En el caso de los

embriones, en un primer lugar se extrajeron los embriones mediante cesarea, para ello se
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anestesio profundamente a la hembra adulta con Ketamina (2 pl/g) y Xilacina (0.5 ul/g) y una

vez extraidos los embriones, éstos fueron decapitados.

Una vez terminado el proceso de decapitacion se extrajo el cerebro y se disecciond la
parte de interés, en nuestro caso el telencéfalo mas el diencéfalo. Una vez obtenido el tejido a
analizar, se puso en nieve carbonica para una inmediata congelacion, evitando la degradacion
de las proteinas. A continuacion las muestras fueron machacadas en nitrogeno liquido con la

ayuda de un mortero.

El andlisis de Western Blot se llevo acabo utilizando los mismos anticuerpos primarios

que fueron utilizados para la técnica de inmunohistoquimica (Tabla 3; ver pagina 46).

4.1. Pasos importantes del andlisis mediante Western Blots

4.1.1 Extraccion de las proteinas

Para la extraccion de proteinas se preparod buffer de lisis Tris-HCL 20mM pH 7.4,
NaCl 150mM, EDTA 0.5mM, Triton X-100 al 1% y SDS al 10% y se le afiadi6 los
inhibidores de proteasas (Sigma P8340), 5 ul por cada mililitro de buffer de lisis, con esto
conseguimos desplegar las proteinas evitando su degradacion. En el caso concreto del analisis
de la p-CaMKIla se le afiadié una serie de inhibidores de fosfatasas (ver pagina 60) para

evitar la accion de las fosfatasas y asi poder analizar esta proteina en su forma fosforilada.
Una vez preparado el buffer, se le afiadio 1 ml por cada muestra, se homogeneizd
pipeteando varias veces y se dejo actuar durante 10 minutos a 4°C. Transcurridos los 10
minutos se centrifugd durante 15 minutos a 15.000 g a 4°C y se recuperd el sobrenadante.
4.1.2 Cuantificacion de proteinas totales
El método utilizado para la determinacion de proteinas totales en extracto de tejido se

corresponde con el descrito por Bradford, basado en la afinidad que tiene el colorante Azul

Coomassie brillante G para unirse a las proteinas. La unién del colorante a las proteinas
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produce un aumento de la longitud de onda a la que absorbe el colorante, con un méaximo de
absorcion entre 465 nm y 595 nm; este incremento de absorcion es directamente proporcional

a la concentracion de proteinas. El método tiene una sensibilidad de 1 pg/ml.

Se realiz6 una curva estandar de albumina mediante diluciones seriadas a partir de una
dilucién stock de alblimina sérica bovina (BSA) 10 mg/ml y se representd la densidad optica

(DO595) frente a la concentracion (mg/ml) de los estandares para obtener la curva patron.

De cada extracto se prepard una dilucion 1/10 usando agua como diluyente, de esta
dilucion se cuantifico 2, 4 y 8 pl en un volumen final de 100 pl de agua. A todas las diluciones
a cuantificar se le afiadié 1 ml del reactivo Bradford, se agité y se midi6 la densidad optica a
595 nm en el lector Shimadzu UV-1603. Los valores DO595 de las diluciones se interpolaron
en la recta patron para obtener la concentracion de proteinas de cada muestra. En cada
dilucion se utilizd como blanco 2, 4 y 8 ul de buffer de lisis en 100 pl de agua

respectivamente.

4.1.3 Preparacion de los extractos

Teniendo la concentracion de la muestra inicial y la concentracion y el volumen de la
muestra final a la que queremos cargar el gel (60 pug en un volumen de 15 pl), se puede
calcular el volumen de la muestra inicial y asi poder preparar los extractos para cargar en el

gel.

En todos los casos elaboramos un volumen final mayor para poder utilizar los
extractos en varios Western Blots. Por cada 80 pl de volumen final que preparamos, se le
afiadio el volumen calculado de la muestra inicial, 16 pl (80/5) de azul de bromofenol 5x, 1 pl

de B-mercaptoetanol y buffer de lisis hasta llegar al volumen final de 80 pl.

Una vez preparadas las muestras se mezclaron bien y se desnaturalizaron 10 minutos a

95-100°C.
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4.1.4 Electroforesis y electrotransferencia

Se utilizaron geles de poliacrilamida SDS-PAGE preparados a diferentes
concentraciones de acrilamida entre el 10% y el 14% (segin el tamafio de la proteina a
estudiar). Una vez montado el gel, se cargaron las muestras y el marcador de peso molecular

(Precision Plus Protein ™ All Blue Standards de Bio-Rad).

En un primer lugar se separé a 15 mA en tampon de electroforesis (ver pagina 59)
hasta que las muestras entraron en el gel, después a 20-25 mA hasta que el frente de azul de
bromofenol llegd al fondo, para este proceso se empled el equipo SE 250 Vertical Unit

(Pharmacia Biotech).

Las proteinas son transferidas, usando el equipo Multiphor 11 (Pharmacia Biotech), a
una membrana de nitrocelulosa en semi-seco usando un tampon de transferencia (ver pagina
59) durante aproximadamente 1 hora en funcion al grosor del gel y a 37 mA en relacion a su
tamafio. Una vez transcurrida la transferencia, se bloque6é la membrana con PBS-Tween

0.05% (TPBS) mas 5% de leche durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion.

4.1.5 Incubacion de anticuerpos y revelado

Los anticuerpos primarios utilizados en esta técnica fueron los mismos que los
empleados en la técnica inmunohistoquimica con distintas diluciones (tabla 3), utilizando

como control anticuerpos frente a B-actina.

Se utilizaron como anticuerpos secundarios (Tabla 5), anti IgG de ratébn marcado con
peroxidasa (Sigma) a una dilucion 1:80.000, anti IgG de conejo marcado con peroxidasa
(Sigma) a 1:10.000 y anti IgG de cabra y cobaya marcados con peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnology) a 1:10.000 y 1:5.000 respectivamente. Todas las diluciones de anticuerpos
fueron elaboradas en TPBS mas 5% de BSA.
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Anti Animal de Casa comercial o
nticuerpo procedencia y datos Dilucion
Anti-IgG de raton Congjo Sigma, codigo A9044 1:80000
HRP
Anti-IgG de cabra Ratén Santa Cruz Biotechnology 1:10000
HRP sc-2354
Anti-IgG de conejo Cabra Sigma, codigo A6154 1:10000
HRP
Anti-IgG de cobaya Cabra Santa Cruz Biotechnology 1:5000
HRP sc-2438

Tabla 5. Anticuerpos secundarios empleados para la técnica Western Blot.

Una vez transcurrido el tiempo de bloqueo la membrana es lavada ligeramente con
TPBS, posteriormente se incuba en anticuerpo primario durante toda la noche a temperatura
ambiente y en agitacion. Seguidamente se realizaron tres lavados con TPBS y se incub6 la
membrana en la dilucion de anticuerpo secundario durante 1 hora. Una vez finalizado el
tiempo de incubacidn se volvid a lavar tres veces con TPBS y se realizo un ultimo lavado con

agua destilada. Todos los lavados fueron de 10 minutos y con agitacion.

Para la visualizacién de las proteinas se utilizd el método ECL, que consiste en un
sustrato quimioluminiscente intensificado para la deteccion de la peroxidasa, mediante el
empleo de un kit apropiado (Thermo Scientific) y con la ayuda de un analizador de imagenes

digital luminiscente (BioRad) y del programa informatico Image Lab 3.0.

4.2 Cuantificacion por densitometria

Una vez obtenidos los resultados en el programa Image Lab 3.0., las iméagenes fueron
guardadas y exportadas en formato TIFF para su posterior andlisis. Todas las imagenes fueron
tratadas bajo las mismas condiciones y transformadas a escala de grises de 8 bit. Las bandas
fueron cuantificadas mediante densitometria con el programa Image J. Se normalizé cada
banda respecto a la banda control para B-actina correspondiente a la misma muestra en el

mismo carril del gel.
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4.3 Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados usando el programa informatico SPSS Statistics
22.0, estimando la media de los valores, la desviacion estandar, el error estandar de la media,
asi como las diferencias estadisticas entre los grupos de ratones WT y FmrI-KO a través de la
prueba t de Student para analizar dos grupos no relacionados. Para analizar las posibles
diferencias entre tres grupos independientes se empled el andlisis de la varianza ANOVA
seguido por el test T2 de Tamhane y el test T3 de Dunnett. Estos test estadisticos analizan los
tres grupos independientes dos a dos, para saber entre que dos grupos existen diferencias

significativas. En todos los casos se establece como diferencia significativa cuando p<0.05.
5. Anexo |

En la técnica inmunohistoquimica, a la hora de obtener la concentracion Optima de
trabajo de cada anticuerpo primario se realizaron diluciones seriadas con el fin de seleccionar
la dilucidon maés elevada sin incrementar el marcaje inespecifico. La eleccion de una dilucion

inadecuada puede dar falsos negativos o aumentar la tincion de fondo (Garcia del Moral,

1993).

Para la eleccion de la concentracion de los anticuerpos en la técnica de Western Blot se
tuvo en cuenta las recomendaciones de la casa comercial para cada anticuerpo empezando, en

todos los casos, por la dilucion menos concentrada hasta obtener los resultados mas 6ptimos.
5.1 Anticuerpos
En la técnica inmunohistoquimica y en la técnica Western Blot se emplearon los
mismos anticuerpos primarios (Tabla 3; Pag. 46), para conseguir la deteccion de la misma

molécula en ambas técnicas, ya que en la mayoria de los casos se ha trabajado con anticuerpos

policlonales.
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Los anticuerpos secundarios empleados fueron diferentes dependiendo de la técnica,
siendo utilizados anticuerpos secundarios biotilinados para la técnica inmunohistoquimica y
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) para la técnica Western

Blot.

5.2 Tampones

Tampon fosfato (PB) pH 7.3 0.2M

NaH2PO4 x H20 69 g
Na2HPO4 x H20 26.7 g
Agua destilada 1000 ml

Tampon fosfato (PB) pH 7.3 0.1M

PB pH 7.3 0.2M 500 ml
Agua destilada 500 ml

Tampon fosfato salino (PBS) pH 7.3 0.1M

PB pH 7.3 0.2 M 500 ml
NaCl9 g
Agua destilada 500 ml

Tampodn fosfato salino Tween 0.05% (TPBS)

PBS pH 7.3 0.2M 500 ml
250 pl Tween 20 PS
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Buffer de lisis

Tris-HCL pH 7.4 20mM 4 ml
NaCl 150mM 3 ml

EDTA 0.5mM 40 pl

Triton X-100 1% 200 pl
SDS 10% 200 pl

Azida sddica 0.02% 4 mg

Buffer de transferencia

Glicina 39mM
Tris 48mM
SDS 0.037%
Metanol 20%
H>O

Buffer de electroforesis Tris-Glicina 10x

Stris base 0.25M
Glicina 2M
SDS al 1%

TE Ix

Tris-HCI 10 mM
EDTA ImM, pH 8.0 £0.2
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5.3 Fijadores

Paraformaldehido al 4%

Paraformaldehido 4 g
Agua destilada 50 ml
PB pH 7.3 0.2M 50 ml

En la elaboracion del fijador se disuelve paraformaldehido en agua destilada a 60°C y
se mantiene en agitacion hasta que la disolucion se vuelve transparente, para ello se le afiaden

unas gotas de hidroxido sodico 10% (p/v). A continuacion se filtra y una vez la filtracion

finalice se le anade el tapon fosfato.

5.4 Inhibidores

Inhibidores de fosfatasas
Se afiaden las siguientes cantidades por cada mililitro de Buffer de lisis:
Ortovanadato sddico (NazVO4) 100mM (Sigma S6508) 10 pl

B-Glicerofosfato 1M (Sigma G9422) 3.3 ul
Fluoruro Sédico (NaF) 100mM (Sigma S1504) 10 pl

Inhibidores de proteasas

Se le anade la siguiente cantidad por cada mililitro de Buffer de lisis:

Coctel inhibidor de proteasas (Sigma P8340) 5 ul
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Resultados

Estudio quimioarquitectonico y Western Blots

En este trabajo se ha realizado un estudio comparado en ratones machos WT y Fmrl-
KO desde embriones de 18.5 dias (E18.5) hasta adulto de 7 meses, de un conjunto de
marcadores neuronales, entre los que se encuentran las proteinas ligadoras de calcio
(calbindina, calretinina y parvalbumina), la sintasa del 6xido nitrico, los transportadores
vesiculares de glutamato tipo 1 y tipo 2, la proteina quinasa II o dependiente de
Ca?*/calmodulina y su forma fosforilada, y la sinapsina 1 (proteina asociada a vesiculas

sindpticas).

También se ha analizado la proteina FMRP en ratones WT en determinados estadios
del desarrollo postnatal (P14, P18, P21 y adulto) para poder aclarar los resultados obtenidos

en estos estadios para algunas de las proteinas estudiadas.

A continuaciéon se describen los resultados obtenidos de los estudios
quimioarquitectébnicos e inmunoensayos de Western Blots realizados para todos los

marcadores neuronales nombrados anteriormente.

1. Estudio comparado de las proteinas ligadoras de calcio (calbindina,
calretinina y parvalbumina) y de la sintasa del oxido nitrico neuronal como

marcadores de neuronas GABAérgicas en ratones WT y ratones FmrI-KO |

Para evaluar las posibles diferencias en el cerebro anterior (telencéfalo y diencéfalo)
entre ratones WT y Fmrl-KO de las proteinas CB, CR, PV y nNOS se realizaron estudios
empleando la técnica Western Blot y la técnica inmunohistoquimica. En todos los casos se

emplearon adultos con edades comprendidas entre 3 y 7 meses.
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1.1 Western Blots para CB, CR, PV y nNOS

Para la realizacion de este estudio se utilizaron extractos del cerebro anterior de

ratones adultos. Se utilizaron un total de 6 ratones machos WT y 6 ratones machos Fmri-KO.

Para este estudio de Western Blot se emplearon anticuerpos que reconocian una banda
de proteina especifica con el peso molecular concreto de cada anticuerpo (Fig. 10). Estos
anticuerpos fueron utilizados previamente por otros autores con un marcaje de bandas similar
al nuestro (Schwaller y cols., 1993; Dinerman y cols., 1994; Airaksinen y cols., 1997;
Schwaller y cols., 1999).

WT KO WT KO
CB . CR . s
B-actina e c— B-actina e c—
WT KO WT KO
VAR NNOS e e
B-acting o sem— B-actina e —

Figura 10 . Niveles de expresion de las proteinas calbindina (CB), calretinina
(CR), parvalbumina (PV) y la sintasa del 6xido nitrico neuronal (nNOS) en
extractos de cerebro de raton WT y Fmrl-KO machos. Western Blot utilizando
anticuerpos frente a CB, CR, PV y nNOS que mostr6 una sola banda con peso
molecular de 28kDa, 29kDa, 12kDa y 150kDa respectivamente. La proteina -
actina se utiliz6 como control de carga. No se observaron diferencias entre los
distintos genotipos WT y Fmr1-KO.
Una vez cuantificados los datos no encontramos diferencias significativas entre los
niveles de expresion de las proteinas calbindina, calretinina, parvalbimina y la sintasa de

6xido nitrico neuronal entre los ratones Fmr/-KO y WT.

1.2 Inmunohistoquimicas para CB, CR, PV y nNOS

Nuestros estudios inmunohistoquimicos para estas proteinas se centraron en el

hipocampo y en la amigdala, como estructuras esenciales pertenecientes al sistema limbico
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dentro del telencéfalo, y en el tdlamo dorsal como uno de los principales componentes del

diencéfalo.

1.2.1 Inmunorreactividad para calbindina en el cerebro anterior de ratones

Fmrl-KO en comparacion a ratones WT

Para este estudio se utilizaron 9 ratones machos WT y 9 ratones machos Fmri-KO. El
anticuerpo utilizado fue el mismo que se empleo para la realizacion del Western Blot (Tabla 3;

Pag. 46).

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias cualitativas en el complejo
amigdalino entre ambos genotipos. En cambio, se observaron diferencias tanto en el
hipocampo como en el tdlamo. A nivel del hipocampo se observaron diferencias en la capa
piramidal de CAl y en la capa granular del giro dentado, mientras que a nivel del tdlamo

dorsal se observaron diferencias en la mayoria de los nucleos que lo componen.

En la region amigdalina las células inmunorreactivas para calbindina (CB-IR) se
localizaron en los distintos nicleos que la conforman, observandose una inmunotincion mas
intensa en las cé€lulas de la amigdala lateral (La), basolateral (BLA) y medial (Me) en
comparacion con las células CB-IR presentes en la amigdala central (Ce) (Fig. 11A, C, D). No
se apreciaron diferencias en el patrén de distribucion entre ambos genotipos en todo el
complejo amigdalino (Fig. 11A-F). Tampoco hemos observado diferencias en la morfologia

de las células, como se puede apreciar a mayor aumento en el nicleo BLA (Fig. 11D, F).

En el hipocampo las células CB-IR se encontraron principalmente en la capa granular
del giro dentado (Fig. 5A, C; Pag. 28), donde era apreciable de forma cualitativa un menor
numero de células calbindina presentes en los ratones Fmr/-KO en relacion a los WT (Fig.
5A-D; Pag. 28). El menor numero de células calbindina en los ratones Fmr/-KO a nivel del
giro dentado ha sido demostrado cuantitativamente en estudios realizados con anterioridad en
nuestro grupo de investigacion (Real y cols., 2011). En estos estudios también se cuantifico

un menor numero de células piramidales CB-IR en la capa CA1 del hipocampo del raton.
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En el tdlamo dorsal gran parte de las células CB-IR se distribuyen en los nucleos de la
linea media, intralaminares y en algunos nucleos del talamo posterior (Fig. 12A, C, E), datos
que coinciden con estudios realizados en el tdlamo de ratas y humanos (Celio, 1990; Frassoni

y cols., 1991; Battaglia y cols., 1992; Arai y cols., 1994; Miinkle y cols., 2000).

Los nucleos del tdlamo dorsal con mayor inmunorreactividad para calbindina fueron
los integrantes del complejo dorsomedial (MD) (Fig. 12A) y los nucleos de la linea media
como el nucleo paraventricular (PV), el intermediodorsal (IMD), el romboidal (Rh), el
reuniens (Re) y el nucleo paraxifoidal (PaXi) (Fig. 12A, C). Se encontraron también células
CB-IR en el nacleo centromedial (CM), el paracentral (PC), el centrolateral (CL) y en el
nucleo submedio (Sub) (Fig. 12A, C).

Cuando analizamos de forma comparada la inmunorreactividad para CB entre ambos
genotipos (Fig. 12) observamos que existian diferencias cualitativas. En general, los ntcleos
talamicos de los ratones Fmrl-KO presentaban menor numero de cé€lulas calbindina (Fig.
12A-F). Por este motivo se analizaron cuantitativamente todos los nucleos que mostraron

diferencias cualitativas (Tabla 6; Pag. 69).
En el complejo ventral y en otros nucleos del tdlamo dorsal también se observaron

células CB-IR quedando fuera de nuestro estudio por no presentar diferencias cualitativas

entre los ratones Fmr/-KO y los ratones WT.
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Figura 11. Cortes transversales de cerebro de ratones machos adultos. A, B: Microfotograﬁa panoramica del
telencéfalo y diencéfalo de ratones WT y Fmrl-KO respectivamente. C, E: Secciones del telencéfalo a nivel del
complejo amigdalino. Se observan células CB-inmunorreactivas (CB-IR) en los ntcleos de la amigdala de ratones
silvestres (D) y de ratones knock-out para Fmrl (F). El patron de inmunorreactividad estudiado en estos nicleos de
la amigdala es similar para ambos genotipos. La, nucleo lateral; BLA, nucleo basolateral; Ce, nucleo central; Me,
amigdala medial. A, B = 25x; C, E = 100x; D, F = 400x.
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Figura 12. Microfotografias de secciones transversales del diencéfalo de ratones machos adultos. Se observa
inmunorreactividad para calbindina (CB) en el tdlamo dorsal de ratones WT a la izquierda y de ratones knock-out
para Fmrl (Fmrl-KO) a la derecha. A, C, E: Las imagenes muestran la distribucion de las células CB-
inmunorreactivas (CB-IR) en los nucleos de la linea media del tdlamo, en los nicleos intralaminares y en los
nucleos de la parte dorsal del talamo posterior de ratones WT. B, D, F: Neuronas CB-IR en los mismos nucleos
talamicos para ratones Fmr/-KO. Se aprecian menos células inmunotefiidas para CB en los ratones FmrI-KO que
en los WT. CM, ntcleo centromedial; IMD, nucleo intermediodorsal; MD, nucleo dorsomedial; MDM, parte
medial del ntcleo dorsomedial; MDC, parte central del nucleo dorsomedial; MDL, parte lateral del nucleo
dorsomedial; PC, ntcleo paracentral; PV, nicleo paraventricular; Rh, niicleo romboidal; Sub, nicleo submedio; Re,
nucleo reuniens; PaXi, nucleo paraxifoidal; SG, nicleo suprageniculado; MGD, parte dorsal del ntcleo geniculado
medial; MGM, parte medial del ntcleo geniculado medial; MGV, parte ventral del nucleo geniculado medial; PIL,
parte posterior del nucleo intralaminar. Aumentos: A, B, C, D = 50x; E, F = 100x.
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1.2.2 Cuantificacion y andlisis estadistico de la inmunorreactividad para

calbindina en el talamo

Para el estudio cuantitativo de las células CB-IR se emplearon 12 cerebros de ratones

machos, 6 ratones WT y 6 ratones Fmrl-KO.

La cuantificacion de neuronas CB-IR en el talamo se realizd sobre secciones
transversales de cerebro de raton dentro de las coordenadas estereotaxicas bregma -0,46 mm y
-3,34 mm, tomando como referencia el atlas del cerebro de ratén de Franklin y Paxinos del

2007.

Los nucleos del tdlamo dorsal intralaminares y de la linea media que fueron estudiados
son: el nicleo dorsomedial (MD), que se compone de la parte lateral (MDL), la parte medial
(MDM) y la parte central (MDC); el ntcleo submedio (Sub); los nicleos de la linea media del
talamo compuesto por el nucleo paraventricular (PV), el nicleo intermediodorsal, el nacleo
romboidal (Rh), el nucleo reuniens (Re), la parte ventral del ntcleo reuniens (VRe) y el
nucleo paraxifoidal (PaXi); los nucleos intralaminares rostrales, como el nucleo centromedial

(CM), el nucleo paracentral (PC) y el nucleo centrolateral (CL).

Las zonas del tdlamo posterior estudiadas fueron: la parte posterior del nucleo
intralaminar (PIL), la parte medial del nicleo geniculado medial (MGM), la parte dorsal del
nucleo geniculado medial (MGD), el intergeniculado (IGL) y el nucleo suprageniculado (SG).

Los resultados que obtuvimos de este estudio cuantitativo fueron los siguientes:

En general, el nimero de células CB-IR en el talamo dorsal fue menor en ratones
Fmri-KO en comparacion con ratones WT. El porcentaje de neuronas CB-IR fue un 36-67%

menor en ratones Fmr[-KO (Girdldez-Pérez y cols., 2013).

En todos los nucleos talamicos analizados el namero de células CB-IR fue

significativamente menor en los ratones Fmr/-KO (Tabla 6).
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Nucleos Genotipo Media Valor p

cM WT 2272+ 197 7.45E-08*
KO 1140 + 32

IMD WT 1047 £ 208 4.5772E-05*
KO 455+ 43

MDM WT 1256 + 198 4.2369E-06*
KO 505+ 51

MDC WT 846 + 91 4.92E-08*
KO 292 + 21

MDL WT 1151 £ 225 1.9682E-05*
KO 452+29

PC WT 1159 + 61 7.4E-09*
KO 658 + 33

PV WT 724 + 82 1.5701E-06*
KO 368 29

CL WT 1057 £ 204 1.4707E-05*
KO 403 £25

Rh WT 571£19 0*
KO 270 £ 10

Sub WT 1260 + 151 2.3877E-06*
KO 610+ 70

Re WT 3057 =349 2.8628E-05*
KO 1966 + 124

VRe WT 835+ 80 2.25E-08*
KO 302 +22

PaXi WT 466 + 58 5.054E-07*
KO 187+ 16

SG WT 899 + 74 1.86E-08*
KO 322+49

MGD WT 1490 £ 218 6.517E-07*
KO 490 + 44

MGM WT 850 + 87 6.84E-08*
KO 309 +38

IGL WT 451+56 1.1639E-06*
KO 195 =24

PIL WT 1913 £ 104 7E-10*
KO 780 + 69

Tabla 6. Numero de células calbindina inmunorreactivas en los nucleos del talamo dorsal de ratones machos
adultos, junto con el valor p para la prueba estadistica t de Student para dos muestras independientes (WT y KO).

En todos estos nticleos se observaron diferencias significativas entre sus medias (*).
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Como control para descartar que el menor numero de células CB-IR fuese debido a
una inmunotinciéon mas débil del corte histolégico en cuestion, se analizd y se cuantifico el
ntcleo hipotaldmico paraventricular, localizado en los mismos cortes histologicos. En este

caso, no se encontraron diferencias estadisticas (p>0.05) entre los ratones Fmri/-KO y WT.

En nuestro grupo de investigacion también se llevé a cabo un estudio paralelo
utilizando ratones hembras para analizar y cuantificar los mismos nucleos taldmicos
estudiados en los ratones machos, con la intencion de ver si la disminucion en el nimero de
células CB-IR presentes en los ejemplares machos también tenian lugar en los ejemplares
hembras. En este estudio no se observd ninguna diferencia significativa entre el nimero de

células CB-IR de los ratones hembras WT y los Fmr-KO (Giraldez-Pérez y cols., 2013).

1.2.3 Inmunorreactividad para calretinina en el cerebro anterior de ratones

Fmr1-KO en comparacion con ratones WT

Para este estudio se emplearon 5 ratones machos WT y 5 ratones machos Fmr-KO. El

anticuerpo utilizado fue el mismo que se empled para la realizacion de los Western Blots

(Tabla 3; Pag. 46).

Los resultados obtenidos mediante esta técnica no mostraron diferencias en las 3 zonas
analizadas del prosencéfalo, observandose un patrén de distribucion para calretinina similar

en ambos genotipos.

En el complejo amigdalino se observd inmunorreactividad para calretinina en todos
los nucleos que conforman la amigdala (Fig. 13A, B). El mayor nimero de células positivas
se encontraron en el niicleo medial como se describid en estudios anteriores (Guirado y cols.,
2008). En el nucleo lateral y basolateral se observaron pocas células positivas para calretinina
que se distribuian de manera homogénea por ambos nicleos. En el nucleo central no se

encontro ninguna célula CR-IR.

También se observo una fuerte inmunotincion del neuropilo, concretamente en la parte
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medial de la amigdala y en el nucleo central. El neuropilo intensamente inmunorreactivo para
calretinina de la parte medial y del nicleo central de la amigdala contrasta con la débil tincién
que presenta el neuropilo del nucleo lateral y del basolateral (Fig. 13A, B). El patron de

inmunorreactividad en el complejo amigdalino fue similar en ambos genotipos (Fig. 13A-D).

En el hipocampo se apreciaron pocas células CR-IR, algunas se encontraban de
manera dispersa en el asta de Amén y en el hilio del giro dentado. La mayor
inmunorreactividad para calretinina fue localizada a nivel del neuropilo, concretamente en la
parte mas interna de la capa molecular del giro dentado (Fig. 13E). No se observaron
diferencias en el hipocampo, para esta proteina, entre los ratones Fmr/-KO y WT (Fig. 13E,

F).

Algunos nucleos de la linea media, intralaminares y del tdlamo posterior también
presentaban muchas células CR-IR (Fig. 14A, C). Unos de los nucleos del tdlamo dorsal con
mayor inmunorreactividad para calretinina fue el nucleo paraventricular (PV), donde se

observo una fuerte inmunotincidn a nivel del soma neuronal (Fig. 14A, C).

En la region posterior del tdlamo dorsal se apreciaron abundantes células CR-IR,
concretamente en la parte posterior del nucleo intralaminar (PIL), en MGM, en MGD, en SG
y en el nicleo IGL. No se observaron variaciones a nivel del tdlamo dorsal entre los dos

genotipos estudiados (Fig. 14A-F).

1.2.4 Cuantificacion y andlisis estadisticos de la inmunorreactividad para

calretinina en el talamo

Se emplearon 8 cerebros de raton, 4 machos WT y 4 machos Fmri-KO, para los

estudios cuantitativos del nimero de células CR-IR en la region del tdlamo.

Los estudios cuantitativos de las neuronas CR-IR se realizaron en secciones
transversales del tdlamo dorsal dentro de las coordenadas estereotaxicas bregma -0,46 mm y

-3,34 mm, se ha tomado como referencia el atlas del cerebro de raton de Franklin y Paxinos
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(2007).

El ntimero total de células CR-IR en el tdlamo dorsal intralaminar y la linea media fue
de 14.429 + 388 para ratones WT y de 14.397 + 302 para Fmri-KO (p= 0.47). Por tanto, no

hubo diferencias significativas en el nimero de células CR-IR entre ambos genotipos.

Al igual que en el caso del nimero de células CB-IR, se llevaron a cabo estudios
paralelos analizando y cuantificando el nimero de células CR-IR en el tdlamo dorsal
intralaminar y en la lineca media de ratones hembras no observandose diferencias

significativas (Guirdldez-Pérez y cols., 2013).
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Figura 13. Microfotografias de cortes transversales del telencéfalo a nivel de la amigdala (B, D) y del hipocampo
(E, F) de ratones machos adulto. Se observa inmunorreactividad para calretinina (CR) en el telencéfalo de ratones
WT en las imagenes A, By E y en ratones Fmr/-KO en las imagenes C, Dy F . A, C: Panoramica el telencéfalo a
nivel del complejo amigdalino y del hipocampo para WT y Fmrl-KO respectivamente. B, D: Se observa
inmunorreactividad en todo el complejo amigdalino, siendo mas acusada en la parte medial. E, F: Se aprecian
células CR-inmunorreactivas (CR-IR) y una fuerte inmunotincion en la parte mas interna de la capa molecular del
giro dentado, detalle (*) arriba a la izquierda. No se encuentra ninguna diferencia entre los dos genotipos. GD, giro
dentado; m, capa molecular; g, capa granular; h, hilio; La, niicleo lateral; BLA, ntcleo basolateral; Ce, nicleo
central; Me, amigdala medial. A, C = 25x; B, D, E, F = 100x; * =200x.
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Figura 14. Secciones transversales del talamo dorsal de ratones WT y Fmri-KO adultos inmunotefiidas para
calrretinina (CR). A, C, E: Células caretinina inmunoreactivas (CR-IR) en los nucleos del tdlamo dorsal de ratones
machos WT. B, D, F: Células CR-IR de ratones machos Fmr/-KO en los mismos nticleos talamicos que en WT.
CM, nucleo centromedial; IMD, nticleo intermediodorsal; MD, nucleo dorsomedial; PV, ntcleo paraventricular;
Rh, nticleo romboidal; Re, ntcleo reuniens; SG, nicleo suprageniculado; MGD, parte dorsal del ntcleo geniculado
medial; MGV, parte ventral del nucleo geniculado medial; PIL, parte posterior del nucleo intralaminar. Aumentos:

A,B,C,D=50x; E, F=100x.
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1.2.5 Inmunorreactividad para parvalbumina en el cerebro anterior de

ratones Fmr1-KO en comparacion a ratones WT

Para este estudio se utilizaron 3 ratones machos WT y 3 ratones machos FmrI-KO. El

anticuerpo utilizado fue el mismo que se empled para la realizacion de los Western Blots

(Tabla 3; Pag. 46).

Nuestros estudios inmunohistoquimicos, en ambos genotipos, para parvalblimina
mostraron un patréon de inmunorreactividad similar en las diferentes zonas analizadas, no

encontrandose diferencias en el patron de distribucion para esta proteina (Fig. 15A-F; 16A-F).

Tanto las células como el neuropilo PV-IR se encontraron localizados en los nucleos
BLA y La de la amigdala, no apreciandose inmunotincion en el resto de los nucleos que
conforman el complejo amigdalino (Fig. 15E). No se observaron diferencias entre los ratones

WT y Fmril-KO ni en las células PV-IR ni a nivel del neuropilo (Fig. 15E, F).

En el hipocampo se encontraron algunas células PV-IR distribuidas tanto en la capa de
células granulares del giro dentado, asi como en la capa de células piramidales de CA (Fig.
15A, C), siendo CA3 la regién con mayor nimero de neuronas inmunorreactivas (Fig. 15A).
También se observaron ramificaciones dendriticas sobre todo en el hilio del giro dentado entre
otras regiones del hipocampo (Fig. 15A, C). Este patron de distribucion de Ia

inmunorreactividad de parvalbimina fue similar en ambos genotipos (Fig. 15A-D).

No se encontraron células PV-IR en el tdlamo dorsal a excepcion del nucleo

geniculado ventrolateral (VLG) (Fig. 16A, C, D).

Se observaron fibras PV-IR en todos los nucleos rostrales del talamo dorsal, en los

nucleos de la linea media y en los intralaminares.

En el tdlamo dorsal posterior se observé un neuropilo fuertemente inmunorreactivo en

75



Resultados

el nicleo geniculado dorsolateral (DLG) (Fig. 16C) y abundantes células PV-IR en VLG (Fig.
16D). En resumen no se encontraron diferencias en el patréon de distribucion para

parvalbimina entre los ratones WT y los ratones Fmr/-KO (Fig. 16A-F).
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Figura 15. Secciones coronales inmunotefiidas para parvalbumina (PV) del telencéfalo de ratones machos adultos,
donde se observa en A y B una imagen general de parte del telencéfalo y el diencéfalo, en C y D parte del
hipocampo y en E y F algunos niicleos amigdalinos de ambos genotipos. C, D: En el hipocampo se aprecian células
y el neuropilo inmunorreactivo para PV, no encontrandose diferencias entre el genotipo WT y FmrI-KO. E, F: La
inmunorreactividad para PV se encuentra localizada en el nucleo lateral y basolateral amigdalino, observandose
tanto axones como somas PV-inmunorreactivos (¥). En el complejo amigdalino tampoco se aprecia diferencias en
cuanto a la distribucion de PV. GD, giro dentado; m, capa molecular; g, capa granular; h, hilio; La, nucleo lateral;
BLA, ntcleo basolateral; Ce, nicleo central; Me, amigdala medial. A, B =25x; C, D, E, F = 100x; * = 400x
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Figura 16. Imagenes de cortes transversales del diencéfalo de ratones machos adultos de ambos genotipos. Se
observa inmunorreactividad para parvalbumina (PV) en el tdlamo dorsal de ratones WT en la microfotografia A, C
y Dy de ratones Fmri-KO en B, E y F. La inmunoticion para PV se localiza en el neuropilo, en la parte anterior
del talamo dorsal (A, B). Las células PV-inmunorreactivas (PV-IR) se encuentran en la parte ventrolateral del
nucleo geniculado (C, D, E, F). No se aprecian diferencias en la distribucion de la inmunorreactividad para PV
entre los dos genotipos estudiados (WT y Fmrl-KO). IMD, nucleo intermediodorsal; CM, ntcleo centromedial,
MD, nucleo dorsomedial; PC, nticleo paracentral; PV, nucleo paraventricular; Rh, nicleo romboidal; DLG, nucleo
geniculado dorsolateral; IGL, intergeniculado; VLG, nucleo geniculado ventrolateral. Aumentos: A, B, C, F = 50x;
D, E =200x.
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1.2.6 Inmunorreactividad para la sintasa del oxido nitrico neuronal en el

cerebro anterior de ratones FmrI-KO en comparacion a ratones WT

Para este estudio inmunohistoquimico se emplearon 4 ratones WT machos y 4 ratones
FmrI-KO machos. El anticuerpo empleado fue el utilizado para la realizacion de los Western

Blots (Tabla 3; Pag. 46).

En los experimentos obtenidos mediante la técnica inmunohistoquimica no hemos
encontrado diferencias entre ambos genotipos en el patron de distribucion para nNOS en las
zonas analizadas, exceptuando la parte interna de la capa molecular del giro dentado del

hipocampo (ver mas adelante).

En el complejo amigdalino se observd una fuerte inmunorreactividad en la parte
medial de la amigdala, observandose gran cantidad de células nNOS-IR y un neuropilo
fuertemente inmunorreactivo (Fig 17A, B). El nucleo lateral y el basolateral presentaron
algunas células nNOS-IR dispersas y un neuropilo con una menor inmunorreactividad en
comparacion con la zona medial amigdalina (Fig. 17A, B). Por tltimo, en el nucleo central no
se observaron células nNOS-IR, ni inmunorreactividad a nivel del neuropilo (Fig. 17B). En
general, en el complejo amigdalino no encontramos diferencias entre los animales WT y los

animales FmrI-KO (Fig. 17A-D).

En todo el hipocampo encontramos células inmunorreactivas para nNOS distribuidas
en las distintas regiones que lo conforman, observandose mayor nimero en el hilio del giro
dentado (Fig. 17E). También se observo inmunorreactividad a nivel del neuropilo en todo el
hipocampo, excepto en el estrato lacunoso molecular. El estrato oriens de CA3 es el que

presenta una mayor inmunotincion de fibras para nNOS de todo el hipocampo (Fig. 17E).

79



Resultados

Diferencias cualitativas entre los genotipos estudiados las hemos encontrado en el giro
dentado, concretamente en la capa molecular, donde la cantidad de fibras nNOS-IR es menor
sobre todo en la parte interna de la misma en todos los animales Fmr/-KO observados en

relacion a los animales WT (Fig. 17E, F).

Los nucleos del tdlamo dorsal presentaron muy pocas células nNOS-IR, siendo la
inmunorreactividad principalmente a nivel del neuropilo (Fig. 18A, C, E, G). Las fibras
nNOS-IR se distribuian por todos los nucleos del tdlamo dorsal, aunque en menor medida en
el nacleo dorsomedial y de la parte ventral del nticleo geniculado medial (Fig. 18A, C, E, G).
No se observé ninguna diferencia en el patron de distribucion de la nNOS entre los ratones

WT vy los ratones Fmri-KO (Fig. 18 A-H).
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Figura 17. Microfotografias de cortes transversales del telencéfalo de ratones machos adultos. Se observa
inmunorreactividad para la sintasa del 6xido nitrico neuronal (nNOS) en el hipocampo y en la amigdala de ratones
silvestres en las imagenes A, B, E y de ratones Fmr/-KO en las imagenes C, D y F. B, D: Inmunorreactividad para
nNOS en el complejo amigdalino en raton WT y Fmrl-KO respectivamente. E, F: Inmunorreactividad para nNOS
en hipocampo de raton WT y Fmr-KO respectivamente. En las imagenes puede apreciarse una disminucion de la
inmunorreactividad en ratones Fmr/-KO en el giro dentado a nivel axonal, esta diferencia es principalmente visible
en la parte interna de la capa molecular, sefialada con una fecha negra en el detalle (*). GD, giro dentado; m, capa
molecular; g, capa granular; h, hilio; La, ntcleo lateral; BLA, ntcleo basolateral; Ce, nticleo central; Me, amigdala
medial. A, C =25x; B, D, E, F = 100x; * = 400x.
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Figura 18. Inmunorreactividad para la sintasa del 6xido nitrico neuronal (nNOS) en secciones transversales del
talamo dorsal de ratones WT y Fmrl-KO machos adultos. No se aprecian diferencias en cuanto a la distribucion de
nNOS entre el genotipo WT y Fmrl-KO. PV, nlcleo paraventricular; CM, nucleo centromedial; IMD, nucleo
intermediodorsal; MDM, parte medial del ntcleo dorsomedial; MDC, parte central del nicleo dorsomedial; MDL,
parte lateral del ntcleo dorsomedial; SG, niicleo suprageniculado; MGD, parte dorsal del nucleo geniculado
medial; MGM, parte medial del nucleo geniculado medial; MGV, parte ventral del niicleo geniculado medial; PIL,
parte posterior del nicleo intralaminar. Aumentos: A, B, C, D =25x; E, F, G, H = 100x.
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2. Estudio comparado de los transportadores vesiculares de glutamato

tipo 1 y 2 (VGLUTI, VGLUT2) como marcadores de neuronas
glutamatérgicas en ratones WT y ratones Fmr1-KO | |

En primer lugar se analiz6 una serie de marcadores neuronales con el objetivo de
realizar un estudio comparado de las células GABA¢érgicas entre ratones WT y Fmril-KO,

como se ha descrito en el apartado anterior.

Y a continuacion se analizaron los transportadores vesiculares de glutamato VGLUT1
y VGLUT?2 con la intencion de realizar un estudio comparado similar al anterior, pero a nivel
de las neuronas glutamatérgicas. Para estos estudios se utilizaron ratones machos adultos con

edades comprendidas entre los 3 y 7 meses.

En el sistema nervioso central, VGLUT1 y/o VGLUT2 parecen estar presentes en
todas las vias glutamatérgicas (Bellocchio y cols., 1998 , Bellocchio y cols., 2000, Takamori y
cols., 2000, Fremeau y cols., 2001, Sakata-Haga y cols., 2001, Kaneko y Fujiyama, 2002,
Kaneko y cols., 2002). Por tanto hemos considerado a VGLUT1 y VGLUT2 unos buenos

marcadores de neuronas glutamatérgicas.
2.1 Western Blots para VGLUTI y VGLUT2

Para la realizacion de este estudio se utilizaron extractos de cerebro de ratones machos

empleando un total de 6 ratones machos adultos WT y 6 ratones machos FmrI-KO.

Para el Western Blot se emplearon anticuerpos que reconocian una banda de proteina
especifica con el peso molecular concreto de cada anticuerpo, 62 kDa para VGLUTI1 y 52

kDa para VGLUT?2 (Fig. 19).
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En este estudio no se encontraron diferencias entre los transportadores vesiculares de

glutamato tipo 1 y 2 entre los ratones Fmr/-KO 'y WT.

WT KO WT KO
VGLUT! s i V-GLUT2
B-actina ———— e B-actina - —

Figura 19. Western Blot donde se observo la expresion de los transportadores
vesiculares de glutamato tipo 1 (VGLUT1) y tipo 2 (VGLUT?2) en extractos de
cerebro de ratones WT y ratones Fmrl-KO. Se utilizaron anticuerpos frente a
VGLUT1 y VGLUT2 que mostraron una banda con peso molecular de
aproximadamente 62kDa y 52kDa respectivamente. La proteina p-actina se
utiliz6 como control de carga. Como se aprecia en la imagen no se observan
diferencias entre los distintos genotipos estudiados.

2.2 Inmunohistoquimicas para VGLUTI1 y VGLUT2

Los estudios inmunohistoquimicos para los transportadores vesiculares de glutamato
tipo 1 y 2 se realizaron en las mismas regiones analizadas con los marcadores anteriores, con
el objetivo de realizar un estudio comparativo entre los ratones WT y Fmrl-KO de manera
cualitativa a nivel del complejo amigdalino, del hipocampo y del tdlamo dorsal, en todas las

neuronas glutamatérgicas.

Existen evidencias en ratas en las cuales no se han encontrado ninguna poblacion de
neuronas excitadoras que no exprese VGLUT1 o VGLUT2, al mismo tiempo que no se ha
detectado ninguna expresion de VGLUT1 o VGLUT2 en neuronas no glutamatérgicas

(Fremeau y cols., 2001).
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2.2.1 Inmunorreactividad para VGLUTI y VGLUT?2 en el cerebro anterior

de ratones Fmr1-KO en comparacion a ratones WT

Para este estudio inmunohistoquimico se utilizaron 4 ratones WT machos y 4 ratones
FmrI-KO machos. Los anticuerpos utilizados fueron los mismos usados para la realizacion

del Western Blot (Tabla 3; Pag. 46).

En general la expresion de ambos transportadores vesiculares se encontrd localizada
en los terminales sindpticos, puesto que es aqui donde realizan su funcion facilitando el
transporte del glutamato al interior de las vesiculas de transporte. En nuestros experimentos se
observd inmunorreactividad sélo a nivel del neuropilo, no encontrandose ningin soma
VGLUT-IR (Fig. 20, 21, 22, 23). Los cuerpos celulares aparecen sin inmunotinciéon como se

aprecia claramente a mayores aumentos (Fig 20F).

No se observaron diferencias en el patrén de distribucion entre los ratones WT y
FmrI-KO en ninguno de los dos transportadores vesiculares de glutamato (Fig. 20, 21, 22,

23).

El complejo amigdalino presentd inmunorreactividad para ambos transportadores en
todos los nucleos que lo conforman, siendo el patron de distribucion diferente segin el tipo de
transportador (Fig. 20A, B; Fig. 21A, B). La inmunorreactividad para VGLUTI1 fue
homogénea en todos los nticleos de la amigdala (Fig. 20A, B), sin embargo para VGLUT2 se
observé una mayor inmunotincion en la parte medial en relacion al nticleo central, basolateral

y lateral de la amigdala (Fig 21A, B).

Al igual que en nuestros estudios, existen estudios realizados en rata donde se observa
un patréon similar de distribucién para ambos transportadores en el complejo amigdalino

(Fremeau y cols., 2001).

A nivel amigdalino no hemos encontrado diferencias entre los ratones WT y Fmrl-KO

para cada uno de los transportadores vesiculares de glutamato (Fig. 20A-D Fig 21A-D).
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En el hipocampo, en general, se observd que la inmunorreactividad para ambos
transportadores vesiculares es complementaria (Fig. 20A, E; Fig. 21A, E). Esta particular
complementariedad en el hipocampo es similar a lo descrito en cerebro de ratas (Fremeau y

cols., 2001).

En la region CA hipocampal la inmunotincion para VGLUT2 se localizo
principalmente en los terminales axonicos de la capa piramidal CA2. Sin embargo la
inmunorreactividad para VGLUTI1 se observo en los terminales axdnicos localizados en el
estrato oriens y radiatum desde CA1 a CA3 y en el estrato lucidum de CA2. Los terminales
del estrato oriens y radiatum son los terminales de las células piramidales de CA3 y los
terminales del estrato lucidum son los terminales de los axones de las células granulares

dentadas respectivamente (Storm-Mathisen y cols., 1983).

En el giro dentado la inmunorreactividad para VGLUT2 se localizd en la capa
granular, sobre todo en la parte mas superficial (Fig. 21E, G) mientras que la
inmunorreactividad para VGLUT]1 se localiz6 preferentemente en la capa molecular y en los

terminales de las células musgosas en el hilio (Fig. 20E, F).

Después de analizar el hipocampo en los distintos genotipos no se observd ninguna
diferencia en el patréon de distribucion de ambos transportadores vesiculares (Fig. 20E-H; Fig.

21E-H).

El tadlamo dorsal presentd6 un patrén de distribucion diferente segun el tipo de
transportador vesicular analizado tal y como se ha descrito en estudios realizados en cerebro

de ratas (Fremeau y cols., 2001).

VGLUT?2 predomind principalmente en los nicleos intralaminares y de la linea media,
siendo menor la inmunorreactividad para VGLUT2 en el nucleo dorsomedial y en el
paracentral (Fig. 23A, C), mientras que el patron de distribucion para VGLUT] en esta zona
fue mas homogéneo, encontrandose una fuerte inmunotincion en el nicleo dorsomedial y en

el paracentral (Fig. 22A).
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En la parte posterior del tdlamo dorsal la inmunorreactividad para VGLUT2 fue
mucho mayor que para VGLUTI, se observaron terminales VGLUT2-IR en toda la parte
posterior del talamo dorsal (Fig. 23E), mientras que VGLUT1 presentd una fuerte
inmunorreactividad en los terminales del nucleo geniculado dorsomedial y apenas

inmunorreactividad en los terminales del ntcleo geniculado ventrolateral (Fig. 22C, E).

Al igual que observamos en la amigdala y en el hipocampo, en el estudio comparativo
de ratones WT y ratones Fmrl-KO para el talamo dorsal no se encontraron diferencias

cualitativas en la inmunorreactividad para estos dos marcadores de células glutamatérgicas

(Fig. 22A-F; Fig. 23A-F).
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Figura 20. Imagenes de cortes coronales del telencéfalo de ratones machos adulto. Se observa inmunorreactividad
para el transportador vesicular de glutamato tipo 1 (VGLUT1) en el complejo amigdalino de ratones WT en las
imagenes Ay By de ratones Fmr/-KO en las imagenes C y D. En el hipocampo (E, F, G, H) se aprecia una fuerte
inmunotincion en el hilio del giro dentado como se observa en las imagenes ampliadas F y H de ratones WT y
FmrI-KO respectivamente. No se encuentran diferencias entre los dos genotipos. GD, giro dentado; m, capa
molecular; g, capa granular; h, hilio; La, nicleo lateral; BLA, nicleo basolateral; Ce, nicleo central; Me, amigdala
medial. A, C=25x; B, D, E, G=100x; F, H=400x.
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Figura 21. Secciones transversales del te
el transportador vesicular de glutamato tipo 2 (VGLUT2) en el neuropilo celular de ratones WT (A, B, E, G) y de
ratones Fmri-KO (C, D, F, H). Este transportador se encuentra proximo al lugar de sinapsis por lo que no se
encuentra inmunotincioén en el soma de las neuronas. La distribucién de la inmunorreactividad para VGLUT?2 es
similar en ambos genotipos. GD, giro dentado; m, capa molecular; g, capa granular; h, hilio; La, ntcleo lateral;
BLA, nucleo basolateral; Ce, nicleo central; Me, amigdala medial. A, C =25x; B, D, E, F = 100x; G, H = 400x.
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Figura 22. Microfotografias transversales del diencéfalo de ratones machos adultos. Se observa
inmunorreactividads para el transportador vesicular de glutamato tipol(VGLUT]I) en el tadlamo dorsal de ratones
WT alaizquierday de ratones Fmrl-KO a la derecha. Es apreciable una alta inmunorreactividad para VGLUT1 en
el tallamo dorsal, localizada exclusivamente en el neuropilo neuronal, como se observa a mayor detalle en la imagen
E y F, ya que VGLUT]1 se encuentra en vesiculas de glutamato. La distribucion de la inmunorrectividad es similar
en ambos genotipos. IMD, nucleo intermediodorsal; CM, nucleo centromedial; MD, nucleo dorsomedial; PC,
nucleo paracentral; PV, nicleo paraventricular; Rh, nicleo romboidal; DLG, ntcleo geniculado dorsolateral; VLG,
nticleo geniculado ventrolateral. Aumentos: A, B, C, D = 50x; E, F = 400x.
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Figura 23. Imagen de secciones coronales del talamo dorsal de ratones WT y Fmr/-KO machos adultos. Se
observa inmunorreactividad para VGLUT2, el transportador vesicular de glutamato tipo 2. La inmunotincion esta
presente en axones y dendritas, donde se encuentran ubicadas las vesiculas de glutamato. A, C, E : VGLUT2-
inmunorreactividad en los nicleos del talamo dorsal de ratones del genotipo WT. B, D, F : Inmunorreactividad de
VGLUT2 en ratones Fmrl-KO para los mismos niicleos taldmicos que en ratones WT. IMD, nucleo
intermediodorsal; CM, nucleo centromedial; MD, nticleo dorsomedial; PC, nucleo paracentral; PV, ntcleo
paraventricular; Rh, nicleo romboidal; MGD, parte dorsal del nticleo geniculado medial; MGM, parte medial del
nicleo geniculado medial; MGV, parte ventral del nucleo geniculado medial; PIL, parte posterior del nucleo
intralaminar. Aumentos: A, B, E, F = 50x; C, D = 200x.

91



Resultados

3. Estudio comparado de la proteina quinasa II alfa dependiente de

Ca?*/calmodulina (CaMKIla) en ratones WT y ratones FmrI-KO I

Existen estudios recientes sobre el sindrome X-Fragil cuyo analisis estd centrado a
nivel presindptico (Christie y cols., 2009; Till y cols., 2010; Deng y cols., 2011; Klemmer y
cols., 2011; Akins y cols., 2012). La CaMKIla es una quinasa que podemos encontrar en el
terminal presindptico fosforilando a otras proteinas y por tanto pensamos que podria estar
relacionada de forma indirecta con la liberacion del neurotransmisor. Como dato importante
hay que tener en cuenta que la sintesis de CaMKlla esta regulada por FMRP (Darnell y cols.,
2011).

Por tanto hemos considerado a esta proteina una buena candidata para realizar un
estudio comparado entre ratones WT y Fmrl-KO con la intenciéon de evaluar posibles

cambios a nivel presinaptico.

Hemos estudiado tanto CaMKIIa como su forma fosforilada p-CaMKIla mediante el
empleo de la técnica Western Blot y la técnica inmunohistoquimica. Este estudio ha sido
realizado a lo largo del desarrollo postnatal con la intencion de realizar un analisis mas

completo y evaluar posibles diferencias en el desarrollo de los ratones Fmri-KO.

3.1 Western Blots para CaMKIla durante el desarrollo postnatal en ratones

wT

Para la realizacion de los Western Blots se empled un anticuerpo frente a CaMKlIla
que reconocia una banda de proteina especifica con un peso molecular aproximado de 50 kDa
(Tabla 3; Pag. 46). Este anticuerpo fue utilizado en otros estudios para Western Blot

obteniéndose resultados similares (Mouton-Liger y cols., 2011).

Para este estudio se emplearon desde ratones recién nacidos hasta adulto (PO, P4, P7,
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P14, P21, Adulto), de cada estadio se analizaron 3 ejemplares. Se utilizo la proteina B-actina
como control de carga (Fig. 24). La primera expresion de CaMKlIla se observod a partir de los
postnatales de 4 dias de edad, no observandose expresion para esta proteina en los ratones
recién nacidos (Fig. 24). A partir de P4 se observo expresion para esta proteina en todos los

estadios analizados como se observa en la siguiente figura.

CaMKlla

PO P4 P7 P14 P21 Aduilto
CaMKilla W e S—— W 50 (Da

B-actina s W WP G S— O (D,

Figura 24. Niveles de expresion de la proteina quinasa 11 alfa dependiente de Ca2*/Calmodulina (CaMKIIa)
en extractos de cerebro de ratones, desde recién nacidos (P0) hasta adulto de 7 meses. Western Blot
utilizando anticuerpos frente a CaMKIla. Se obtuvo una sola banda con un peso molecular de
aproximadamente 50 kDa. Se observo expresion para CaMKIllo a partir de posnatales de 4 dias de edad (P4).
La proteina B-actina se utilizé como control de carga.

Existen evidencias que apoyan nuestros resultados donde se aprecia un aumento
elevado del ARNm de CaMKIlIa en ratones postnatales de 5 dias de edad. En ese estudio se
emple6 el analisis de transferencia Northern, analizando ejemplares P1, P3, P5, P8 y adulto
(Bayer y cols., 1999). No se observo ARNm de CaMKlIla en P1 y P3, mientras que si hubo
expresion en P5, P8 y adulto, siendo en el adulto donde se observo la mayor cantidad de

ARNm de CaMKIIa (Bayer y cols., 1999).

3.2 Western Blots para p-CaMKllo durante el desarrollo postnatal en

ratones WT

El anticuerpo utilizado para esta técnica reconocia una banda especifica de
aproximadamente 50kDa (Tabla 3; Pag.46) y se usé la proteina B-actina como control de
carga. Este anticuerpo ha sido empleado en otros estudios anteriores obteniéndose bandas

semejantes (Slonimsky y cols., 2006).

Para este estudio se utilizaron los mismos ejemplares utilizados en el apartado anterior

prescindiendo de los PO, ya que observamos que en este estadio no esta presente CaMKlIla y
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por tanto tampoco lo estard su forma fosforilada. El andlisis de este Western Blot nos dio
como resultado expresion de p-CaMKIla a partir de P7 hasta adulto (Fig. 25). No observamos
ninguna expresion de p-CaMKlIla en P4 (Fig. 25) a pesar de haber encontrado una leve
expresion de CaMKlIla en este estadio (Fig. 25). Esto sugiere que es a partir de la primera

semana de vida cuando CaMKlIlo comienza a autofosforilarse y por tanto a realizar su

funcion.
P-CaMKlla
P4
- 60 kDa P7 P14 P21 Adulto
P-CaMKila -50kDa- B s T
P-actina W  _ 10 kDo - e . —

Figura 25. Imagenes obtenidas de Western Blot utilizando anticuerpo contra la proteina quinasa II alfa
dependiente de CaZ*/Calmodulina en su estado fosforilado (p-CaMKIlo). Se utilizaron extractos de cerebro
de raton desde posnatales de 4 dias (P4), edad a partir de la cual se ha observado expresion para CaMKllIa,
hasta adulto de 7 meses. Se obtuvo expresion para p-CaMKIla a partir de posnatales de 7 dias (P7). La
proteina B-actina se utiliz6 como control de carga.

Una vez analizado en qué estadios postnatales se expresa CaMKlla y su forma activa
p-CaMKIla en ratones WT, se procedi6 a realizar Western Blots en ratones Fmri-KO en las
mismas etapas postnatales junto con el genotipo WT con el fin de estudiar si existen

diferencias entre ambos genotipos (apartado 3.3).

3.3 Western Blots para CaMKlIla y p-CaMKlla en ratones WT y ratones
Fmrl-KO durante el desarrollo postnatal hasta adulto

En todos los estudios de Wertern Blot para esta quinasa se utilizaron los mismos
anticuerpos que en los dos apartados anteriores (Tabla 3; Pag. 46). Hemos estudiado la
cantidad de proteina CaMKlIla y p-CaMKIla en el cerebro anterior de ratones WT y ratones
Fmrl-KO a lo largo del desarrollo postnatal utilizando ejemplares P7, P14, P21 y adultos de 3

y 7 meses de edad. En todos los estudios se utilizd la B-actina como proteina de carga.
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El estudio comparativo entre los ejemplares WT y los ejemplares Fmrl-KO se realizd
a partir de P7, ya que partir de este estadio es cuando observamos expresion para p-CaMKIla

en el genotipo WT, momento en el que comienza a ser funcional.
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Figura 26. Analisis densitométrico (A, B, C) y niveles de expresion (D, E, F) de la quinasa II alfa
dependiente de Ca2*/Calmodulina y de su forma fosforilada en cerebros de ratones WT y FmrI-KO de una
semana de edad. A, B, C: Representa la media + SEM de 5 ratones WT y 5 ratones Fmrl-KO. A, C:
Analisis densitométrico para p-CaMKlla y CaMKIla normalizado por B-actina. B: Analisis de p-CaMKlla
respecto a CaMKIIa, dato que nos ofrece informacion sobre la actividad de esta quinasa. D, E, F: Niveles de
expresion obtenidos por Western Blot para una de las parejas (WT y Fmrl1-KO) de las 5 utilizadas para el
estudio densitométrico representado graficamente en la parte superior. En este estadio se obtuvieron
diferencias significativas en la cantidad de proteina p-CaMKlla y en su actividad (p-CaMKIla/CaMKlla) y
ninguna diferencia en la quinasa total. * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.

En P7 se analizaron 5 ejemplares de cada genotipo y se encontraron diferencias en la
cantidad de p-CaMKIla y no en la proteina total CaMKIla entre los ratones WT y los ratones
Fmrl-KO (Fig. 26D, E, F), por tanto podemos decir que desde la primera semana de vida

observamos diferencias relacionadas con la actividad de CaMKllIa.

Se realiz6 un estudio densitométrico para CaMKlIla normalizado por B-actina para

saber la cantidad de proteina total (Fig 26C), uno para p-CaMKIIa normalizado por B-actina
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para evaluar la cantidad de proteina fosforilada presente en ambos genotipos (Fig 26A), y uno
para p-CaMKIla normalizado por CaMKlIla como valor de actividad de dicha proteina (Fig.
26B). Una vez realizado el andlisis densitométrico se empled el analisis estadistico t de
Student para dos muestras independientes. Existen diferencias significativas en la cantidad de
proteinas p-CaMKlIlIa (p<0.01) y en su actividad (p-CaMKIlo/CaMKlIla) (p<0.001) entre los
ratones WT y los Fmrl-KO. Encontramos una mayor cantidad de p-CaMKlIla y mayor
actividad en los ejemplares P7 Fmrl-KO en comparacion a los ejemplares WT (Fig. 26A, B).
En relacion a la cantidad de proteina total CaMKIla no se observaron diferencias entre los dos

genotipos (Fig. 26C).

Para el estudio comparativo entre ejemplares P14 WT y Fmrl-KO se realizaron los
mismos estudios que los empleados para P7, utilizando 6 ratones por cada genotipo. El

resultado de los Western Blots fue similar al obtenido para los P7 (Fig. 27D, E, F).
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Figura 27. Andlisis densitométrico (A, B, C) y niveles de expresion (D, E, F) de la quinasa II alfa
dependiente de Ca?*/Calmodulina y de su forma fosforilada en cerebros de ratones P14 WT y P14 Fmrl-
KO. A, B, C: Representa la media + SEM de 6 ratones WT y 6 ratones Fmrl-KO. A, C: Analisis
densitométrico para p-CaMKlla y CaMKIla normalizado por B-actina. B: Analisis de p-CaMKIlIa respecto a
CaMKlIla, dato que nos ofrece informacion sobre la actividad de esta quinasa. D, E, F: Niveles de expresion
obtenidos por Western Blot para una de las parejas (WT y Fmrl1-KO) de las 6 utilizadas para el estudio
densitométrico representado graficamente en la parte superior. En este estadio se obtuvieron diferencias
significativas en la cantidad de proteina p-CaMKlla y en su actividad (p-CaMKlIle/CaMKIla) y ninguna
diferencia en la quinasa total. * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.
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Se observo mayor cantidad de p-CaMKIla en los ejemplares Fmr/-KO en relacion a

los WT, sin encontrar diferencias para CaMKlla (Fig 27D, E, F).

Tras realizar el andlisis densitométrico seguido de la prueba estadistica t de Student
para dos muestras independientes, se encontraron diferencias significativas en p-CaMKlla y
en su actividad (p-CaMKIlo/CaMKIla) (Fig. 27A, B). De nuevo se observd mayor cantidad
de proteina p-CaMKlIla (p<0.01) (Fig. 27A) y mayor actividad (Fig. 27B) en los ratones P14

FmrI-KO en relacion a los ratones WT. No se encontr6 ninguna diferencia en la proteina total

CaMKIlIa entre ambos genotipos (Fig. 27C, F).

El siguiente estudio fue realizado en los ejemplares de 21 dias de edad, se analizaron 9

ejemplares WT y 9 ejemplares Fmri-KO.
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Figura 28. Analisis densitométrico (A, B, C) y niveles de expresion (D, E, F) de la quinasa II alfa

dependiente de Ca%*/Calmodulina y de su forma fosforilada en cerebros de postnatales P21 WT y P21 Fmrl-
KO. A, B, C: Representa la media = SEM de 9 ejemplares WT y 9 ejemplares Fmrl-KO. A, C: Analisis
densitométrico para p-CaMKIla y CaMKIla normalizado por B-actina. B: Analisis de p-CaMKIla respecto a
CaMKlIla, dato que nos ofrece informacion sobre la actividad de esta quinasa. D, E, F: Niveles de expresion
obtenidos por Western Blot para una de las parejas (WT y Fmrl1-KO) de las 9 utilizadas para el estudio
densitométrico representado graficamente en la parte superior. En este estadio se no obtuvieron diferencias

significativas en ninguno de los casos. * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.
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En los resultados obtenidos mediante la técnica Western Blot no se observaron
diferencias en ninguna de las proteinas analizadas (Fig. 28D, E, F). Tras realizar los analisis
densitométricos y estadisticos oportunos no se encontrd ninguna diferencia ni en la cantidad

de proteina total CaMKlIlIa (Fig. 28C), ni en la fosforilada p-CaMKIla (Fig. 28A), ni en su

actividad representada mediante p-CaMKIlo/CaMKIla (Fig. 28B).

Una vez realizado el estudio de Western Blot para esta quinasa en el desarrollo
postnatal se realiz6 un estudio similar para ratones machos adultos de 3 meses de edad
utilizando 6 ejemplares de ambos genotipos, con la finalidad de analizar si estas diferencias
entre genotipos observados en P7 y P14 tienen lugar solo en determinados periodos

postnatales o, si por el contrario, esas u otras diferencias entre ratones WT y Fmrl-KO se

encuentran en ejemplares adultos.
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Figura 29.

Analisis densitométrico (A, B, C) y niveles de expresion (D, E, F) de la quinasa II alfa
dependiente de Ca?"/Calmodulina y de su forma fosforilada en cerebros de ratones machos adultos de 3
meses de edad WT y Fmri-KO. A, B, C: Representa la media + SEM de 6 ratones WT y 6 ratones Fmrl-
KO. A, C: Analisis densitométrico para p-CaMKlIla y CaMKIIa normalizado por B-actina. B: Analisis de p-
CaMKIla respecto a CaMKIla, dato que nos ofrece informacion sobre la actividad de esta quinasa. D, E, F:
Niveles de expresion obtenidos por Western Blot para una de las parejas (WT y Fmrl-KO) de las 6
utilizadas para el estudio densitométrico representado graficamente en la parte superior. En este estadio se
obtuvieron diferencias significativas en la cantidad de proteina p-CaMKlla y

CaMKlIla/CaMKIIa) y ninguna diferencia en la quinasa total. * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.
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Al igual que en el caso de los postnatales se realizaron Western Blots para CaMKlla y
p-CaMKIla en adultos de 3 meses y se observaron diferencias semejantes en la cantidad de
proteina fosforilada p-CaMKIlla a las observadas en los ejemplares P7 y P14 y ninguna

diferencia para CaMKIla (Fig. 29D, E, F).

Una vez analizados los datos y obtenidos los resultados de la prueba t de Student para
dos muestras independiente, se observd una diferencia significativa entre los ratones WT y
FmrI-KO en la cantidad de p-CaMKIla (Fig 29A) y en su actividad (p-CaMKIlo/CaMKIIa)
(Fig. 29B), siendo estos valores mayores en el caso de los ratones Fmr/-KO (p<0.01). Como
ocurria en P7 y P14, en adultos de 3 meses de vida tampoco encontramos diferencias

significativas en la cantidad de quinasa total (Fig. 29C).
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Figura 30. Analisis densitométrico (A, B, C) y niveles de expresion (D, E, F) de la quinasa II alfa
dependiente de Ca?*/Calmodulina y de su forma fosforilada en cerebros de ratones machos adultos de 7
meses de edad WT y Fmri-KO. A, B, C: Representa la media + SEM de 6 ratones WT y 6 ratones Fmrl-
KO. A, C: Analisis densitométrico para p-CaMKlIla y CaMKIIa normalizado por B-actina. B: Analisis de p-
CaMKIla respecto a CaMKIla, dato que nos ofrece informacion sobre la actividad de esta quinasa. D, E, F:
Niveles de expresion obtenidos por Western Blot para una de las parejas (WT y Fmrl-KO) de las 6
utilizadas para el estudio densitométrico representado graficamente en la parte superior. En este estadio se
obtuvieron diferencias significativas en la cantidad de proteina p-CaMKlIla y en su actividad (p-
CaMKlIla/CaMKIlo) y ninguna diferencia en la quinasa total.* = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.
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Para finalizar el estudio de esta quinasa empleando la técnica de Western Blot se
utilizaron 6 ratones machos WT y 6 ratones machos Fmr/-KO de 7 meses de edad con la
intenciéon de ver si las diferencias entre genotipos observadas en ratones de 3 meses
permanecen presentes a mayor edad. Los resultados fueron similares, observandose
diferencias en la cantidad de p-CaMKlIla (Fig. 30A, D) y en su actividad (Fig. 30B, E) y no
encontrandose diferencias en la proteina total (Fig. 30C, F). Los datos obtenidos no solo
fueron similares sino que las diferencias encontradas entre los ratones WT y Fmrl-KO fueron

mas significativas que en el caso de los ratones adultos mas jovenes (p<0,001).

En resumen, en el estudio comparativo realizado durante el desarrollo postnatal
mediante la técnica Western Blot entre ratones WT y ratones Fmrl-KO para CaMKIIa hemos
observado diferencias en la cantidad de proteina fosforilada p-CaMKIla desde postnatales de
7 dias, edad a la cual se observa p-CaMKIla por primera vez, hasta adultos de 7 meses de
edad a excepcidn de los postnatales de 21 dias donde no hemos encontrado diferencias en esta
proteina. En relacion a la cantidad total de CaMKIla no hemos observado diferencias en
ninguno de los estadios estudiados desde postnatales de 4 dias, edad donde hemos comenzado

a observar expresion por primera vez para esta quinasa, hasta adulto de 7 meses.

3.4 Inmunohistoquimica para CaMKIla y p-CaMKlla

El estudio inmunohistoquimico para CaMKlIla y p-CaMKIla en el cerebro anterior de
ratones WT y ratones Fmrl-KO se centrd en el complejo amigdalino, en el hipocampo y en el
talamo dorsal como en todos los estudios inmunohistoquimicos realizados con anterioridad.
Se analiz6 la proteina CaMKlIla y p-CaMKlIla con el fin de observar posibles diferencias
entre ambos genotipos que reflejaran los valores tan significativos obtenidos mediante

Western Blot.
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3.4.1 Inmunorreactividad para CaMKIla en el cerebro anterior de ratones

FmrI1-KO en comparacion a ratones WT

Nuestros estudios inmunohistoquimicos para CaMKIlo mostraron un patrén de
inmunotincidon similar en ambos genotipos en todo el cerebro anterior (Fig. 31, Fig. 32). Se
observo inmunorreactividad en todos los nicleos que conforman el complejo amigdalino, en
todas las capas que forman parte del hipocampo y en todos los nucleos del tdlamo dorsal. La

inmunotincion se localiz6 a nivel del soma y del neuropilo.

En el complejo amigdalino se observaron més células CaMKIla-IR en los nticleos
lateral, basolateral y central en relacion a la parte medial (Fig. 31A, C). Este hecho se observo

tanto en ratones WT como en Fmrl-KO (Fig. 31A, B, C, D).

A nivel del hipocampo observamos inmunorreactividad en todas las regiones y las

capas que lo conforman (Fig. 31E), siendo ésta similar en ambos genotipos (Fig. 31E, F).

El tdlamo dorsal presentdé una inmunorreactividad para CaMKIla practicamente
homogénea en todos sus nucleos, tanto a nivel celular como a nivel del neuropilo (Fig. 32A,

C, D), siendo este patron de distribucion similar en ratones WT y Fmrl-KO (Fig. 32).

Del estudio inmunohistoquimico realizado para esta proteina se ilustramos de forma
detallada la expresion encontrada a nivel del hipocampo y de la amigdala como estructuras
esenciales pertenecientes al sistema limbico dentro del telencéfalo y la expresion a nivel del
talamo dorsal como uno de los principales componentes del diencéfalo, a pesar de presentar
solo la expresion de esta proteina en estas regiones se ha analizado todo el cerebro anterior no

encontrandose diferencias cualitativas en todo el prosencéfalo.
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Figura 31. Secciones transversales del telencéfalo de ratones machos adultos. Se observa inmunorreactividad para
la quinasa II alfa dependiente de Ca2?*/Calmodulina (CaMKIla) en el hipocampo y la amigdala de ratones WT a las
derecha y de ratones Fmri-KO a la izquierda. Se observan cuerpos celulares con inmunorreactividad para esta
quinasa en todo complejo amigdalino (C, D). En el hipocampo se observan células positivas principalmente en el
hilio (E, F). La distribucién de la inmunorreactividad para CaMKIla es similar en ambos genotipos. GD, giro
dentado; m, capa molecular; g, capa granular; h, hilio; La, nucleo lateral; BLA, ntcleo basolateral; Ce, nucleo
central; Me, amigdala medial. A, B=25x; C, D, E, F = 100x.
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Figura 32. Cortes transversales de ratones machos adultos a nivel del diencéfalo. Se observa algunos de los
ntcleos que conforman en talamo dorsal. Se aprecia inmunorreactividad para la quinasa Ilo dependiente de CaZ*
/calmodulina (CaMKIla) en todo el diencéfalo. A, B: Nucleos del tadlamo anterior de ratones WT (izquierda) y
Fmri-KO (derecha). C, E: Parte posterior de tdlamo dorsal de ratones WT y FmrI-KO. D, F: Microfotografias a
mayores aumentos del nucleo geniculado dorsolateral del tailamo, donde se observa esta quinasa en la periferia del
soma neuronal. No se observan diferencias en la inmunorrectividad para CaMKlIIa entre los dos genotipos
estudiados. IMD, ntcleo intermediodorsal; CM, ntcleo centromedial; MD, nucleo dorsomedial; PC, ntcleo
paracentral; PV, niicleo paraventricular; Rh, nucleo romboidal; DLG, ntcleo geniculado dorsolateral;, IGL,
intergeniculado; VLG, nucleo geniculado ventrolateral. Aumentos: A, B, C, E = 50x; D, F = 200x.
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3.4.2 Inmunorreactividad para p-CaMKIla en el cerebro anterior de ratones

P14, P21 y adultos Fmr1-KO en comparacion con ratones WT

Tras obtener los resultados del estudio de Western Blot para p-CaMKIla se realizaron
estudios inmunohistoquimicos en algunos estadios postnatales y en adultos con la intencion
de comparar la expresion de p-CaMKlIla entre ratones WT y ratones Fmr/-KO mediante la

técnica inmunohistoquimica.

En P14 fueron analizados 3 ejemplares WT y 3 ejemplares Fmri-KO. Se observaron
células inmunorreactivas en todos los nucleos del complejo amigdalino, en todas las capas del
hipocampo y en todos los nucleos del tdlamo dorsal, no observandose diferencias en cuanto al

patron de distribucion entre los ejemplares WT y los FmrI-KO (Fig. 33; Fig. 34).

En el complejo amigdalino se observd una gran cantidad de células p-CaMKIIa-IR
distribuidas por toda la amigdala (Fig. 33A, B, C). En el nucleo central se observo una fuerte
inmunotincion en el soma neuronal que contrasta con la observada en el ntcleo basolateral
(Fig. 33C). La inmunorreactividad para estos ejemplares WT fue similar a la observada en los

ejemplares Fmrl-KO (Fig. 33A-F).

En el hipocampo la inmunotincion para p-CaMKlIla estuvo presente en todos los tipos

celulares (Fig. 33G), siendo el mismo patron en el caso de los ratones Fmrl-KO (33G, H).

En el tdlamo dorsal también se observaron células inmunorreactivas en todos los
nucleos que lo conforman (Fig. 34A, B, E). Se observd mayor inmunorreactividad en el soma
de las células del nucleo paraventricular (Fig. 34B). En la parte posterior del tilamo se
observo mayor inmunorreactividad en el nucleo intergeniculado y en el nacleo geniculado
ventrolateral en comparacion con el nucleo geniculado dorsolateral (Fig. 34E). La
inmunorreactividad en los ejemplares WT fue similar a la observada en el tdlamo dorsal de los

ejemplares Fmrl-KO (Fig. 34A-F).

104



Resultados

También se realizaron estudios inmunohistoquimicos en P21 con el fin de evaluar el
patron de distribucion entre ambos genotipos. Se emplearon 3 ejemplares WT y 3 Fmrl-KO.
En las tres regiones analizadas, el complejo amigdalino, el hipocampo y el tdlamo dorsal se
observo una inmunorreactividad semejante a la encontrada en los P14 (Fig. 35A, B, E; Fig.
36A, C, E) y no se encontraron diferencias entre los ejemplares WT y los Fmri-KO (Fig. 35;
Fig. 36).

Para terminar el estudio inmunohistoquimico de la p-CaMKIla se realizaron
experimentos con ratones machos adultos WT y Fmr/-KO con edades comprendidas entre 3 y
7 meses y en ninguno de los casos se encontraron diferencias entre ambos genotipos en las

regiones analizadas (amigdala, hipocampo y tdlamo dorsal; Fig. 37; Fig. 38).

Los resultados para p-CaMKlIla realizados en adultos fueron semejantes a los

observados en postnatales.

En el complejo amigdalino se observd una mayor inmunorreactividad en el nucleo
central (Fig, 37A-C), en el hipocampo se observd inmunorreactividad en los distintos tipos
celulares que lo forman (Fig. 37G) y en el tdlamo dorsal se observaron las células mas
inmunorreactivas en el nacleo paraventricular (Fig. 38A, B). No se encontraron diferencias

entre los ratones WT y los ratones Fmri-KO (Fig. 37; Fig. 38).
La expresion de p-CaMKlla fue analizada en todo el cerebro anterior de los

ejemplares estudiados, no observandose diferencias entre genotipos en ninguna de las

regiones que lo conforman.
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Figura 33. Secciones coronales del telencéfalo de ratones posnatales de 14 dias (P14) a nivel de la amigdala (A, B,
C, D, E, F) y del hipocampo (G, H). Se observan células pCaMKIIo-inmunorreactivas (pCaMKIIa-IR) en el giro
dentado y en los nucleos de la amigdala de ratones WT(A, B, C, G) y de ratones FmrIl-KO (D, E, F, H). El patron
de inmunorreactividad observado en el telencéfalo de los ejemplares P14 no difiere entre el genotipo WT y Fmrl-

KO. GD, giro dentado; m, capa molecular; g, capa granular; h, hilio; La, ntcleo lateral; BLA, ntcleo basolateral;
Ce, nacleo central. A, D =25x; B, E, G, H= 100x; C, F = 400x.
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inmunorreactividad para la quinasa II alfa despendiente de Ca”*/Calmodulina fosforilada (p-CaMKlla) en el
diencéfalo de estos ejemplares, observandose células inmunorreactivas para p-CaMKIIa en ratones P14 WT en las
microfotografias A, By Ey en P14 FmrI-KO en las microfotografias C, D y F. No se aprecian diferencias en la
distribucion de la inmunorreactividad para p-CaMKIla entre genotipos para P14. IMD, nticleo intermediodorsal,
MD, nucleo dorsomedial; PV, nicleo paraventricular; DLG, ntcleo geniculado dorsolateral; IGL, intergeniculado;
VLG, nucleo geniculado ventrolateral. Aumentos: A, C =25x; B, D = 100x; E, F = 50x; * =200x.
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Figura 35. Microfotografia de cortes coronales de ratones posnatales de 21 dias (P21) a nivel del hipocampo (A,
B, C, D) y del complejo amigdalino (E, F). Se observan células pCaMKIla inmunorreactivas (pCaMKIIa-IR) en el
giro dentado de ratones WT en las imagenes A y B y en los nticleos de la amigdala en la imagen E. También se
aprecian células pCaMKIIa-IR en el giro dentado de ratones Fmrl-KO en las imagenes C y D y en la amigdala de
ratones Fmrl-KO en la imagen F. El patron de inmunorreactividad observado en el telencéfalo de los ejemplares
P21 es similar en ambos genotipos. GD, giro dentado; m, capa molecular; g, capa granular; h, hilio; La, ntcleo
lateral; BLA, nucleo basolateral; Ce, nucleo central; Me, amigdala medial. A, D, E, F = 100x; B, C =400x.
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Figura 36. Secciones transversales del diencéfalo de ratones posnatales de 21 dias (P21). Se observa células
inmunorreactivas para p-CaMKIla en P21 WT a la izquierday en P21 Fmr/-KO a la derecha en todos los niicleos
del talamo dorsal. No se observan diferencias en la distribucion de la inmunorreactividad para p-CaMKIIa entre
ambos genotipos. IMD, nucleo intermediodorsal; MD, nucleo dorsomedial; PV, nucleo paraventricular; DLG,
nucleo geniculado dorsolateral; IGL, intergeniculado; VLG, nticleo geniculado ventrolateral. Aumentos: A, B =
25x; C,D=100x; E, F = 50x.
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Figura 37. Cortes transversales del telencéfalo de ratones machos adultos a nivel del complejo amigdalino (A, B,
C, D, E, F) y del hipocampo (G, H). Se observan células pCaMKIIo inmunorreactivas en el giro dentado y en los
nucleos de la amigdala de ratones WT'y Fmrl-KO. C, F: Células positivas para esta quinasa en el niicleo central de
la amigdala de ratones WT y Fmri-KO respectivamente. El patron de inmunorreactividad estudiado en el
telencéfalo es similar para ambos genotipos. GD, giro dentado; m, capa molecular; g, capa granular; h, hilio; La,
nucleo lateral; BLA, nucleo basolateral; Ce, ntcleo central; Me, amigdala medial. A, D = 25x; B, E, G, H = 100x;
C, F=400x.
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Figura 38. Microfotografias de secciones transversales del talamo dorsal de ratones machos adultos. Se observa
células inmunorreactivas para p-CaMKIlo de ratones WT en las imagenes A, By Ey de ratones Fmr/-KO en las
imagenes C, D y F en todos los niicleos del tdlamo dorsal, no observandose diferencias en la distribucion de la
inmunorreactividad para la forma fosforilada de CaMKIla entre los dos genotipos estudiados. B, D: Iméagenes a
mayores aumentos de secciones de ratones WT y Fmrl-KO respectivamente, donde se aprecia la diferencia en la
cantidad de esta quinasa, dentro del soma, entre dos nucleos distintos del talamo dorsal. IMD, nucleo
intermediodorsal; CM, nucleo centromedial; MD, nucleo dorsomedial, PC, ntcleo paracentral; PV, nucleo
paraventricular; Rh, nucleo romboidal; DLG, nucleo geniculado dorsolateral; IGL, intergeniculado; VLG, nucleo
geniculado ventrolateral. Aumentos: A, C, E, F = 50x; B, D = 400x.
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4. Estudio comparado de la proteina sinapsina 1 en ratones WT y

ratones FmrI-KO I |

Siguiendo con el estudio en el desarrollo postnatal hasta adulto a nivel presinaptico

hemos decidido analizar la sinapsina 1, una proteina clave en el terminal presinéptico.

Sinapsina 1 es una proteina asociada a vesiculas sinapticas y es el principal sustrato de
CaMKII dentro del terminal presindptico (Greengard y cols., 1993). Este hecho unido a la
existencia de numerosos estudios experimentales que afirman que CaMKII y sinapsina 1
estan implicadas en la regulacion de la liberacion de neurotransmisores (Llinas y cols., 1985;
Nichols y cols., 1990; Llinas y cols., 1991), hace a sinapsina 1 una proteina clave en el

estudio del desarrollo postnatal de los ratones Fmr/-KO a nivel presinaptico.

Teniendo en cuenta las diferencias significativas observadas para p-CaMKIla durante
el desarrollo postnatal y en adultos entre los ratones WT y los ratones Fmrl-KO hemos
considerado clave el estudio comparativo de la sinapsina 1 también durante el desarrollo

postnatal entre ambos genotipos.
4.1 Western Blots para sinapsina 1 en ratones WT durante el desarrollo

Para el Western Blot se emple6 un anticuerpo frente a sinapsina 1 que reconocia a sus
dos isoformas, la sinapsina la de 80 kDa y la sinapsina 1b de 77 kDa. Con este anticuerpo en
determinadas ocasiones se apreciaba claramente una doble banda y en la mayoria de los casos
una Unica banda resultado de la unién de las dos isoformas. Este mismo anticuerpo fue
empleado con anterioridad en otros estudios en los que se utilizaban esta técnica observandose

resultados similares (Fletcher y cols., 1991; Stone y cols., 1994).
Para el estudio de sinapsina 1 en el desarrollo postnatal de ratones WT se emplearon
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desde ejemplares recién nacidos hasta adulto (PO, P7, P14, P21, adulto), usando 3 ejemplares
por estadio. También se analizaron 4 embriones de 18,5 dias (E18,5) para demostrar la
presencia de sinapsina 1 en el estadio embrionario como quedaba reflejado en estudios
anteriores (Fletcher y cols., 1991). Se utiliz6 la proteina B-actina como control de carga (Fig.

39).

Se observo expresion de sinapsina 1 en todos los estadios estudiados incluido los

embriones analizados (Fig. 39).

SYN 1
E18,5 PO P4 P7 P14 P21 Adulto

S e - 77/80 kDa
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Figura 39. Niveles de expresion de la proteina sinapsina 1 en extractos de cerebro de ratones WT, desde
recién nacidos (P0) hasta adulto de 7 meses. Western Blot utilizando anticuerpos frente a sinapsina 1. Se
obtuvo una doble banda que pertenecian a sus dos isoformas, sinapsina la y sinapsina 1b, con un peso
molecular de aproximadamente de 77 kDa y 80 kDa respectivamente. En la mayoria de los casos sélo
aparecia una unica banda. Se observo expresion para sinapsina 1 en todos los estadios incluido embriones. La
proteina B-actina se utilizd como control de carga.

4.2 Western Blots para sinapsina 1 en ratones WT y ratones FmrI-KO

durante el desarrollo postnatal hasta adulto

En todos los estudios realizados de Western Blot para la sinapsina 1 se empled el
mismo anticuerpo que el apartado anterior (Tabla 3; Pag.46). Se ha estudiado la cantidad de
sinapsina 1 en el cerebro anterior de ratones WT y Fmrl-KO a lo largo del desarrollo
postnatal utilizando PO, P7, P14, P21 y adultos. En todos los estudios se empled B-actina

como proteina de carga.

El estudio comparativo entre los ejemplares postnatales WT y los ejemplares Fmrl-
KO se realizo desde postnatales recién nacidos, puesto que observamos expresion para

sinapsina 1 en todos los estadios postnatales. En cada estadio analizado se utilizaron 5
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ejemplares WT y 5 ejemplares Fmrl-KO (Fig. 40F).

En PO se observé una baja expresion de sinapsina 1 en ambos genotipos, no

encontrandose diferencias en la cantidad de esta proteina entre los ratones WT y los ratones

Fmrl-KO. Se realizdo un estudio densitométrico para sinapsina 1 normalizado por B-actina

para evaluar la cantidad de proteina presente (Fig. 40A). Una vez realizado el andlisis

densitométrico se empleo el andlisis estadistico t de Student para dos muestras independientes

y no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de sinapsina 1 en los ejemplares

recién nacidos (p>0.05) (Fig. 40A).

psina/ B-acﬂ‘na
- ‘»

Sina
o
4]

psina/ B-acina
- ‘»

o
o

Sina

PO

ns
1

WT KO

P21

ns
1

WT KO

B

psina/ B-acﬂpa
- ‘o«

Sina
o
o

e

psina/ B-acﬂpa
N o

o
(&

Sina

P7

**k*
—

WT KO

Adulto

*k%

WT KO

P14
2
p *%
£1,5 —=%
©
o
3 1
£
a -
20,5
7p]
0
WT KO
F
WT KO
s @ SYN1
P7
- - ﬁ-act
S e SYN1
P14
.- .- p-act
Adulto W= SYN1

- .- oact

Figura 40. Analisis densitométrico (A, B, C, D, E) y niveles de expresion (F) de la sinapsina 1 (SYN1) en
cerebros de ratones WT y Fmrl-KO a distintas edades desde posnatales recién nacidos (P0O) hasta adultos de
7 meses. A, B, C, D, E: Representa la media de SYN1 = SEM para n = 5 en PO, P7, P14, P21 y adulto
respectivamente. En todos los casos se normaliz6 utilizando B-actina. F: Niveles de expresion obtenidos por
Western Blot para una de las parejas de P7, P14 y adulto utilizadas en el estudio densitométrico. Se realizo la
prueba estadistica t de Student para muestras independientes. Se obtuvieron diferencias significativas en la
cantidad de proteina SYN1 en P7, P14 y adulto. * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.
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Es a partir de P7, como ocurria con la p-CaMKIlIa, cuando encontramos diferencias en
la cantidad de sinapsina 1 entre ambos genotipos (Fig 40F). En este estadio se observéd una
alta expresion de sinapsina 1 en relacion a la observada en recién nacidos. Se realizaron los
mismos estudios que en los ejemplares PO y tras realizar el andlisis densitométrico seguido de
la prueba estadistica t de Student para dos muestras independientes se observaron diferencias
significativas en sinapsina 1 entre los dos genotipos estudiados, observandose mayor cantidad

de proteina en los ejemplares Fmr-KO en relacion los WT (p<0.001) (Fig. 40B).

El siguiente estadio a analizar fueron los P14 y también encontramos diferencias entre
los ratones WT y los Fmri-KO (Fig. 40F). Una vez realizados los estudios estadisticos, estos
nos indicaban diferencias significativas entre los dos genotipos, existiendo mayor cantidad de

proteina en los ejemplares FmrI-KO que en los WT (p<0.01) (Fig. 40C).

En los P21 no habia diferencias significativas entre los ratones WT y Fmr/-KO una
vez realizada la prueba estadistica t de Student para muestras independientes (p>0.05) (Fig.

40D).

Para terminar el estudio mediante Western Blots para sinapsina 1 se realizaron los
mismos andlisis utilizando ejemplares adultos con una edad de entre 3 y 5 meses. Se
observaron diferencias entre los ratones WT y los FmrI-KO (Fig. 40F) y una vez finalizado el
analisis densitométrico y el andlisis estadistico t de Student para muestras independientes se
obtuvieron diferencias significativas entre los genotipos, presentando mayor cantidad de

sinapsina 1 los ratones Fmr/-KO en relacion a los ratones WT (p<0.001) (Fig. 40E).

En general los resultados para sinapsina 1 fueron similares a los obtenidos para p-
CaMKlla, mayor cantidad de ambas proteinas en los ratones Fmrl-KO desde el estadio P7
hasta adulto. Sin embargo, en postnatales de 21 dias no aparecian diferencias significativas ni

para p-CaMKIlIa ni para sinapsina 1.

Este es el primer estudio que presenta diferencias en la cantidad de sinapsina 1 en
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ratones Fmrl-KO frente a ratones WT y por tanto es el primer estudio que relaciona los

desequilibrios en la cantidad de sinapsina 1 con el sindrome X-Fragil.

4.3 Inmunorreactividad para sinapsina 1 en el cerebro anterior de ratones

Fmr1-KO en comparacion a ratones WT

El estudio inmunohistoquimico para sinapsina 1 se realizd a nivel del complejo
amigdalino, el hipocampo y el talamo dorsal en ratones machos adultos Fmr/-KO y WT con
el fin de encontrar de manera cualitativa alguna posible diferencia entre ambos genotipos.

Para este estudio se emplearon 3 ratones de cada genotipo.

En el patron de distribucion para sinapsina 1 no se observaron diferencias entre los

ratones WT y los FmrI-KO en las distintas zonas analizadas (Fig. 41; Fig. 42).

La expresion de esta proteina tiene lugar a nivel del neuropilo, ya que es sabido que
esta proteina se encuentra situada en el terminal presindptico junto a las vesiculas sinapticas
(Fletcher y cols., 1991). Por tanto no se observan somas inmunorreactivos en ninguna region

del cerebro anterior.

Se observd inmunorreactividad para sinapsina 1 en todo el complejo amigdalino (Fig.
41A, B), presentando una inmunorreactividad practicamente homogénea en todos los nucleos
que conforman la amigdala. No se encontré ninguna diferencia entre los ratones WT y los

ratones Fmrl-KO (Fig. 41A-D).

A nivel del hipocampo se observo inmunorreactividad para sinapsina 1 en toda la
region exceptuando las capas formadas por los cuerpos celulares, por tanto no se observo
inmunorreactividad ni en la capa piramidal de CA ni en la capa granular del giro dentado (Fig.
41E). El hilio del giro dentado es la regién que presenta mayor inmunorreactividad para
sinapsina 1, quedando restringida a las fibras musgosas y a las fibras de las interneuronas
presentes dentro del hilio y en ningin momento a nivel del soma celular (Fig. 41E). No se

observaron diferencias en el hipocampo entre ambos genotipos (Fig. 41E, F).
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En el tdlamo dorsal se observa inmunorreactividad para sinapsina 1 en todos los
nucleos que lo componen (Fig. 42A, C). La inmunorreactividad observada es bastante
homogénea entre los nucleos del tdlamo dorsal, aunque se observé en la parte posterior una
mayor inmunorreactividad a nivel del nucleo geniculado dorsolateral (Fig. 42C). Estos

resultados fueron observados de forma similar en los ratones Fmr/-KO (Fig. 42A-D).

Como acabamos exponer, con la técnica inmunohistoquimica no hemos podido
observar diferencias para sinapsina 1 entre ambos genotipos, mientras que con la técnica de
Western Blot si lo hemos observado y cuantificado. Es por tanto el estudio de Western Blot
del hipocampo aislado para la sinapsina 1 de ratones Fmr/-KO uno de nuestros objetivos
actuales, ya que es en el hipocampo donde se observan mds cantidad de fibras

inmunorreactivas para sinapsina 1.
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Figura 41. Secciones coronales del telencéfalo de ratones machos adultos. Se observa inmunorreactividad para la
proteina sinapsina 1 (SYN1) en el neuropilo de ratones WT en las imagenes A, B y E y de ratones Fmr/-KO en las
imagenes C, D y F. No se encuentra somas inmunorreactivos. Se observa la mayor expresion para SYN1 en el hilio
del giro dentado, como se aprecia a mayor detalle (*) en la imagen E para el WT y en la imagen F para el Fmrl-
KO. La distribucién de SYNI es similar en ambos genotipos. GD, giro dentado; m, capa molecular; g, capa
granular; h, hilio; La, niicleo lateral; BLA, niicleo basolateral; Ce, niicleo central; Me, amigdala medial.

A, C=25x; B,D,E, F=100x; * =400x.
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Figura 42. Microfotografias transversales del diencéfalo de ratones machos adultos. Se observa
inmunorreactividad para la sinapsina 1 (SYN1) en el tdlamo dorsal de ratones WT a la izquierda y de ratones
Fmrl-KO a la derecha. Se aprecia inmunorreactividad localizada exclusivamente en el neuropilo, ya que SYNI se
encuentra en las terminaciones sinapticas donde realiza su funcion. Se observa el mismo patron de distribucion de
la inmunorreactividad para SYN1 en ambos genotipos (WT y Fmr1-KO). IMD, nucleo intermediodorsal; CM,
nucleo centromedial; MD, nticleo dorsomedial; PC, ntcleo paracentral; PV, nucleo paraventricular; Rh, nucleo
romboidal; DLG, nucleo geniculado dorsolateral; IGL, intergeniculado; VLG, niicleo geniculado ventrolateral.
Aumentos: A, B, C, D =50x.
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5. Estudio de la proteina FMRP en ratones WT a partir de la segunda

semana de vida
e

El analisis de FMRP en ratones WT a partir de la segunda semana de vida nos aportara
datos a tener en cuenta a la hora de analizar los estudios realizados sobre CaMKlIla y
sinapsina 1, ya que hemos observado cambios entre ratones WT y ratones Fmr/-KO a lo largo
del desarrollo postnatal en estas dos proteinas, excepto en los postnatales de 21 dias de edad

(apartado 3 y 4).

Se realizaron estudios de Western Blots y estudios inmunohistoquimicos para FMRP
en P14, P18, P21 y adulto, con la finalidad de analizar la cantidad de proteina FMRP a partir
de la segunda semana después del parto, ya que ademas de no encontrar diferencias en P21
para CaMKIla y para sinapsina 1 en nuestros estudios, existen evidencias donde los niveles
de FMRP en corteza de raton quedan reducidos después de la segunda semana de vida (Till y

cols., 2012).

5.1 Western Blots para la proteina FMRP en ratones WT desde P14 hasta

adultos

Para el estudio mediante la técnica de Western Blot se utilizaron anticuerpos contra
FMRP que reconocian un banda especifica de aproximadamente 85 kDa. Este anticuerpo ha
sido utilizado en otros estudios y se obtuvieron bandas similares (Dobson y cols., 2008;
Féhling y cols., 2009). Para la realizacion de esta técnica se utilizaron extractos de cerebro de

4 ratones machos WT para cada estadio.

Se observaron diferencias en los niveles de expresion de la proteina FMRP entre los
ejemplares P14, P21 y adulto WT (Fig. 43A). Estos resultados sugieren una disminucién de la
proteina FMRP en P21.
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5.2 Andalisis estadistico de la expresion de FMRP en P14, P21 y adultos WT

Una vez realizado el andlisis densitométrico, para analizar las posibles diferencias
entre P14, P21 y adultos como grupos independientes se empled el analisis de la varianza

ANOVA, dando como resultados diferencias significativas entre los grupos (p<0.001).

A

P14 P21 Adulto
FMRP e oo~ asssme -35kDa

B-actina o—— N <a— - 42 kDa

B

WT

1,6

** **
1,4 u

1,2 I

—_

FMRP / B-actina
o
[

P14 P21 ADULTO

Figura 43. Niveles de expresion (A) y analisis densitométrico (B) de la
proteina FMRP en extractos de cerebros de ratones silvestres (WT) de 14
dias (P14), de 21 dias (P21) y de 7 meses. A: Niveles de expresion obtenidos
por Western Blot para un ejemplar P7, P14 y adulto utilizado en el estudio
densitométrico. B: Representa la media de FMRP + SEM paran =5 en P14,
P21 y adulto de ratones WT. En todos los casos se normalizé utilizando B-
actina. Se realizd el analisis de varianza (ANOVA) de un factor para
comparar varios grupos independientes, seguido de la prucba T2 de
Tamhane y T3 de Dunnett para comparar los grupos dos a dos. Se obtuvo
diferencias significativas entre P14 y P21 y entre P21 y adulto. ** = p<0.01.
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Una vez obtenido el resultado del analisis de la varianza ANOVA se realizo la prueba
T2 Tamhane y T3 de Dunnett para comparar los grupos dos a dos. En ambas pruebas
obtuvimos diferencias significativas entre los ejemplares P14 y P21 (p<0.01) y entre los
ejemplares P21 y adultos (p<0.01), no se observaron diferencias significativas entre los P14 y

los adultos (Fig. 43B).

Los resultados del analisis estadistico para estos tres estadios sugiere una disminucion
notable de la cantidad de proteina FMRP de aproximadamente el 50% entre P14 y P21 como
se observa en la grafica (Fig. 43B), con una recuperacion en los niveles de FMRP en los

ratones adultos (Fig. 43B).

Estos datos coinciden con datos anteriores donde se observd una disminuciéon de la
cantidad de proteina FMRP a partir de la segunda semana después del parto (Till y cols.,
2012). Por tanto podemos decir no sélo que la cantidad de proteina FMRP queda reducida tras
la segunda semana del parto, sino también que a partir de la tercera semana los niveles de

FMRP van incrementandose hasta llegar a valores similares a los obtenidos en P14 (Fig. 43B).

5.3 Inmunorreactividad para FMRP en el cerebro anterior de ejemplares

postnatales y adultos WT

Los estudios inmunohistoquimicos para FMRP se realizaron en 3 ratones WT de cada
estadio, desde P14 hasta adulto, analizando las mismas zonas de los estudios anteriores, con el
fin de evaluar el patron de distribucion de FMRP a partir de la segunda semana del
nacimiento, ya que es en este periodo donde hemos observado cambios significativos en la

cantidad de FMRP.

La proteina FMRP se observo de forma generalizada en todo el cerebro anterior desde
postnatales de 14 dias hasta adulto. En los ejemplares P14 se observaron células FMRP-IR en
todas las capas del hipocampo. El complejo amigdalino presentaba células inmunorreactivas

para FMRP en todos sus nticleos, al igual que en el tdlamo dorsal también se observaron
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cé¢lulas FMRP-IR en todos los ntcleos que lo conforman (Fig. 44A, B; Fig. 45A, B).

A continuacidn se analizaron los ejemplares P18, por encontrarse entre la segunda y la
tercera semana de vida, y se observo el mismo patron presente en P14, pero en P18 se aprecio
una reduccion notable de la inmunorreactividad presente en las células FMRP-IR tanto en la
amigdala, en el hipocampo, como en el tdlamo dorsal en relacion a los P14 (Fig. 44C, D; Fig.

45C, D).

Por altimo se analizaron los adultos WT, éstos presentaban el mismo patron de
distribucion observado en los postnatales estudiados y se observd una fuerte
inmunorreactividad para FMRP en las células de los nucleos del complejo amigdalino, del
hipocampo y de los ntcleos del tdlamo dorsal similar a la encontrada en los P14 y mucho

mayor a la observada en los P18 (Fig. 44E, F; Fig. 45E, F).

En resumen los resultados obtenidos mediante el estudio inmunohistoquimico para la
proteina FMRP en ratones WT se correlacionan con los resultados obtenidos para dicha
proteina mediante Western Blot. Ambos datos sugieren que tras la segunda semana postnatal
la cantidad de FMRP disminuye y que a partir de la tercera semana la cantidad de FMRP va

aumentando hasta la edad adulta.

Este altimo estudio con FMRP nos sera de utilidad a la hora de discutir los resultados

obtenidos sobre p-CaMKIla y sinapsina 1 en el desarrollo postnatal de los ratones WT y

Fmrl-KO.
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Figura 44. Secciones coronales del telencéfalo de ejemplares postnatales WT de 14 (P14) y 18 (P18) dias de edad
y de ratones adultos de 7 meses. En estas secciones se puede observar una disminucion en la expresion de FMRP en
el hipocampo y en la amigdala en P18 comparado con P14 y adulto. GD, giro dentado; m, capa molecular; g, capa
granular; h, hilio; La, nucleo lateral; BLA, nucleo basolateral; Ce, nucleo central; Me, amigdala medial.

A,B,C,D, E, F=100x.
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Figura 45. Microfotografias de secciones transversales del talamo dorsal de ejemplares postnatales WT de 14
(P14) y 18 (P18) dias de edad y de ratones adultos de 7 meses. En ellas se puede apreciar una disminucion en la
expresion de FMRP en el tadlamo dorsal en P18 comparado con P14 y adulto. IMD, nucleo intermediodorsal; MD,
nucleo dorsomedial; PV, nicleo paraventricular; DLG, ntcleo geniculado dorsolateral; IGL, intergeniculado; VLG,
nucleo geniculado ventrolateral. Aumentos: A, B, C, D, E, F = 100x.
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1. Expresion de las proteinas ligadoras de calcio calbindina, calretinina y
parvalbumina en ratones Fmr1-KO en comparacion con ratones WT |

En el estudio de las tres proteinas ligadoras de calcio hemos encontrado diferencias
significativas en la proteina calbindina entre los ratones WT y los ratones Fmri-KO, sin
embargo no hemos observado ninguna diferencia en la proteina parvalbimina ni en

calretinina en las zonas analizadas.

Las diferencias entre genotipos fueron observadas en el tilamo dorsal y en el
hipocampo, no observandose ninguna diferencia en la expresion de estas proteinas ligadoras

de calcio en la totalidad del cerebro anterior de ambos genotipos.

Las diferencias encontradas consistian en una disminucion muy significativa de
calbindina en el talamo dorsal de ratones machos Fmr/-KO en comparacion con los ratones
machos WT y también en una reduccion de calbindina en el hipocampo como mostraban los
resultados de estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion, estos estudios se
centraron exclusivamente en el hipocampo de ratones machos, presentando una disminucion
significativa en el numero de células inmunorreactivas para calbindina a nivel de la capa

granular del giro dentado y en la capa piramidal de CA1 (Real y cols., 2011).

La disminuciéon en la inmunorreactividad observada en el tdlamo dorsal para
calbindina en ratones machos Fmr/-KO es especialmente importante a nivel de la linea
media, en los nucleos intralaminares y en los nucleos talamicos posteriores donde la

reduccion fue de hasta un 67% (Giraldez-Pérez y cols., 2013).

En nuestro grupo de investigacion se llevd a cabo un estudio similar en paralelo
empleando ratones hembras (Giraldez-Pérez y cols., 2013). No se observaron diferencias
significativas entre los ratones hembras de ambos genotipos para ninguna de las proteinas
analizadas, por lo que parece haber diferencias relacionadas con el sexo en el modelo de raton

del sindrome X-Fragil.
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Con respecto a la proteina calretinina se observd un patréon de distribucion similar
entre los ratones Fmr/-KO y los ratones WT en todas las zonas estudiadas. A nivel del talamo
dorsal, los ratones machos Fmri/-KO analizados presentaron niveles normales en cuanto al

numero de células CR-IR.

En nuestros estudios hemos observado en ratones WT una expresion de calretinina y
calbindina muy alta en la zona intralaminar y en los ntcleos talamicos de la linea media, por
lo que sugerimos una posible colocalizacion entre ambas proteinas. Sabemos que existen
evidencias de colocalizacion entre ambas proteinas en algunos de los nucleos del talamo
dorsal del cerebro de rata (Résibois y Rogers, 1992) y en algunas células de la parte dorsal del
nucleo geniculado medial del cerebro de raton (Lu y cols., 2009), por lo que sugerimos la
posible colocalizacion en aquellas zonas donde hay un nivel menor de inmunorreactividad
para calbindina en ratones Fmrl/-KO. Teniendo en cuenta esto, planteamos el andlisis del
namero de células que colocalizan en ratones Fmrl-KO, de tal manera que una disminucion
en el nimero de células que colocalizan en ratones Fmr/-KO implicaria que las células que
expresan, en condiciones normales, calbindina y calretinina se ven afectadas por la
enfermedad y por el contrario, valores similares en la colocalizacién implicaria que son las
células que expresan solo calbindina y no calretinina las que se ven afectadas en el sindrome
X-Fragil, al igual que ocurriria en el caso de no encontrar colocalizacion entre estas proteinas

en esta zona.

El estudio de la colocalizacion de ambas proteinas queda fuera de nuestro objetivo,
pero seria interesante realizar estudios relacionados con la idea de especificar qué subgrupo de

células que expresan calbindina se ven afectadas por la enfermedad.

En relacion al calcio sabemos que la calbindina se une al calcio intracelular ayudando
a mantener los niveles de calcio en el interior celular. Por lo tanto, en los ratones Fmrl-KO la
falta de calbindina podria dar lugar a un incremento de calcio alterando algunas de sus
funciones, como la duracién del potencial de accion y la proteccion frente a los efectos
dafiinos que provoca un incremento intracelular de calcio de manera prolongada (Baimbridge

y cols., 1992)
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Las neuronas del tdlamo dorsal que presentan calbindina son glutamatérgicas, por
tanto alteraciones en los niveles de calbindina en esta regién, como sucede en los ratones
Fmr1-KO, podrian producir alteraciones en los circuitos neuronales en las sinapsis
excitadoras. Los receptores de glutamato NMDA y mGluRS5 se encuentran regulados por
FMRP (Darnell y cols., 2011). En estudios recientes se ha asociado a FMRP especificamente
con la subunidad del receptor de NMDA (NR2A) en el cerebro de raton (Edbauer y cols.,
2010) y se ha observado un incremento de mGluRS en la corteza prefrontal de pacientes con
sindrome X-Fragil (Lohith y cols., 2013). También se encontrd reducido el nimero de células
glutamatérgicas CB-IR en el hipocampo de ratones machos Fmr/-KO (Real y cols., 2011).
Nuestros datos apoyan la idea de la presencia de alteraciones en las transmision

glutamatérgica en el sindrome X-Fragil.

En relacion a parvalbimina tampoco hemos encontrado diferencias en ninguna de las
regiones estudiadas. Concretamente en el tdlamo dorsal la mayoria de la inmunorreactividad
encontrada proceden de fibras PV-IR, no observandose diferencias en el patron de
distribucién. La mayoria de las fibras PV-IR presentes en el talamo dorsal proceden de
neuronas cuyo cuerpo celular se encuentra localizado en el nucleo reticular del pretdlamo
(Arai y cols., 1994) y se sabe que parte de las neuronas GABAérgicas de este nucleo
proyectan al tdlamo dorsal (Velayos y cols., 1989; Gonzalo-Ruiz y Lieberman, 1995; Wang y
col., 2005), por tanto estas proyecciones de entrada al tdlamo dorsal no parecen estar

afectadas en los ratones Fmrl-KO.

En resumen, parece ser que la baja inmunorreactividad para calbindina observada en
nuestro estudio en el talamo dorsal de los nucleos intralaminares, en los nucleos de la linea
media, en algunos nucleos del tdlamo posterior y en parte del hipocampo de ratones machos
Fmri-KO es una caracteristica propia de este genotipo. Al parecer no existe mecanismo
compensatorio por parte de las otras dos proteinas ligadoras de calcio, puesto que no se han
observado diferencias entre ambos genotipos, por lo que sugerimos que la falta de calbindina
en regiones concretas del cerebro daria lugar a un incremento del calcio intracelular en dichas
zonas y como consecuencia un incremento en la liberacion del neurotransmisor. Este hecho se

discutira mas adelante (ver apartado 11).
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2. Expresion de la sintasa del oxido nitrico neuronal en ratones FmrI-KO

en comparacion con ratones WT |

En este estudio realizado a nivel de la amigdala, el hipocampo y el talamo dorsal tan
solo se observaron diferencias entre ratones WT y Fmr/-KO en un conjunto de fibras nNOS-
IR localizadas en el hipocampo a nivel del giro dentado, concretamente los animales Fmrl-
KO analizados presentaron una menor inmunorreactividad en la parte interna de la capa

molecular del giro dentado.

Las células granulares del giro dentado poseen dendritas que se ramifican de forma
proximal al cuerpo celular y luego atraviesan la capa molecular en todo su espesor (Amaral y
Witter, 1989). Sobre estas ramificaciones proximales proyectan sus axones interneuronas cuyo

soma se encuentra situado en el hilio (Deller, 1998).

La inmunorreactividad observada para nNOS en la parte interna de la capa molecular
parece provenir de las células nNOS-IR cuyos cuerpos celulares se encuentran en el hilio.
Segln nuestros estudios, estas interneuronas parecen presentar menos inmunorreactividad en
ratones Fmrl-KO en comparacion con ratones WT, no encontrandose diferencias cualitativas

en los somas inmunorreactivos, pero si a nivel axdnico y dendritico.

El hecho de encontrar menor inmunorreactividad en la sintasa del 6xido nitrico en
ratones Fmrl-KO implicaria una menor producciéon de 6xido nitrico. El déficit en 6xido
nitrico en las interneuronas del hilio daria lugar a una menor liberacion del neurotransmisor
GABA, lo que conlleva a una menor inhibicion de éstas sobre las dendritas de las células
granulares del giro dentado y como resultado un incremento en la liberacion del

neurotransmisor glutamato por parte de las células granulares.

Las células granulares proyectan desde el giro dentado hasta CA3 participando en una

de las redes mas importantes de conexiones en el hipocampo (Blackstad y Kjaerheim, 1961;
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Amaral, 1979; Chicurel y Harris, 1992).

Segun nuestros estudios estas conexiones podrian estar alteradas en los ratones Fmrl-
KO, por lo que es necesario un estudio en profundidad sobre esta region del cerebro en
relacion a la sintasa del 6xido nitrico entre otros marcadores. Este estudio concreto, a nivel del
hipocampo, se esta llevando a cabo en la actualidad en nuestro grupo de investigacion con la
idea de obtener mas informacion sobre las posibles alteraciones en el hipocampo de los
ratones Fmrl-KO. En nuestro laboratorio hemos aislado el hipocampo de ratones Fmri-KO y
ratones WT y se estd estudiando la cantidad de una serie de proteinas, entre las que se
encuentra la nNOS, mediante la técnica de Western Blot, con la finalidad de estudiar posibles

variaciones en la concentracion proteica entre ambos genotipos a nivel del hipocampo.

3. Expresion de los transportadores vesiculares de glutamato tipo 1
(VGLUTI) y tipo 2 (VGLUT2) en ratones FmrI-KO en comparacion con ratones
wT

ﬁ

En nuestro estudio el patron de distribucion de VGLUT1 y VGLUT2 en ratones Fmrl-

KO fue similar al patrén encontrado en ratones WT.

Estudios previos ya demostraron que los ARNm de VGLUT1 y VGLUT2 se
encuentran distribuidos de forma complementaria en el cerebro (Fremeau y cols., 2001;
Herzog y cols., 2001; Varoqui y cols., 2002 ) y que a nivel intracelular, estos transportadores
se encuentran exclusivamente en terminales glutamatérgicos (Bellocchio y cols., 1998;
Fremeau y cols., 2001; Fujiyama y cols., 2001; Sakata-Haga y cols., 2001; Takamori y cols.,
2001; Varoqui y cols., 2002; Hayashi y cols., 2003). La expresidon complementaria de
VGLUTI1 y VGLUT?2 representa la liberacion de glutamato por todas las neuronas excitadoras

(Fremeau y cols., 2002).
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Teniendo en cuenta lo planteado en el parrafo anterior, en nuestro estudio comparativo
entre ratones WT y Fmrl-KO utilizando estos marcadores (VGLUT1 y VGLUT2), hemos
podido estudiar las posibles diferencias, de manera general, de todas las células
glutamatérgicas. Hay que tener en cuenta que estos transportadores vesiculares se encuentran
en los terminales sindpticos, no observandose ningin soma celular inmunorreactivo para
VGLUTI1 y VGLUT2, lo que dificulta el estudio comparativo entre ambos genotipos con la

técnica inmunohistoquimica.

En nuestros estudios hemos analizado de forma cualitativa el patron de distribucion en
la amigdala, el hipocampo y el tdlamo dorsal, no encontrando diferencias en la distribucion de
estos transportadores vesiculares en las terminaciones sindpticas entre los ratones WT y los

ratones Fmrl-KO.

Tampoco se observaron diferencias entre genotipos en el estudio mediante Western
Blots realizado para ambos transportadores, lo que sugiere de forma general, que la cantidad
de VGLUTI y VGLUT2 en el cerebro anterior no se ve afectada en ratones Fmri-KO. El
hecho de que estos transportadores vesiculares no estén alterados en los ratones Fmr/-KO nos
sugiere que el transporte del glutamato hacia el interior vesicular tendria lugar de forma

normal en los ratones Fmri-KO.

A pesar de haber muchos estudios en ratones Fmrl-KO que presentan diferencias
relacionadas con los transportadores de glutamato que transporta este neurotransmisor al
interior celular (Thomas y cols.. 2011; Costa y cols., 2012; Cruz-Martin y cols., 2012; Niere y
cols., 2012; Vinueza y cols., 2012), no existe ningin estudio hasta la fecha que presenten

diferencias en los transportadores del glutamato VGLUTs.

Consideramos necesario realizar estudios posteriores con estos transportadores
vesiculares en zona especificas del cerebro, para poder ver si existen anomalias en la cantidad
de VGLUTI1 y/o VGLUT2 en los ratones Fmrl-KO en regiones concretas. Actualmente en
nuestro laboratorio se estan realizando estudios de Western Blot para VGLUT1 y VGLUT2 en

el hipocampo de ratones Fmr/-KO y ratones WT, con el fin de estudiar el hipocampo de los
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ratones FmrI-KO con mayor detalle.

4. Expresion de la quinasa CaMKIla y su forma activa p-CaMKlIla en

ratones FmrI-KO en comparacion con ratones WT a lo largo del desarrollo

postnatal y hasta el adulto |

CaMKII desempefia un papel importante en la sintesis y liberacion de
neurotransmisores entre otras funciones (Hanson y Schulman, 1992b; Braun y Schulman,
1995) y esta presente en el terminal presindptico por lo que el estudio de esta quinasa en los
ratones Fmrl-KO a lo largo del desarrollo postnatal fue nuestro primer objetivo a nivel

presinaptico.

CaMKII es una quinasa que presenta 4 isoformas (a, P, v, 0) (Bennett y Kennedy,
1987; Lin y cols., 1987; Tobimatsu y Fujisawa, 1989; Karls y cols., 1992) y nuestros estudios
se centraron en la isoforma CaMKIla por varios motivos fundamentales. En primer lugar
existian evidencias de que las isoformas o y  de esta proteina eran especificas del cerebro
(Silva y cols., 1992a; Silva y cols., 1992b), por lo que descartamos las isoformas y y 6 en
nuestro estudio. Otra razoén importante por la cual se decidio estudiar esta proteina fue gracias
a los estudios realizados por Darnell y sus colaboradores que publicaron una extensa lista de
proteinas cuya traduccion estd regulada por FMRP (Darnell y cols., 2011), entre estas
proteinas se encontraban las isoformas a y f de CaMKII. Por otro lado existian estudios con
ratones CaMKIIa-KO que presentaban deterioro en la memoria espacial y en la potenciacion
a largo plazo lo que demostraba que las otras isoformas no compensaban el déficit de
CaMKlla (Silva y cols., 1992a; Silva y cols., 1992b). Y por ultimo, teniendo en cuenta que
nuestro estudio se centrd en el desarrollo postnatal, existian estudios realizados mediante
transferencia con Northern donde se observo CaMKIla en el desarrollo postnatal y no durante
el desarrollo embrionario (Bayer y cols., 1999), y fue en estos estudios donde se observaron
por primera vez los transcritos de la isoforma a en los postnatales con un dia, con una sefial de
hibridacion muy débil, siendo en P5 cuando ya se apreciaban unos niveles altos de ARNm

para CaMKIla (Bayer y cols., 1999).
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No obstante seria interesante realizar estudios similares utilizando CaMKIIB en el
desarrollo embrionario de ratones Fmrl-KO, ya que la traduccion de esta isoforma también
esta bajo la influencia de FMRP (Darnell y cols., 2011) y se sabe que los primeros transcritos
para la isoforma 3 se observaron en embriones E12,5 (Bayer y cols., 1999). En este caso
sugerimos que la ausencia de FMRP podria variar los niveles de CaMKIIf y tener

repercusiones a lo largo del desarrollo embrionario.

Con la intencion de ver si la ausencia de FMRP podria variar los niveles de CaMKlIla
y por tanto repercutir en el desarrollo postnatal se analizd esta isoforma en estadios

postnatales y adultos comparando los ratones Fmr/-KO con los ratones WT.

En ninguno de los estadios postnatales estudiados, ni en los ratones adultos, se
encontraron diferencias entre los ratones WT y los ratones Fmri-KO en la cantidad de
CaMKlIla. En relacion a la cantidad de quinasa activa, p-CaMKlIla, se observd mayor
cantidad de esta quinasa fosforilada en ratones Fmr/-KO en todos los estadios a partir de P7
hasta adulto, exceptuando postnatales de 21 dias de vida. Tanto el hecho de encontrar
diferencias en p-CaMKlIla, y no en CaMKIla, como el hecho de no encontrar ninguna

diferencia entre genotipos en P21 sera discutido en los apartados 5 y 10 respectivamente.

5. Mayor cantidad de proteina CaMKlIla fosforilada en ratones FmrI-KO
en comparacion con ratones WT |

CaMKIla interviene en la regulacion de la excitabilidad neuronal, tanto en sinapsis
excitadoras como inhibidoras (Marsden y cols., 2010). Es una proteina que actua fosforilando
a otras proteinas (Colbran, 1992). Para que CaMKlla realice su funcion y sea activa debe ser
fosforilada, siendo el mecanismo la autofosforilacion de treonina 286, dependiente de
Ca?*/calmodulina (Colbran, 1992; Ishida y cols., 1996). En condiciones basales la actividad
de CaMKIlIa es inhibida por un dominio de autoinhibicién que se une a la parte catalitica de la
misma. En presencia de calmodulina y calcio el dominio de autoinhibicion se disocia del

catalitico permitiéndose la autofosforilacion en Thr286 (Morris y Torok, 2001; Tao-Cheng y
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cols., 2001).

Cada monomero de CaMKIla tiene la capacidad de autoensamblarse y formar
holoenzimas de 12 subunidades, el agrupamiento de los dominios funcionales favorece que

tenga lugar la autofosforilacion (Stratton y cols., 2013; Fig. 46).
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Figura 46. Esquema representativo de las distintas formas en las que se puede encontrar la quinasa
dependiente de Ca2+/calmodulina II alfa (CaMKIla). En el interior celular la CaMKIla total se encuentra en
forma de monoémeros, formando holoenzimas inactivas, formando holoenzimas activas y formando
agrupaciones de holoenzimas no activas.

CaMKIla tiene la propiedad de formar agrupaciones (Fig. 46), estas agrupaciones son
dependientes de calcio, de tal manera que un fuerte incremento en los niveles de calcio
intracelular favorece su formacion. Existe un periodo de 1 a 2 minutos entre el aumento
elevado de calcio intracelular y la formacion de estas agrupaciones (Tao-Cheng y cols., 2001).
Estas agrupaciones influyen en la autofosforilacion de Thr286 y por tanto en su actividad
(Tao-Cheng y cols., 2001). Hay estudios que proponen que estas agrupaciones estan formadas
enteramente por holoenzimas de CaMKII que se han agregado a través de interacciones entre
ellas (Hudmon y cols., 2001; Vest y cols., 2009). Se sabe que se unen unas a otras
bloquedndose el lugar de autofosforilacion, siendo imposible la autofosforilaciéon cuando

estas holoenzimas estan agrupadas (Vest y cols., 2009). También se ha observado in vitro que
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para la formacion de estas agrupaciones es necesario la presencia de Ca2*/calmodulina

(Hudmon y cols., 2001; Vest y cols., 2009).

En condiciones normales FMRP inhibe la traduccion de CaMKlla. En el caso de los
ratones Fmrl-KO la regulacion de la traduccion de CaMKlla se ve alterada, pudiendo
incrementarse la cantidad de proteina traducida. En nuestros experimentos sobre la cantidad
de proteina total y fosforilada tan sélo hemos encontrado diferencias significativas en el caso
de la proteina fosforilada p-CaMKIla, cuando era de esperar que la cantidad de CaMKlIla
total encontrada fuese mayor en el Fmri-KO, ya que suponemos que la traduccion de esta
proteina es mayor en ausencia de FMRP. Una posible explicacion vendria dada por la
capacidad de agruparse que tiene esta proteina. En el caso de los ratones Fmrl-KO cabe
pensar que habrd mayor cantidad de CaMKlIla y probablemente mayor cantidad de calcio
intracelular, como se explicara al final de este apartado. Cuando el incremento de calcio es
prolongado podria dar lugar a la formacion de mas agrupaciones en los ratones Fmr/-KO en

comparacion con los ratones WT.

Por otro lado la formaciéon de holoenzimas de 12 subunidades favorece la
autofosforilacion, de tal manera que es 16gico pensar que si existen mas holoenzimas en
ratones Fmrl-KO habrd mayor cantidad de p-CaMKlIla en comparacion con los ratones WT,

como observamos en nuestros estudios.

La cantidad de proteina estudiada mediante la técnica Western Blot hace referencia a
la cantidad de monémeros de CaMKIla siendo evidente que parte de los mondmeros
presentes en las agrupaciones no son separados mediante nuestra técnica, por eso cabe pensar
que parte de esta proteina pueda no ser cuantificada. Las condiciones para la realizacion de
esta técnica es similar para WT y para Fmrl-KO, pero teniendo en cuenta lo expuesto
anteriormente, el hecho de no encontrar diferencias significativas en CaMKlIla total, como era
de esperar al haber mayor traduccion de dicha proteina, podria tener una explicacion en las

posibles agrupaciones de la proteina.

En resumen partimos de la idea de que en los ratones Fmri/-KO debe haber mayor

traduccion de CaMKlIla y por tanto la cantidad de holoenzimas formadas debe ser mayor,
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unido a un incremento de calcio, podemos pensar que hay mayor cantidad de holoenzimas
fosforiladas y de agrupaciones que en ratones WT. En el caso de los ratones WT, la cantidad
de agrupaciones seria menor en comparacion con ratones Fmrl-KO, puesto que la traduccion
de dicha proteina no esta alterada, encontrandose mayor proporcion de mondémeros CaMKlIla

libres y holoenzimas que agrupaciones en comparacion con los ratones Fmrl-KO.

En definitiva planteamos que la cantidad de proteina CaMKlIla, donde se incluye los
monomeros fosforilados y los no fosforilados, pueden no ser las esperadas debido a una
posible mayor cantidad de agrupaciones en el caso de los ratones Fmr/-KO, que quedan fuera

de la cuantificacion como proteina total.

Lo que si es evidente con los resultados obtenidos en este trabajo es la
existencia de un aumento en la actividad de CaMKlIla en ratones Fmrl-KO, cuantificado

mediante la cantidad de p-CaMKlla.

En relacion al incremento de calcio intracelular en ausencia de FMRP, existen estudios
recientes realizados en el hipocampo de raton que confirman que FMRP regula la liberacion
de neurotransmisores en células piramidales de CA3 (Contractor, 2013; Deng y cols., 2013),
hecho que podria tener lugar en otras zonas del cerebro. Estos mismos estudios presentan
evidencias de que FMRP actua sobre los canales de potasio, controlando la durabilidad del
potencial de accion, de tal modo que una pérdida de FMRP conlleva un aumento en la
duracion del potencial de accién, aumentando el calcio presindptico y, como consecuencia,
incrementandose la liberacion del neurotransmisor. FMRP interactia con la subunidad 4 de
los canales de potasio limitando la duracidén del potencial (Contractor, 2013; Deng y cols.,
2013), por lo que la ausencia de la misma provocaria un incremento de la duracion del
potencial. Sin FMRP se reduce la actividad de los canales de potasio y como consecuencia se
ve incrementado el calcio intracelular. En resumen la ausencia de FMRP aumenta la duracion
del potencial, incrementandose el calcio intracelular, siendo mayor la transmision sindptica y
el potencial de accion a corto plazo (STP). Aunque esto haya sido demostrado en una zona
concreta del hipocampo (Contractor, 2013; Deng y cols., 2013) es posible que este mecanismo

sea un fenémeno generalizado.
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Asi, podria ser que el aumento en la cantidad de p-CaMKIla estuviese influida por
FMRP a nivel de la traduccion de CaMKIla, como hemos planteado anteriormente, o podria
ser que el incremento de p-CaMKlIla y no de CaMKlIla en ratones Fmr/-KO pudiese estar
relacionado con FMRP de forma indirecta, al incrementarse el calcio intracelular. En ausencia
de FMRP parece incrementarse el calcio intracelular por distintas vias. En primer lugar, se
sabe que FMRP interactia con canales de potasio incrementando el calcio intracelular
(Contractor, 2013; Deng y cols., 2013) y en segundo lugar se ha observado un incremento en
los receptores mGIluRS en ausencia de FMRP, hecho que conlleva también un aumento de

calcio intracelular (Lohith y cols., 2013; Li y Zhao, 2014; Pop y cols., 2014).

Por ultimo, en relacion al incremento de calcio intracelular cabe plantear la posible
relacion entre estudios donde ratones con deficiencias en calbindina presentan una elevacion
prolongada de la concentracion de calcio intracelular (Pasti y cols., 1999) y los estudios
realizados en nuestro grupo de investigacion, donde se han observado que en ratones Fmrli-
KO existe menor namero de células CB-IR en diferentes zonas del cerebro como en la capa
granular del giro dentado, en la capa piramidal de CA1 en el hipocampo (Giraldez-Pérez y
cols., 2013) y en la mayoria de los ntcleos del tdlamo dorsal (Real y cols., 2011). Esta
relacion implicaria que en determinadas zonas del cerebro, donde el numero de células CB-IR
disminuye en ausencia de FMRP, el incremento de calcio intracelular sera mayor que en otras
zonas, puesto que la calbindina tiene la capacidad de unirse al calcio y disminuir la

concentracion de calcio libre en el citosol.
Por tanto, de forma indirecta la pérdida de FMRP daria lugar a un incremento de

calcio intracelular prolongado y como consecuencia tendria lugar un incremento de p-

CaMKIlIa.
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6. Expresion de la sinapsina 1 en ratones Fmr1-KO en comparacion con

ratones WT a lo largo del desarrollo postnatal y hasta el adulto |

Los niveles de expresion de la sinapsina 1 aumentan durante la sinaptogénesis, lo que
sugiere que esta proteina podria desempeniar un papel importante en el desarrollo de la

fisiologia sinaptica (Lohmann y cols., 1978).

Hay estudios que demuestran que las sinapsinas no son esenciales para el desarrollo
neuronal, ni para el funcionamiento sindptico basal, sin embargo parecen ser cruciales para el
ajuste fino de la transmision sinaptica y su remodelacion (Cesca y cols., 2010). Cuando tienen
lugar mutaciones que afectan a esta proteina y a su correcto funcionamiento se observan
deficiencias en el potencial a corto plazo, deficiencias que tendrian repercusiones sobre la
modulacion a largo plazo de la excitabilidad neuronal y en ultima instancia sobre el desarrollo

de enfermedades conductuales y/o cognitivas (Cesca y cols., 2010).

Las sinapsinas presentan un extremo N-terminal que presenta tres dominios, A, By C,
donde A y C son dominios altamente conservados entre especies. Este extremo N-terminal
puede ser fosforilado por PKA, CaMKI y CaMKIV. El extremo C-terminal es bastante
variable, presentando distintos dominios en funcion del tipo de sinapsina. El dominio D es el
dominio presente en la sinapsina 1 (Siidhof'y cols., 1989). El dominio D contiene varios sitios
de fosforilacion, dos de los cuales pueden ser fosforilados por CaMKII (Huttner y cols., 1981;

Kennedy y cols., 1983; Czernik y cols., 1987; Sakurada y cols., 2002).

Son varios los motivos por los cuales hemos estudiado esta proteina. En primer lugar
se sabe que sinapsina 1 juega un papel crucial en la liberacion del neurotransmisor (Li y cols.,
1995; Rosahl y cols., 1995), ademas de participar en el desarrollo neuronal y en la formacion
de contactos sinapticos entre las neuronas (Lu y cols., 1992; Melloni y cols., 1994; Valtorta y
cols., 1995). En segundo lugar, sinapsina 1 estd directamente relacionada con CaMKlIla, ya
que CaMKIla fosforila a sinapsina 1 en el terminal presindptico (Huttner y cols., 1981;

Kennedy y cols., 1983; Czernik y cols., 1987; Sakurada y cols., 2002), siendo su principal
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sustrato (Greengard y cols., 1993). Y por ultimo, un motivo fundamental del estudio de esta
proteina fue la evidencia de que FMRP se unia al ARNm de sinapsina 1 interviniendo en la

regulacion de su traduccion (Darnell y cols., 2011).

Por todo lo expuesto en el parrafo anterior y al no encontrar ningin estudio
relacionado con la expresion de sinapsina 1 en ratones Fmr/-KO hemos considerado clave el
estudio comparativo de esta proteina entre ratones WT y Fmrl-KO durante el desarrollo

postnatal.

Se compar6 la expresion de sinapsina 1 en estadios postnatales y adultos de ratones
WT y ratones Fmrl-KO con la intencion de ver si la falta de FMRP alteraba los niveles de

esta proteina como ocurria con la p-CaMKlla.

Al igual que en el estudio para CaMKlla, lo primero que se realiz6 fue un estudio de
Western Blot en ejemplares WT desde embriones E18.5 WT hasta adultos de 7 meses (E18.5,
PO, P4, P7, P14, P21 y adulto) para comprobar la existencia de sinapsina 1 en todos los
estadios a analizar. En nuestros estudios se observo expresion para sinapsina 1 en todos los
ejemplares analizados desde E18.5, siendo nuestros datos coherentes con estudios anteriores
donde se expresd sinapsina 1 desde estadios embrionarios (Lohmann y cols., 1978; De

Camilli y cols., 1983; Mason, 1986; Haas y DeGennaro, 1988).

Teniendo en cuenta que obtuvimos expresion para sinapsina 1 en ratones WT desde
embriones, se realizd el estudio comparativo entre ratones WT y ratones Fmrl-KO desde
embriones E18.5 hasta adultos. Realizamos un estudio de Western Blot utilizando 4
embriones WT y 4 embriones Fmrl-KO para comprobar si habia diferencias entre genotipos,
al no encontrarse diferencias significativas nos centramos en el estudio de ratones Fmr/-KO a

lo largo del desarrollo postnatal.

Se observd una mayor cantidad de sinapsina 1 en ratones Fmr/-KO en los mismos
estadios donde se observd mayor cantidad de p-CaMKlla (P7, P14 y adulto). Por tanto es a
partir de la primera semana después del parto cuando encontramos diferencias significativas

entre los genotipos, no observandose diferencias en los P21, al igual que ocurria para p-
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CaMKllIa, hecho que sera discutido en el apartado 10.

Por tanto, segun nuestros estudios la falta de FMRP en el desarrollo postnatal conlleva
un incremento de p-CaMKIla y sinapsina 1 desde P7 hasta adultos, exceptuando a P21.
Sugerimos que el incremento de estas proteinas en los ratones Fmr/-KO da lugar a una
liberacion anormal de los neurotransmisores en el desarrollo postnatal y en los adultos

teniendo repercusiones en la excitabilidad neuronal.

Existen estudios que relacionan la expresion de CaMKlIlo con FMRP en P21 (Akins y
cols., 2012) y adultos (Deng y cols., 2011), pero es nuestro estudio el primero en relacionar la
cantidad de p-CaMKlIla con FMRP a lo largo del desarrollo postnatal. En la actualidad no
hemos encontrado ningin estudio que relacione la cantidad de sinapsina 1 con la proteina
FMRP ni en el desarrollo postnatal ni en el adulto, por lo que cabe plantear futuros estudios en
relacion a sinapsina 1 con el fin de aportar mayor informacion sobre las posibles causas del

sindrome X-Fragil.

Recientemente, Darnell y Klann observaron que la traduccion de la sinapsina 2
también estaba bajo la influencia de FMRP (Darnell y Klann, 2013), a pesar de que esta
sinapsina no sea activada por CaMKIla parece muy interesante el estudio de la sinapsina 2,
teniendo en cuenta las diferencias encontradas para sinapsina 1 en ratones Fmr/-KO, ya que

ambas sinapsinas estan implicadas en la liberacion de los neurotransmisores.

7. Mayor cantidad de proteina sinapsina 1 en ratones FmrI-KO en

comparacion con los ratones WT | I

La expresion de la sinapsina 1 comienza cuando se diferencian las células progenitoras
en neuronas diferenciadas y es especialmente alta durante la sinaptogénesis (Lohmann y cols.,
1978; De Camilli y cols., 1983; Mason, 1986; Haas y DeGennaro, 1988; Melloni y
DeGennaro, 1994). En los terminales presindpticos de neuronas del hipocampo en cultivo se

observa un aumento de la expresion de sinapsina 1 en el tiempo (Fletcher y cols., 1991;
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Ferreira y cols., 2000).

La tasa de sintesis de ARNm se mantiene mas o menos constante, por lo que el
aumento progresivo de la proteina parece deberse a mecanismos de regulacion post-

transcripcionales (Daly y Ziff, 1997).

Los ratones FmrI-KO utilizados en nuestro estudio no presentan la proteina FMRP,
como esta interviene en la regulacion de la traduccion de sinapsina 1, concretamente

inhibiéndola (Darnell y cols., 2011), se provocaria una mayor traducciéon de esta proteina.

En nuestro estudio mediante Western Blot se ha observado mayor cantidad de
sinapsina 1 en los ratones Fmrl-KO en relacion a los ratones WT en todos los estadios
estudiados a partir de postnatales de 7 dias, excepto en los P21, donde no observamos
diferencias significativas, hecho que serd discutido mas adelante (ver apartado 10). Por otra
parte hemos visto un incremento progresivo en la cantidad de proteina sinapsina 1 a lo largo
del desarrollo, tanto en ratones WT como en ratones Fmrl-KO. Como hemos expuesto
anteriormente la tasa de transcripcion se mantiene constante a lo largo del tiempo en ratones
WT, si suponemos que ocurre de igual modo en los ratones Fmri-KO, podemos deducir que
el incremento en la cantidad de sinapsina 1 en ratones Fmr1-KO con respecto a los WT tendra
lugar a nivel traduccional, siendo la ausencia de FMRP la posible causante del incremento de

sinapsina 1.

Lo expuesto hasta ahora sobre el incremento de sinapsina 1 parece un planteamiento
logico, pero no podemos descartar una posible relacion entre el incremento de sinapsina 1y

mecanismos transcripcionales.

Hay evidencias que afirman que el factor nuclear respiratorio (NRF-1) interviene
regulando de forma positiva al promotor de sinapsina 1. En estos estudios se ha observado
una correlacion entre la cantidad de NRF1 y la cantidad de proteina sinapsina 1, de tal manera

que ante una sobreexpresion de NRF1 se incrementa la cantidad de proteina sinapsina 1

(Wang y cols., 2009).
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Por otra parte el promotor del gen Fmrl presenta un lugar de union a NFR-1, factor
que también esta involucrado en la regulacion de la transcripcion de Fmrl. En el caso del
sindrome X-Fragil existe excesiva metilacion en el gen Fmrl en el lugar de union a NFR-1,

imposibilitindose la unién de dicho factor.

Teniendo en cuenta lo anterior es posible plantear otra explicacion al aumento de la
proteina sinapsina 1. En el sindrome X-Fragil existe un elevado nimero de metilaciones en
la region del gen Fmrl que se une a NRF-1, no teniendo lugar la union. Por tanto, al no darse
la union entre NRF-1 y el promotor de Fmr/ quedaria mas NRF-1 libre y este aumento de

NRF-1 libre podria ser el causante del aumento en la cantidad de proteina sinapsina 1.

Como dato a tener en cuenta, relacionado con los resultados obtenidos para CaMKIla
y sinapsina 1 en nuestro estudio, existe un antidepresivo denominado SAM (s-
adenosilmethionina) que al suministrarse en ratas se ha visto que ocurre algo comparable con
estas dos proteinas (Consogno y cols., 2001). Se ha observado un aumento en la actividad de
CaMKII y un aumento en sinapsina 1 (Consogno y cols., 2001). No se sabe cual es el
mecanismo de accidn de este antidepresivo, pero se piensa que podria ser un posible donante
de metilo (Consogno y cols., 2001). Por tanto coincidiria con la hipdtesis planteada
anteriormente, al aumentar la metilacion, el promotor del gen Fmrl no se une a NRFI,
aumentando NRF1 libre y también la cantidad de proteina sinapsina 1. Por otra parte, al haber
menos proteina FMRP, ya que no se une NRF1 al promotor de Fmrl, cabe esperar resultados
similares a los presentes en los ratones Fmrl-KO, coincidiendo con nuestros datos sobre el
aumento de la cantidad de p-CaMKllo, relacionada con la actividad de CaMKlla y en el

aumento de la proteina sinapsina 1.

8. Lugar de actuacion de la proteina sinapsina 1 |

Las sinapsinas tienen un papel importante en la regulacion de las vesiculas de reserva
en el terminal sindptico, de tal manera que la supresion de las sinapsinas da lugar a cambios

en el tamafio y en la movilizacion del conjunto de vesiculas de reserva (Lonart y Simsek-
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Duran, 2006). Una disminucion de sinapsinas afectaria a las sinapsis tanto excitadoras como
inhibidoras. El niimero de vesiculas en los terminales presinapticos disminuye al eliminarse
sinapsinas tanto en terminales excitadores como inhibidores, pero de distinta manera. En el
caso de las sinapsis inhibidoras una disminucion en la cantidad de sinapsinas disminuye una
pequefia parte del pool de las vesiculas de reserva que son las vesiculas que van a ser
liberadas rapidamente, las denominadas RRP (readily releasable pool). Este cambio en estas
vesiculas afecta a los impulsos rapidos. Por otra parte, se observé que una disminucion de las
sinapsinas en las sinapsis excitadoras produce una disminucion en el pool de vesiculas de
reserva mas distal que aiin no estan listas para ser liberadas, denominadas RP (reserve pool),

afectando a los impulsos lentos (Gitler y cols., 2004).

La falta de sinapsinas altera el nimero de vesiculas en los terminales presindpticos,
pero la ausencia de sélo la sinapsina 1 no altera a las vesiculas que van a ser rapidamente
liberadas, por tanto existen dos pools de vesiculas diferentes, uno dependiente de la sinapsina
1 y otro independiente de esta proteina. De este modo la sinapsina 1 actuaria en la parte mas
distal, afectando al pool de reserva que no va a ser liberado inmediatamente, a las cuales
permanece unida, pero no al pool de vesiculas de reserva que va a ser rapidamente liberadas

(Liy cols., 1995).

En conclusion, sabemos que las sinapsinas actlan en neuronas glutamatérgicas y
GABA¢érgicas de distinto modo, de tal manera que en las glutamatérgicas actia a nivel del
pool de vesiculas de reserva mas distal y en las GABAérgicas a nivel s6lo del pool de
vesiculas de reserva lista para liberarse. Hemos visto que sinapsina 1 afecta al numero de
vesiculas del pool de reserva mas distal que atin no estan listas para ser liberadas, por tanto
podemos sugerir, basandonos en estos estudios, que sinapsina 1 afecta principalmente a las

neuronas glutamatérgicas, afectando a los impulsos lentos.
Se discute mas adelante la funcion de la sinapsina 1 dentro de los terminales

glutamatérgicos y como afectarda un aumento de esta proteina en la liberacion del

neurotransmisor (ver apartado 11).
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9. Expresion de FMRP en ratones WT a partir de la segunda semana de

vida | |

Una vez realizado el estudio de CaMKlla y sinapsina 1, se analiz6 la proteina FMRP
en estadios que comprendian ejemplares de P14, P18, P21 y adulto WT. Se analizaron estos

estadios con el fin de encontrar una explicacion a los resultados observados en los ejemplares

de 21 dias de edad.

Parece ser que los niveles de FMRP se reducen después de la segunda semana del
parto en la corteza del raton (Till y cols., 2012). Por tanto se estudi6 FMRP mediante Western
Blot en el cerebro anterior de P14, P21 y adultos WT machos, con la intenciéon de ver
posibles diferencias significativas en la cantidad de FMRP en los distintos estadios. Los
resultados nos sirvieron para discutir los resultados comparativos obtenidos para p-CaMKlIla

y sinapsina 1 en postnatales de 21 dias de edad.

Como cabia esperar obtuvimos un descenso en la cantidad de FMRP en los P21 en
relacion a los P14, hecho que concuerda con estudios anteriores (Till y cols., 2012). La
cantidad de FMRP cuantificada en P21 fue de aproximadamente la mitad encontrada en P14.
Entre P21 y el adulto también se encontraron diferencias significativas, siendo los valores

cuantificados para FMRP mas del doble de los cuantificados para P21.

También se realizaron estudios de inmunohistoquimica, con la idea de encontrar
diferencias cualitativas que apoyaran los resultados obtenidos por Western Blot. Se realizaron
estudios en ratones WT a partir de P14 y fue en P18 donde se observd la menor
inmunorreactividad para FMRP. Estos estudios inmunohistoquimicos apoyan los resultados

del Western Blot para FMRP y ambos concuerdan con estudios previos (Till y cols., 2012).

Teniendo en cuenta nuestros resultados y los estudios previos (Till y cols., 2012)
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sugerimos que a partir de la tercera semana de vida disminuye la cantidad de FMRP
aumentandose a finales de la tercera semana después del parto, siendo los niveles mas altos de

la proteina FMRP los encontrados en el adulto.

10. Cambios fenotipicos a partir de la segunda semana del nacimiento I

El transporte dendritico de FMRP y del ARNm de Fmrl asi como la traduccion de
FMRP en los terminales sinapticos pueden ser estimulados por la activacion de los receptores
metabotropicos de glutamato del grupo 1 (Weiler y cols., 1997; Antar y cols., 2004; Ferrari y
cols., 2007). Por otra parte se ha demostrado que la ausencia de FMRP produce una
desregulacion de la sintesis de proteinas estimuladas por el grupo 1 de mGluRs (Weiler y
cols., 2004; Muddashetty y cols., 2007) y que la ausencia de la traduccion local de proteinas
reguladas por FMRP en respuesta a la actividad sinaptica puede conllevar al deterioro mental

en el sindrome X-Fragil (Willemsen y cols., 2004; Penagarikano y cols., 2007).

El grupo 1 de mGluRs estd formado por dos componentes mGluR1 y mGIuRS5. El
primero se encuentra ampliamente distribuido por todo el sistema nervioso central (Shigemoto
y cols., 1992), observandose mediante microscopia electronica principalmente en elementos
postsinapticos en la corteza cerebral (Ong y cols., 1998), hipocampo (Lujan y cols., 1996;
Lujan y cols., 1997; Hanson y Smith, 1999), cuerpo estriado (Hanson y Smith, 1999), tdlamo
(Martin y cols., 1992; Godwin y cols., 1996; Liu y cols., 1998) e hipotdlamo (Van den Pol y
cols., 1994). El segundo componente, mGIluRS, se expresa intensamente en regiones
telencefalicas. Dentro de los receptores mGIluRS se encuentran las variantes de empalme
alternativo mGluR5a y los mGluR5b, que se diferencian principalmente en que mGluR5b no
estd presente en la microglia (Biber y cols., 1999) y en su distribucioén temporal (Joly y cols.,
1995; Romano y cols., 1996). La distribucion espacial aparece en gran medida similar, pero
mGIluR1 se encuentra mas abundantemente en el periodo postnatal, mientras que mGIluRS
predomina en el estado adulto (Joly y cols., 1995; Romano y cols., 1996). A nivel de
microscopia electronica mGIluRS ha sido localizado en el soma y en dendritas en el

hipocampo (Lujan y cols., 1996; Lujan y cols., 1997), tdlamo (Liu y cols., 1998), hipotalamo
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(Van den Pol y cols., 1994) y existen evidencias a microscopica optica y electronica donde se
observa inmunorreactividad para mGIuRS en terminales presinapticos, lo que sugiere que el

mGIluRS5 puede funcionar como un receptor presinaptico (Romano y cols., 1995).

Numerosos estudios han demostrado una regulacion diferencial de la expresion de
mGIluR1 y mGIuRS durante el desarrollo del SNC (Shigemoto y cols., 1992; Catania y cols.,
1994; Loépez-Bendito y cols., 2001; Turman y cols., 2001; Di Giorgi Gerevini y cols., 2004;
Lujan y cols., 2005). La activacion o cambios en la expresion de mGluRs se ha relacionado
con una variedad de eventos ontogenéticos importantes, tales como la migracion neuronal y la

formacion de circuitos sinapticos (Nguyen y cols., 2001).

Se ha observado que los niveles de proteina mGluR1 aumentan progresivamente
durante el desarrollo pre y postnatal (Shigemoto y cols., 1992; Catania y cols., 1994; Van den
Pol y cols., 1994). Por el contrario mGluRS5 aumenta en el periodo prenatal, tiene un pico en
la segunda semana de vida y luego disminuye (Catania y cols., 1994; Romano y cols., 1996;
Lopez-Bendito y cols., 2001). Los cambios vienen dados por una disminucion gradual a partir
de la segunda semana de mGluR5a y un aumento progresivo de mGluR5b, predominando en

la edad adulta (Minakami y cols., 1995; Romano y cols., 1996).

Sabemos que dos de las proteinas analizadas en nuestros estudios, sinapsina 1 y
CaMKlla, estan localizadas principalmente en los elementos presinapticos y, como se ha
comentado, en esta zona predomina mGluRS. Teniendo en cuenta esto podemos plantear una
posible respuesta al hecho de no encontrar diferencias entre los ejemplares WT y Fmri-KO de

21 dias de edad para estas dos proteinas.

En el caso de ratones Fmri-KO, al no haber FMRP, habria una desregulacion de los
mGluRs, no variando la sintesis de proteinas al activarse estos receptores. Sin embargo a lo
largo del desarrollo en los ratones WT si habria diferencias en la sintesis de proteinas

dependiendo de la actividad de los mGluRs.
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Como sabemos, hay un aumento de mGluR5a hasta aproximadamente P14, cuando
este receptor presenta su maximo y a partir de este momento disminuye, y es a partir de este
periodo cuando comienza la expresion de mGluR5b y es cada vez mayor hasta la edad adulta

donde presenta su maximo.

Por lo tanto en ratones WT planteamos la posibilidad de que en la tercera semana de
vida, que abarca desde P15 a P21, la cantidad de mGluRS5 sea minima y por tanto la
traduccion de FMRP en los terminales sindpticos serd muy baja, siendo tan baja que no
encontrariamos diferencias en las proteinas estudiadas, ya que al disminuir FMRP habria
menos inhibicioén sobre la traduccion de CaMKIla y sinapsina 1, aumentando la cantidad de
estas proteinas y como resultado no observariamos diferencias significativas entre WT y

Fmril-KO.

Con la intencion de ver si en la tercera semana postnatal habia una disminucion de la
cantidad de proteina FMRP en ratones WT, se realizdo un estudio mediante Western Blot
comparando los ejemplares P14, P21 y adulto. Como resultado observamos una disminucién
en la cantidad de proteina FMRP en los P21 en comparacion con los P14 y los adultos. Y
también realizamos estudios inmunohistoquimicos a partir de P14 en ratones WT,
observandose una disminucion en la expresion de FMRP en los ejemplares dentro de la
tercera semana de vida. En relacion con nuestros resultados se observo que los niveles de
expresion de FMRP en el desarrollo postnatal se redujeron a partir de los P14 (Till y cols.,

2012).

Por tanto, uniendo los datos obtenidos en nuestros experimentos con las evidencias
previas y el planteamiento expuesto sobre los receptores mGIluRS, parece ser que en la tercera
semana de vida de los ratones WT tiene lugar una serie de cambios que disminuiria la
cantidad de FMRP asemejandose mas a lo que ocurre en los ratones Fmrl-KO, lo que podria

explicar que no se observen diferencias entre las proteinas estudiadas en los ejemplares P21.

Lo explicado hasta ahora concuerda con estudios previos realizados que relacionan a

CaMKlIlo con FMRP. En los estudios realizados por Muddashetty y colaboradores no
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encontraron diferencias en la cantidad de ARNm de CaMKIla en sinaptoneurosomas entre
ratones WT y ratones Fmr/-KO (Muddashetty y cols., 2007). Esto puede ser explicado por el
hecho de que sus experimentos fueron realizados en ejemplares de 21 dia de edad, no
observandose cambios significativos. Por el contrario, Zalfa y colaboradores si encontraron
diferencias en el ARNm de CaMKIla (Zalfa y cols., 2003), tanto en sinaptoneurosomas como
en el resto del cerebro. Sus estudios fueron realizados en ejemplares de mayor edad, donde
podriamos suponer que la cantidad de mGIuRS era maxima. También observaron diferencias
en la cantidad de proteina CaMKlIla entre ratones WT y Fmrl-KO adultos, pero sélo en
aislados de sinaptoneurosomas (Zalfa y cols., 2003), en parte 16gico ya que es aqui donde la

traduccion de FMRP es estimulada por la activacion de los mGluRs en los ratones WT.

En conclusion, con la sugerencia expuesta no solo podriamos explicar los resultados
obtenidos en nuestros estudios, sino que también podemos dar una explicacion a la aparente

contradiccion existente entre los resultados publicados en otras investigaciones.

11. Relacion entre las proteinas CaMKlla, sinapsina 1 y calbindina con la

proteina FMRPy los receptores mGIluR5 en los terminales presindpticos de ratones

wT ||

CaMKlIla, sinapsina 1, FMRP, mGluRS5 y calbindina realizan funciones en los
terminales presindpticos esenciales para que la liberacion del neurotransmisor tenga lugar en
condiciones normales. Una serie de procesos tienen lugar en estos terminales que relacionan
estas proteinas entre si, teniendo como fin comun la regulacién en la concentracion de calcio
intracelular y como consecuencia que la transmision de la sefial sea la idonea. Todos estos

acontecimientos quedan esquematizados en la figura 47 y serdn explicados a continuacion.

Cuando tiene lugar la despolarizacion de la membrana se activan los canales de calcio
dependiente de voltaje, aumentando el flujo de calcio hacia el interior celular (Fig. 47/1). Un
incremento del calcio intracelular provocard la unién del calcio a la calmodulina (CaM)
forméndose el complejo Ca2*/calmodulina y una vez formado este complejo tendria lugar la

autofosforilacion de la CaMKlIla (Fig. 47/2). p-CaMKlIlo actiia sobre muchas proteinas,
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siendo capaz de incrementar la cantidad de calcio citosolico desde reservas internas. p-
CaMKIIa también fosforila a la sinapsina 1 (Fig. 47/3) y a los canales de potasio (BK) (Fig.
47/4).

La sinapsina 1 se encuentra unida a las vesiculas mediante el citoesqueleto de actina,
formando un pool de vesiculas de reserva (RP) (Fig. 47/5). Cuando la sinapsina 1 es
fosforilada, ésta se libera de la actina quedando las vesiculas listas para liberarse (RRP) (Fig.

47/6), donde pueden fusionarse con la membrana plasmatica y liberar el contenido al exterior.

En los canales de potasio (BK) existe un lugar de unién para FMRP. FMRP
interactiia con la subunidad beta 4 de estos canales limitando la amplitud del potencial de

accion en funcion a la cantidad de calcio intracelular (Fig. 47/7).

Figura 47. Esquema de un terminal presindptico donde se representan la funciones que llevan a cabo
CaMKlIla, SYN1, CB, FMRP y mGIuRS5 en condiciones normales. (1) Canales de calcio dependiente de
voltaje, (2) Autofosforilacion de CaMKlla, (3) Fosforilacion de SYN1, (4) Fosforilacion de los canales de
potasio, (5) Vesiculas de reserva unidas a SYN1, (6) Vesiculas listas para ser liberadas, (7) Canales de potasio
dependiente del calcio intracelular, (8) Sintesis proteica donde participa FMRP, (9) Transporte de FMRP
mediante microtibulos, (10) Receptores de glutamato mGluRS, (11) Activacion de la fosfatasa PP2A, (12)
Inactivacion de FMRP, (13) Activacion de PLC que hidroliza PIP, en IP; y DAG, (14) 1P, promueve la

liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmatico, (15) DAG activa a PKC que fosforila a otras proteinas y
(16) La CB se une al calcio amortiguando el incremento de calcio intracelular.
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Por otra parte FMRP interviene dentro del terminal presinaptico en la sintesis de un
conjunto de proteinas, entre las que se encuentran sinapsina 1, CaMKIla, mGIluRS y FMRP
(Fig. 47/8). FMRP se une al ARNm en el nucleo celular y una vez en el citosol es fosforilada,
cuando se encuentra fosforilada se encuentra en su estado activo, inhibiendo la sintesis de
proteinas. FMRP fosforilada unida a ARNm y ARNr es transportada mediante microtiibulos
hasta el terminal presinaptico (Fig. 47/9).

Los receptores de glutamato mGIluRS pertenecen al grupo 1 de los receptores
metabotropicos de glutamato y dentro de este grupo son los que se encuentran de forma
mayoritaria en los terminales presinapticos. Estos son activados por la union a glutamato (Fig.
47/10). Una vez activados, los receptores actlian sobre la fosfatasa PP2A (Fig. 47/11),
encargada de inactivar a FMRP eliminéndole el fosfato (Fig. 47/12), entre otras muchas mas
funciones, y sobre la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza al fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) en
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) (Fig. 47/13). IP3 promueve la liberacion de
calcio del reticulo endoplasmatico mediante su interaccidon con receptores especificos de este
organulo celular (Fig. 47/14). Por otra parte el (DAG), de forma sinérgica con el calcio activa
a la PKC encargada de fosforilar a otras proteinas (Fig. 47/15), siendo esta quinasa de gran
importancia en la regulacion del crecimiento celular, en el aprendizaje y en la memoria entre

otras funciones.

La primera fuente por la cual el calcio accede al citoplasma es a través de los canales
de calcio y la segunda desde las reservas internas. Una vez en el citosol la difusion del calcio
es muy baja, porque encuentra a su paso una gran cantidad de proteinas inmovilizadoras,
como la calbindina, que lo atrapa con una alta afinidad (Fig. 47/16) ejerciendo un efecto

amortiguador ante los incrementos de la concentracion de calcio.

12. Posibles efectos de la ausencia de FMRP en los terminales presindpticos |

En los ratones Fmri-KO la ausencia de la proteina FMRP en los terminales
presinapticos podria estar relacionada con un incremento en el calcio intracelular y como

consecuencia una mayor liberacion del neurotransmisor.
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FMRP interactua con los canales de potasio limitando la amplitud del potencial de
accion dependiendo de la cantidad de calcio intracelular (Contractor, 2013; Deng y cols.,
2013). Hay estudios realizados en el hipocampo y en neuronas piramidales de la corteza
donde en ausencia de FMRP se observa una reduccion de la actividad de los canales de
potasio, aumentando la cantidad de calcio intracelular y como consecuencia tendria lugar una
mayor liberacion del neurotransmisor (Contractor, 2013; Deng y cols., 2013). Aunque este
hecho so6lo se haya descrito en zonas concretas del cerebro, podriamos sugerir que puede tener

lugar en todo el cerebro de forma generalizada.

Por otra parte es sabido que FMRP interviene en la traduccion de determinadas
proteinas entre las que se encuentra CaMKlla, sinapsina 1 y mGluRS5 (Darnell y cols., 2011),
por tanto en ausencia de FMRP aumentaria la traduccion de estas proteinas y como
consecuencia indirecta tendria lugar un incremento de calcio intracelular y mayor liberacion

del neurotransmisor.

En el caso de los mGluRS, un incremento de estos receptores daria lugar a una mayor
activacion de éstos y como consecuencia final un aumento de IP3 liberdndose calcio desde el

reticulo endoplasmatico al citosol.

Como hemos visto en nuestros estudios, una mayor traduccion de CaMKlIla y
sinapsina 1 queda reflejada por un aumento de la actividad de CaMKlIla (p-CaMKlIla) y un
aumento en la cantidad de proteina sinapsina 1. Por tanto cabe esperar que en ausencia de
FMRP, al haber mas p-CaMKIla capaz de fosforilar a sinapsina 1 y a la vez més cantidad de
sinapsina 1, habra mayor niimero de vesiculas de reserva listas para ser liberadas y por tanto

mayor liberacion del neurotransmisor.

Otro dato que también contribuye a un aumento en el calcio intracelular esta
relacionado con la expresion de calbindina en células del tdlamo dorsal. Hemos observado
menor numero de células CB-IR en ratones Fmr/-KO que en ratones WT en la mayoria de los
nucleos del tadlamo dorsal. Por tanto podemos decir que en determinadas zonas del cerebro,

como en la mayoria del talamo dorsal, y en parte del hipocampo segun estudios publicados
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con anterioridad en nuestro grupo de investigacion (Real y cols., 2011), la ausencia de FMRP
da lugar a una disminucion de calbindina. Esta disminucion de calbindina podria tener como
consecuencia el aumento del calcio intracelular en el terminal presinaptico, ya que la
calbindina actia uniéndose al calcio y su disminucion no es compensada por otras proteinas

que tamponan calcio como la calretinina o parvalbumina.

En resumen los cambios principales observados en los terminales presindpticos en
ausencia de FMRP son un incremento en el calcio intracelular y un aumento en la liberacion
del neurotransmisor, siendo mayor el incremento de calcio intracelular en aquellas zonas del

cerebro donde la cantidad de calbindina se vea afectada por FMRP.

13.  Consecuencias del incremento de p-CaMKlla y sinapsina 1 en los

ratones FmrI1-KO a nivel presindptico a lo largo del desarrollo postnatal I

—

Los mas importantes hallazgos en este estudio a nivel presinaptico encontrados son: un
incremento en la cantidad de p-CaMKlla y en la cantidad de sinapsina 1 en los ratones FmrI-
KO adultos y un incremento de ambas proteinas en ejemplares postnatales Fmr/-KO a partir

de P7.

En el apartado anterior hemos expuesto las posibles repercusiones en el terminal
presinaptico del incremento de ambas proteinas, dando como resultado final un incremento en
la liberacion del neurotransmisor glutamato, que en general dara lugar a una mayor
excitabilidad, siendo el incremento de la excitabilidad uno de los efectos presentes en el

sindrome X-Fragil.

En el desarrollo postnatal un desequilibrio en la liberacion del neurotransmisor tendra

como consecuencia cambios importantes e irreversibles en el desarrollo del sistema nervioso.

La mayor expresion de sinapsina 1 a lo largo del desarrollo postnatal se correlaciona

temporalmente y topograficamente con la sinaptogénesis, participando en la maduracion
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funcional de las sinapsis (De Camilli y cols., 1983; Bergman y cols., 1992; Lu y cols., 1992).
Se ha establecido que entre PS5 y P7 es cuando se dispara la sinaptogénesis en la corteza de
raton (Benitez-Diaz y cols., 2003) y a partir de P7 en el cerebro anterior de ratas (Aghajanian
y Bloom, 1967). En nuestro estudio hemos encontrado cambios en los ratones Fmrl-KO a
partir de P7, por lo que sugerimos que los incrementos en p-CaMKIla y sinapsina 1
observados en los ejemplares Fmrl-KO a partir de la segunda semana de vida van a tener
consecuencias en la sinaptogénesis y por tanto sobre la formacion de los correctos circuitos

neuronales.

El ARNm de sinapsina 1 fue detectado en el hipocampo de ratas desde embriones E12
y es a finales de la primera semana del desarrollo postnatal cuando se incrementa
drasticamente alcanzando niveles parecidos a los obtenidos en el adulto (Melloni, 1993). Sin
embargo la expresion observada de la proteina sinapsina 1 en ratas recién nacidas es muy baja
en comparacion con la cantidad de ARNm presente (Melloni, 1993). Estos estudios sugieren
que los altos niveles del ARNm de sinapsina 1 durante la neurogénesis prepara a las neuronas
con suficiente ARNm para el comienzo de la sinaptogénesis, donde tendré lugar la formacion

de numerosas sinapsis (Melloni, 1993).

Como expusimos anteriormente el aumento de la proteina sinapsina 1 parece deberse a
mecanismos de regulacion post-transcripcionales (Daly y Ziff, 1997) dentro de los cuales
podria estar implicada FMRP. Todos los datos parecen coincidir en que es a finales de la
primera semana de vida, coincidiendo con el comienzo de la sinaptogénesis, cuando hay un
incremento en la proteina sinapsina 1 y es cuando comenzamos a ver alteraciones en la
cantidad de esta proteina en los ratones Fmr/-KO. Es también a finales de la primera semana

de vida cuando observamos diferencias en la cantidad de CaMKlla activa.

La inyeccion exogena de CaMKII da lugar a un aumento en la fosforilaciéon de
sinapsina 1, disminuyendo la afinidad de la sinapsina 1 con la vesiculas sinapticas dando lugar
a un incremento en la liberaciéon del neurotransmisor (Llinas y cols., 1985). De forma
contraria la inyeccion exdgena de sinapsina 1 no fosforilada da lugar a una disminucion en la
liberacion del neurotransmisor al unirse a las vesiculas sindpticas impidiendo su liberacion

(LIinas y cols., 1985).
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Nosotros sugerimos que CaMKIla y sinapsina 1 tienen un papel fundamental en la

liberacion del neurotransmisor en la sinaptogénesis entre otras posibles funciones.

Se ha demostrado en cultivos de neuronas de hipocampo que cuando las neuronas
presinapticas se ponen en contacto con las neuronas postsindpticas tiene lugar una rapida
translocacion de sinapsina 1 a la zona de contacto (Fletcher y cols., 1991). Ademas los
estudios realizados por Han y cols. demostraron que la sobreexpresion de las sinapsinas in
vitro jugaba un papel importante en la sinaptogénesis formandose mayor nimero de sinapsis

(Han y cols., 1991).

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente y sabiendo que los ejemplares Fmrl-
KO tienen niveles de sinapsina 1 y CaMKIla elevados durante el desarrollo postnatal
sugerimos que las nuevas sinapsis que se estdn formando durante el periodo que dura la
sinaptogénesis en los ratones Fmrl-KO podrian diferir en nimero de las sinapsis en
formacion en los ratones WT ademds de presentar alteraciones en la maduracién de las
mismas. Estos desequilibrios en la formacion y maduracion de las sinapsis podrian dar lugar a
diferencias en la circuiteria neuronal provocando algunas de las alteraciones presentes en el

sindrome X-Fragil.

En el presente estudio hemos observado cambios en la cantidad de sinapsina 1 y
CaMKIIa de manera general en todo el cerebro anterior, por lo que el aumento encontrado en
sinapsina 1 podria darse de manera general en todas las neuronas que la expresan o por el
contrario el incremento de esta proteina en los ratones Fmrl-KO podria tener lugar solo en
determinadas regiones afectando estas alteraciones a circuitos neuronales concretos. Son
necesarios mas estudios en este sentido, como los que realizamos actualmente en nuestro
grupo de investigacion, donde aislamos el hipocampo de raton para el andlisis cuantitativo de
estas proteinas con la intencion de comprobar si los circuitos hipocampales en ratones Fmrl-

KO podrian estar alterados desde el desarrollo postnatal.
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En resumen, los datos presentados en esta tesis demuestran desequilibrios en la
cantidad de dos proteinas claves en la sinaptogénesis (CaMKIla y sinapsina 1) en los ratones
Fmrl-KO y sugerimos que estos desequilibrios pueden alterar las redes neuronales
establecidas durante el desarrollo postnatal formando redes neuronales anormales que daran

lugar a un funcionamiento anormal del sistema nervioso.
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Conclusiones

|1. Hemos observado una reduccién muy significativa de calbindina en el tdlamo
dorsal de ratones machos Fmrl-KO y sugerimos que esta reduccién es una caracteristica
propia de las neuronas del tdlamo dorsal de los nticleos intralaminares, de los nucleos de la

linea media y de algunos nucleos del tdlamo posterior de los ratones machos Fmrl-KO.

|2. Hemos encontrado diferencias cualitativas en la sintasa del 6xido nitrico neuronal
entre los ratones Fmrl-KO y WT, observandose menor inmunorreactividad para los ratones
FmrI-KO en un conjunto de fibras nNOS-IR localizadas en el hipocampo a nivel del giro

dentado.

|3. En el estudio de las neuronas glutamatérgicas mediante los transportadores
vesiculares tipo 1 y tipo 2 no se ha apreciado ninguna diferencia entre los ratones Fmri-KO 'y
WT, por lo que sugerimos que el transporte del glutamato al interior vesicular permanece

inalterado en los ratones Fmril-KO.

|4. Hemos observado un incremento significativo de la actividad de CaMKIla, medida
por la cantidad de p-CaMKIla, de forma general en todo el cerebro anterior de los ratones

FmrI-KO desde los postnatales de 7 dias hasta adulto, exceptuando los ejemplares P21.

|S. Se ha encontrado un aumento significativo en la cantidad de proteina sinapsina 1 en
el cerebro anterior de los ratones Fmrl-KO desde postnatales P7 hasta adultos, con excepcion
de los postnatales P21 que no presentan diferencias significativas entre el genotipo Fmrl-KO

y WT.

|6. Nuestros resultados indican que en la tercera semana de vida, coincidiendo con el
estadio P21, tiene lugar una serie de cambios en los ratones WT que disminuiria la cantidad
de FMRP asemejandose mas a lo que ocurre en los ratones Fmri-KO, lo que podria explicar

la ausencia de diferencias en este estadio.
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Conclusiones

|Z. Teniendo en cuenta las diferencias encontradas en este estudio, sugerimos que la
ausencia de la proteina FMRP en los terminales presinapticos de los ratones Fmr/-KO podria
estar relacionada con un incremento en el calcio intracelular y como consecuencia una mayor
liberacion del neurotransmisor, siendo este déficit méas acusado en las regiones donde se

observo una disminucion de calbindina.

|8. Con los resultados obtenidos en esta tesis sugerimos que los desequilibrios en la
cantidad de p-CaMKIla y sinapsina 1 observados en los ejemplares Fmrl-KO a partir de la
segunda semana de vida van a tener consecuencias en la sinaptogénesis y por tanto sobre la
formacion de unos correctos circuitos neuronales, y como consecuencia un funcionamiento

anormal del sistema nervioso que podria explicar parte del fenotipo del sindrome X-Fragil.
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