a2s  Universidad m e
m Zaraqaoza acultad de Ciencias
9 Universidad Zaragoza

Alteraciones de microRNAs en modelos
murinos de enfermedades prionicas

Trabajo de Fin de Grado

Autor - Jorge Alejo

Directores - Janne M. Toivonen e Inmaculada Martin Burriel

Laboratorio de Genética Bioquimica - Facultad de Veterinaria - Curso 2016/2017






ﬁi lz";:‘r!i‘é%';z'dad Jorge Alejo - TFG Biotecnologia

Agradecimientos

Antes de empezar, me gustaria resumir en unas lineas la gratitud a todas las personas que han
estado presentes durante la realizacién de mi Trabajo de Fin de Grado.

En primer lugar, quiero agradecer a mis dos directores, Janne e Inma, todo lo que me han
ensefiado y me han transmitido durante estos meses. Gracias por estar dispuestos a ayudarme,
a aconsejarme y a dedicarme vuestro tiempo y conocimiento en todo momento. Gracias por
estar ahi cuando lo he necesitado, por vuestra colaboracion y por abrirme las puertas a un
campo de la investigacién que desconocia. De verdad, he aprendido mucho de vosotros.

También me gustaria dar las gracias a todos los demas compaferos del grupo de
investigacion, en especial a Alicia y a Oscar por el tiempo que me han dedicado y por todo lo
gue me han ensefiado y ayudado.

Por ultimo y no por ello menos importante, querria agradecer a mi familia — en especial a mi
madre — por preguntarme cada dia que tal iba el trabajo, por dedicarme su tiempo, por mostrar
un apoyo incondicional de cara a la realizacion del mismo y por haberme animado a seguir y a
darlo todo dia tras dia durante esta etapa, la cual va llegando a su fin. Finalmente, me gustaria
dar las gracias a mis amigos que siempre han tenido una palabra de animo para que este
trabajo saliera adelante y para sacarme una sonrisa cuando llegaban los momentos de estrés.

A todos ellos, muchas gracias por haber formado parte de este trabajo.






s Universidad

ili  Zaragoza Jorge Alejo - TFG Biotecnologia

Indice
1. RESUMEN/ABSTIACE ..o 1
2. INEFOAUCCION. .....oviitiitt e 2
2.1. Encefalopatias espongiformes transmisibles............ccooeoiiiiiniiiiciicccee 2
2.1.1. Caracteristicas generales de 1aS EET ... e 2
2.1.2. Presencia de EET en diferentes 8SPECIES..........ccuviiirerierieieiesiseses s 2
2.1.3. El agente causal de 18S EET ... 3
2.1.3.1. La proteina prién celular (PrP°) y la proteina prién patoldgica (PrP%)............... 3
2.1.3.2. Formas de adquisicion de 1a PrPSC............ccceieiieieeeesseeee s 4
2.1.4. EET €n 0VINO. El SCrapie......ccoiiiiiiieieiciee st 4
2.1.4.1. Susceptibilidad genética a la enfermedad de SCrapie .........c.cecevevvreierrienenenienn. 4
2.1.4.2. DIagnOStICO CHNICO....c.veuiieiiiieiisieisiese e 5
2.1.4.2.1. Busqueda de nuevos métodos de diagnostico: biomarcadores............ 5
2.2, MICTORNAS ...ttt et sb e 6
2.2.1. Biogénesis de 10S MIRNAS..........ccii o st 6
2.2.2. FUNCIioNes de 10S MIRNAS .......cviiiiiei it 7
2.2.3. Distribucion corporal de 10S MIRNAS ... 7
2.2.4. miRNAs como biomarcadores para el diagndstico de enfermedades prionicas......... 7
3. Antecedentes y ODJEtiVOS........cccvviiiiiiiiece s 8
4. Materiales Y MEtOAOS .......c.cccvervriieie e 9
4. 1. MUESEFaS ULTHZAOAS .......c.eeueeeeeiiee e 9
4.2 Analisis de la expresion de miRNAs de interés en muestras de MEC................... 9
4.2.1. Eleccion de miRNAS y basqueda en MiRBaSE. ..........ccocvevverereneneieiinins 9
4.2.2. EXtracCion de RNA ... ..o 10

4.2.3. Determinacion de la concentracion de RNA .......oooveeiiiieooeeeeeeeeee 11



i0a  Universidad

ili  Zaragoza Jorge Alejo - TFG Biotecnologia

4.2.4. REtrotranSCriPCION ......c.oiviiiiiiierieieie sttt 11
4.2.5. PCR cuantitativa (QPCR) .......coiiiiiiieiiee e 11
4.2.6. Cuantificacion y analisis estadiStiCO...........cccevererieri e 11
4.3. Estudio hiStopatolOQiCO ........cccvevuieieiieiecie e 12

4.3.1. Valoracién de la lesion espongiforme mediante tincion con hematoxilina-

BOSINA (H-E) ..o e 12
4.3.2. Valoracion del déposito de PrPSc mediante PET Blot.........c...cccceveee. 12
4.3.3. Analisis de los resultados obtenidos en el estudio histopatolégico......... 13
5. Resultados Y diSCUSION ........c.ccveieieerieieesie e e eee e sae e 14

5.1. Expresion de miRNAs en el modelo murino Tg501. Cuantificacion y analisis...14

5.2. Expresion de miRNAs en el modelo murino Tg338. .......ccccvveveiieiicie e, 15
5.2.1. Determinacion de la concentracion de RNA ..........cccovevevevece e 15
5.2.2. Cuantificacion de miRNAS y analisis estadistiCo.........c.ccocvvrevrereierenns 15

5.3. Discusidn global de la cuantificacién de miRNASs en ratones Tg501 y Tg338... 16

5.4. Estudio hiStopatolOQiCO .........cceevuviiiiiiicie e 17
5.4.1. Valoracion de la lesion espongiforme mediante tincion H-E.................. 17

5.4.2. Valoracion del deposito de PrPS¢ mediante PET BIOt ..........ccccoeevevecenee. 19

5.5. Discusion global del eStudio..........c.cocveiiiiiiiiiicc e 22
B. CONCIUSIONES ...ttt st st nee e 23
7. BIDHOGrafia ......ccovecieie e 24

o T AN 212D 0 L IR RTRRT 26



iss Universidad Jorge Alejo - TFG Biotecnologia
AL Zaragoza

1. Resumen / Abstract

Las enfermedades espongiformes transmisibles (EET) o enfermedades pridnicas constituyen un grupo
de enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por una degeneracion progresiva de tipo
espongiforme las cudles vienen acompafiadas de un cuadro clinico que cursa con sintomas nerviosos
gue pueden conllevar la muerte del individuo y estdn causadas por unos agentes infecciosos
denominados priones. Estudios recientes han demostrado que los miRNAs pueden utilizarse como
potentes biomarcadores para el diagnéstico claro, rapido y eficaz de estas enfermedades evitando con
ello su transmision, ya que su expresion se ve alterada en la patologia. En este trabajo se analizaron los
cambios en la expresién mediante PCR cuantitativa (RT-gPCR) de una bateria de miRNAs — cuyo
cambio en la expresion se habia identificado previamente por la téchica RNAseq - en médula espinal
cervical (MEC) de ratones Tg501 y se analiz6 si estos cambios se repetian en el modelo murino
Tg338. Ademas, se quiso analizar la posible correlacion existente entre los niveles de expresion de los
miRNAs elegidos y las lesiones histopatoldgicas de scrapie en estos Gltimos ratones, valorando el
grado de espongiosis y el de deposito de proteina prion patoldgica PrP*c. Para los ratones Tg501 se
confirmo una disminucion en la expresiéon de dos miRNAS, - miR-342-3p y miR-223-3p — en animales
infectados por scrapie. Sin embargo, en los ratones Tg338 tan sélo hubo un cambio significativo, la
expresion del miR-667-3p era menor en los animales inoculados. No se observo correlacion entre la
expresion de estos MiRNAS y las lesiones histopatoldgicas, lo que nos lleva a pensar que los miRNAs
que han sido elegidos no tienen que ver con el con las lesiones tipicas del scrapie pero si que podrian
estar involucrados en otros procesos bioldgicos como la neuroinflamacion, la gliosis o la pérdida
neuronal. Por tanto, en este estudio hemos determinado 3 miRNAs que presentan diferencias
significativas, aunque dependientes del modelo murino, en su expresion. Seria necesario realizar mas
estudios para ver si podrian ser utilizados como posibles biomarcadores de la patologia del scrapie.

Transmissible spongiform diseases (TSES), or prion diseases, are a group of neurodegenerative
diseases characterized by progressive spongiform degeneration. A clinical frame of TSEs includes
nervous symptoms that ultimately lead to the death of affected individual. TSEs are caused by
infectious agents called prions. Recent studies have shown that altered miRNAs in prion diseases may
be potentially used as biomarkers for rapid and effective diagnosis of these diseases, thus reducing
their transmission. In this study, by using gquantitative PCR (gPCR), we analyzed the expression of a
selected battery of miRNAs previously shown altered by RNAseq in cervical spinal cord (MEC) of
Tg501 mice, a model of TSEs. We then further analyzed if these alterations were present in another
murine TSE model, Tg338. In addition, we investigated correlation between the expression levels of
the selected miRNAs and the histopathological scrapie lesions in Tg338 mice, assessing the degree of
spongiosis and the deposition of prion protein PrPSc. In the case of the Tg501 mice a decrease in the
expression of two miRNAs, - miR-342-3p and miR-223-3p - in animals infected by scrapie was
confirmed. However, in the Tg338 model, there was only a significant change, the expression of miR-
667-3p was lower in the inoculated animals. No correlation was observed between the expression of
these miRNAs and histopathological lesions, suggesting that the studied miRNAs are not directly
linked to these scrapie lesions and could be involved in other biological processes such as
neuroinflammation, gliosis or neuronal loss. In conclusion, we have determined three miRNA that
present significant, although model-specific, differences in their expression. Further studies are
required to investigate if these could be used as possible biomarkers of scrapie pathology.
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2. Introduccién

2.1. Las encefalopatias espongiformes transmisibles

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) o enfermedades prionicas pertenecen a un
grupo de enfermedades neurodegenerativas que afectan al sistema nervioso de humanos y al de
diversas especies de animales domésticos y salvajes. Estan caracterizadas por una degeneracion
progresiva de tipo espongiforme y vienen acompafiadas de un cuadro clinico que cursa con sintomas
nerviosos que pueden conllevar a la muerte del individuo (Geschwind, 2015). A diferencia de otras
enfermedades, que estan ocasionadas por microorganismos, las enfermedades espongiformes
transmisibles estdn causadas por unos agentes infecciosos no convencionales denominados priones, de
ahi su nombre (Aguzzi and Heikenwalder, 2006).

La progresion de la enfermedad se asocia a la conversion de una proteina pridnica normal (PrP€,
celular prion protein) codificada por el gen PRNP, altamente -aunque no Gnicamente- expresado en el
sistema nervioso central (con mayor incidencia en el hipocampo) en una isoforma anémala asociada a
la patogenia (PrP*¢, scrapie prion protein). Dicha transformacién se caracteriza por la deposicion de la
proteina pridnica resistente en el tejido nervioso del organismo hasta que finalmente lo acaba dafiando,
causando la hipertrofia e hiperplasia de los astrocitos y provocando la aparicion de cambios
degenerativos espongiformes y una fuerte vacuolizacién en las células del sistema nervioso que
desemboca en muerte neuronal (Victoria et al., 2016).

2.1.1. Caracteristicas generales de las EET

Este grupo de enfermedades presenta una serie de caracteristicas (Geschwind, 2015):

e [Estan causadas por agentes no convencionales denominados priones, extraordinariamente
resistentes a procesos de inactivacion tanto fisicos como quimicos, que pasan desapercibidos
por el sistema inmunitario

e Tienen una etiologia variada, pueden originarse esporadicamente o tener un componente
genético determinante. Normalmente se transmiten a través de alimentos o productos médicos
contaminados por priones.

e Presentan largos y variados periodos de incubacién, dependientes del huésped, de la cepa o de
la via por la que se han transmitido

e EI cuadro lesional resultante se caracteriza por una vacuolizacion espongiforme
principalmente ubicada en el pericarion de las neuronas y en el neuropilo de la sustancia gris.

e Tienen una prevalencia baja en la poblacién y son enfermedades incurables debido a la falta
de tratamiento especifico o vacuna que pudiera prevenirlas

e Son enfermedades fatales que provocan la muerte del individuo

2.1.2. Presencia de EET en diferentes especies

Las EET se dan en diferentes especies de animales, tanto domésticas como silvestres. Algunas se
conocen desde hace mucho tiempo como el scrapie ovino o caprino y la encefalopatia
espongiforme bovina (BSE, bovine spongiform encephalopathy), la cual es zoonética, es decir, se
transmite al hombre.
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Otros ejemplos que afectan a otras especies, aunque con menor incidencia, son la encefalitis
transmisible del visén (TME, transmisible mink encephalopathy), la encefalopatia espongiforme felina
(FSE, feline spongiform encephalopathy) o la caquexia crénica del ciervo (CWD, chronic wasting
disease). Si acudimos a la especie humana, podemos destacar varias enfermedades pertenecientes a
este grupo: la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD, Creutzfeldt-Jakob disease), el sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheincker (GSS, Gerstmann-Straussler-Scheincker disease), el insomnio
familiar fatal (FFI, fatal familial insomnia) o la enfermedad del kurd (Imran and Mahmood, 2011).

2.1.3. El agente causal de las encefalopatias espongiformes transmisibles

Las primeras investigaciones centradas en las enfermedades pridnicas dedujeron que el agente que las
causaba era un virus, concretamente un lentivirus, debido al largo periodo de incubacion que
presentaban todas ellas (McKintosh et al., 2003). Sin embargo, al analizar las propiedades de estos
agentes no convencionales invisibles al microscopio Optico, se atisbd su fuerte resistencia a ser
inactivados por tratamientos fisicos y la carencia de cuerpos de inclusion y material genético por lo
gue se postularon diversas hipotesis acerca de su origen molecular (Chianini et al., 2013).

En 1982, el neurdlogo y bioquimico estadounidense Stanley Prusiner causo una verdadera revolucion
al formular la hipétesis del prion, que sostiene que el agente infeccioso responsable de las
enfermedades degenerativas en el sistema nervioso central en animales y en la especie humana es una
proteina denominada PrP°¢ que se acumula en los tejidos y sufre una modificacion postraduccional que
la convierte en su isoforma asociada a la patogenia, PrP® (Vogel, 1997).

2.1.3.1. La proteina prion celular (PrP) y la proteina prion patolégica (PrP*)

La proteina prion celular esta codificada por el gen PRNP, un gen autosémico localizado en el brazo
corto del cromosoma 20 en la especie humana y expresada mayoritariamente en tejido neuronal,
cardiaco, muscular, pancreatico y hepatico. Se trata de una glicoproteina monomérica de 33 kD
sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso, con una estructura compacta formada por cuatro
hélices alfa y oligosacaridos complejos. Se localiza fundamentalmente anclada a la membrana
neuronal y es susceptible a la accion de proteasas. (Westergard, Christensen and Harris, 2007)

Por otro lado, la proteina prion patol6gica, también codificada por el gen PRNP, fue aislada por
primera vez de cerebros de hamster afectados por scrapie, de ahi su nomenclatura (PrPS%) Es una
proteina de peso molecular de 27-30 kDa que forma agregados amiloides y presenta numerosas
laminas beta en su estructura (Wang, Wang and Gao, 2015). La diferencia principal es que ésta si es
resistente a la digestion por proteinasa K.

Estas dos formas PrP°® y PrPS¢ comparten la misma secuencia de aminodacidos (estructura primaria);
demostrando asi la imposibilidad de que fueran productos de dos tipos de mRNA distintos. La
diferencia entre ambas reside en su estructura secundaria y terciaria, es decir, en su conformacién
espacial. La forma PrP*¢ ha sufrido un plegamiento respecto la forma celular PrP¢, esto es lo que la
hace ser patoldgica. La conversion de la proteina pridnica celular a la forma patoldgica se produce por
una modificacion postraduccional que genera esta segunda forma aberrante e induce la transformacion
de las proteinas prion celulares de su alrededor, provocando ademas una acumulacion en el tejido
nervioso que desemboca en muerte neuronal (Eghiaian et al., 2004).
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2.1.3.2. Formas de adquisicion de la PrPs*

Este grupo de enfermedades pridnicas puede tener causa hereditaria, surgir de forma esporadica por un
cambio conformacional esponténeo de la proteina o incluso tener un origen infeccioso.

Aunque se puede producir transmision iatrogénica, lo mas habitual es que la forma de adquisicion sea
a través de la ingesta de alimentos contaminados por PrP¢, El éxito de la infeccion depende de varios
factores, entre ellos la cantidad de PrPS¢ que accede al organismo por contagio, la cantidad de PrP¢ que
existe en el tejido, la via de infeccidn, la susceptibilidad genética y la barrera de especie (Gough and
Maddison, 2010).

2.1.4. EET en ovino. El scrapie.

El scrapie o tembladera afecta al ganado ovino y en menor medida, al caprino. Pertenece al grupo de
las encefalopatias espongiformes transmisibles y ha sido una de las mas estudiadas hasta el momento
(Hunter, 2007).

El periodo de incubacion es generalmente de 2 a 5 afios en el ganado ovino y son poco frecuentes los
casos en ovejas de menos de un afio de edad (Hunter, 2007). En la especie caprina se dan casos de
scrapie en individuos de entre 2 y 8 afios de edad (Curcio et al., 2016). El periodo de incubacion en
cabras infectadas de manera experimental es menor a tres afios, con un margen que oscila entre 30 y
146 semanas.

Los sintomas de scrapie son variables en el ganado ovino y muchas veces dependen de la cepa del
prion y el genotipo o la raza de la oveja (Andreoletti O, 2004). Por lo general, los primeros sintomas
estan relacionados con el comportamiento: las ovejas afectadas tienden a alejarse del rebafio y pueden
rezagarse o ir adelante cuando se arrea el rebafio. A medida que la enfermedad se agrava, los animales
manifiestan hiperexcitacion, alteraciones locomotoras (tienen un modo de andar inusual que incluyen
pasos rapidos y saltos), ademéas de mirada fija con la cabeza bien alta. Otros sintomas pueden incluir
ataxia, falta de coordinacion, ceguera, temblores o convulsiones cuando se tiene contacto con ellos. Es
frecuente un prurito intenso, lo que puede llevar a que el animal frote, raspe o mordisquee su cuerpo.
Esto se evidencia fundamentalmente en la pérdida de la lana (Foster et al., 2001)

La mayoria de los animales mueren entre dos a seis semanas tras la manifestacion de los primeros
sintomas, aunque pueden ocurrir muertes hasta seis meses mas tarde (Hunter, 2007).

2.1.4.1. Susceptibilidad genética a la enfermedad de scrapie

En los ovinos, la transmision y el desarrollo de la enfermedad clinica dependen del genotipo del
hospedador. La susceptibilidad o la resistencia a la forma clasica de scrapie estan relacionadas con los
polimorfismos en el gen PRNP en los codones 136, 154 y 171 (Murayama et al., 2012). Estos tres
codones se encuentran en una parte de la proteina que puede sufrir cambios estructurales durante la
conversion de PrP¢ a Prpsc,

En el coddn 136, la alanina (A) estéa vinculada con la resistencia al scrapie y la valina (V) esta asociada
con la susceptibilidad. En el codon 154, la histidina (H) esta vinculada con la resistencia y la arginina
(R) esté asociada con la susceptibilidad. Por altimo, en el codon 171 la arginina (R) estéa vinculada con
la resistencia, mientras que la glutamina (Q) e histidina (H) estan asociadas con la susceptibilidad.
Aungue otras combinaciones son posibles desde un punto de vista tedrico, s6lo cinco haplotipos PrP
son frecuentes en ovejas: AlssRis:R171 (abreviado ARR), ARQ, AHQ, ARH y VRQ.
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Las ovejas con genotipos ARR/ARR son sumamente resistentes a la forma clasica de scrapie, mientras
que las ovejas con genotipos VRQ/VRQ son las méas susceptibles. Los genotipos restantes presentan
una susceptibilidad intermedia a la enfermedad (Baylis and Goldmann, 2004).

Las diferencias en la susceptibilidad genética a padecer scrapie de las ovejas con distintos genotipos se
ha tenido en cuenta a la hora de desarrollar modelos murinos para el estudio de estas patologias. Por
ejemplo, el ratén transgénico Tg338 (Le Dur et al., 2005) sobreexpresa la PrP° ovina con genotipo
altamente susceptible (VRQ/VRQ) y el raton Tg501 (Baylis and Goldmann, 2004) sobreexpresa la
misma proteina, en este caso caprina, con genotipo ARQ/ARQ (la secuencia de amino &cidos es igual
a la del ovino con este genotipo).

Ademas de esta susceptibilidad genética, el scrapie es una enfermedad infecciosa por lo que, para
desencadenar el desarrollo de la patologia, es necesaria la exposicion a la proteina prionica patologica.

2.1.4.2. Diagnostico clinico

Las encefalopatias espongiformes contagiosas se han diagnosticado tradicionalmente mediante
histopatologia. Por lo general, el scrapie se confirma mediante la deteccion de PrPS¢ en el sistema
nervioso central. La vacuolizacion neuronal y la acumulacién de PrPS¢ ocurren generalmente en el
tronco del encéfalo, a nivel del 6bex, en ovinos que sufren la forma cléasica de scrapie (Hunter, 2007).

La acumulacion de PrPS¢ pueden determinarse en extractos de tejido nervioso no fijado u otros tejidos
por inmunotransferencia (Western blotting) y en tejidos fijados, por inmunohistoquimica. El
diagnostico también puede confirmarse al encontrar fibrillas caracteristicas de PrPS¢ (fibrillas
asociadas al scrapie) mediante microscopia electrénica en extractos cerebrales. Algunas de estas
pruebas pueden utilizarse en muestras de tejido cerebral congeladas o autoliticas (Wang, Wang and
Gao, 2015). Maés recientemente se han desarrollado pruebas rapidas para la deteccion post mortem de
la enfermedad, que incluyen pruebas ELISA.

Las pruebas serol6gicas no son (tiles para realizar el diagnostico, puesto que no se desarrollan
anticuerpos contra el agente de scrapie. En la actualidad, no existe ningin método econdmico, rapido y
eficaz que permita la identificacion de individuos en fase preclinica de la enfermedad. El desarrollo de
un diagnostico de este tipo permitiria probablemente la erradicacion de la enfermedad de la cabafia
ovina y caprina.

2.1.4.2.1. Busqueda de nuevos métodos de diagnostico: biomarcadores

Las herramientas gendmicas podrian ayudar a la aclaracién de algunos de los mecanismos moleculares
de la patologia de este grupo de enfermedades, comparando el nivel transcripcional entre individuos
sanos y enfermos. Asimismo, podrian permitir la identificacion de moléculas utiles para el diagndstico
y dianas terapéuticas en las EETs y otras enfermedades neurodegenerativas. Hasta el momento, los
trabajos realizados han detectado una serie de biomarcadores a nivel génico (Parveen et al., 2005).
Estos genes codifican proteinas implicadas en el metabolismo lipidico, proteasas, inhibidores de
proteasas y chaperonas, entre otras. Sin embargo, los genes que han llegado a confirmarse como
biomarcadores especificos para las EETs son muy pocos y ademas no son suficientemente especificos
0 sensibles para su uso en test de diagnostico.

Hay moléculas, como los microRNASs, que se encuentran presentes en los fluidos bioldgicos de forma
estable y cuyos niveles pueden verse alterados por diversas patologias. Estas caracteristicas los
proponen como firmes candidatos a la identificacion de biomarcadores para las enfermedades
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neurodegenerativas (Basak et al., 2015). Ademas, se extraen de manera sencilla y se pueden
cuantificar facilmente por PCR cuantitativa en tiempo real A lo largo de este trabajo vamos a
centrarnos en la perturbacion de los niveles de estas moléculas en scrapie.

2.2. microRNASs

Aunque generalmente se asume que el genoma humano contiene principalmente secuencias
codificantes, el proyecto del genoma humano reveld que estas secuencias solo constituyen el 1.5% del
genoma completo. El 98.5% restante abarca intrones, secuencias regulatorias de DNA y genes que se
transcriben en moléculas no codificantes de RNA (ncRNAS).

Los microRNAs (miRNAS), pertenecientes a este Ultimo grupo, son moléculas de RNA muy pequefias
(de 18 a 25 nucledtidos aproximadamente), conservadas evolutivamente, enddgenas y no codificantes,
que regulan postranscripcionalmente las moléculas de mRNA codificadas por otros genes y que estan
implicadas en la mayor parte de procesos patolégicos y del desarrollo (Mohr and Mott, 2015).

2.2.1. Biogénesis de los miRNAs

Los miRNAs se transcriben inicialmente como transcritos primarios o pri-miRNAS con una caperuza
en 5’ y una cola de poli-adeninas (poli-A) en el extremo 3’ y se procesan en ¢l nlcleo celular para
formar la molécula madura (Ver Figura 1). En animales este procesamiento se lleva a cabo gracias a
un complejo proteico microprocesador que consta de varias proteinas: la nucleasa Drosha, la RNasa Il
y una proteina de union al DNA llamada DGCR8. DGCRS8 reconoce la zona de unidn entre el RNA de
cadena sencilla y el de doble hebra, posicionando la ribonucleasa Drosha a una distancia de 11
nucledtidos desde la zona de union para que ésta corte en un sitio especifico a la molécula de RNA
(Bhat, Jarmolowski and Szweykowska-Kulinska, 2016)
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mRNA target cleavage  Translational repression mRNA deadenylation

funcionalmente activo. La otra hebra (sense),
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Figura 1. Biogénesis de los miRNAs. (Bhat,

Jarmolowski and Szweykowska-Kulinska, 2016)
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2.2.2. Funciones de los miRNAs

Después de su integracion en el complejo RISC, los miRNAs se unen por complementariedad de bases
a la region 3’UTR de la molécula diana, es decir, el mRNA complementario, donde regulan
postranscripcionalmente la expresion génica mediante un mecanismo de represion o silenciamiento
génico. Lo pueden llevar a cabo por medio de numerosos mecanismos, entre ellos (Fabian and
Sonenberg, 2012):

- Inhibicion de alguna fase de la traduccion
- Terminacion prematura de la traduccion
- Degradacion de mRNAs diana

No obstante, estudios recientes han puesto de manifiesto la posibilidad de que estas moléculas de
miRNAs sean capaces de activar la expresion de ciertos genes, activando asi la sintesis proteica
(Truesdell et al., 2012). Sin embargo, no hay un gran nimero de evidencias claras con respecto a esto.

Ademas, los miRNAs tienen diferentes funciones regulatorias a nivel del desarrollo y proliferacion
celular en diferentes organismos. De igual forma, estas moléculas median diferentes procesos en
tumorogénesis, como inflamacion, regulacion del ciclo celular, respuesta a estrés, diferenciacion,
apoptosis e invasion (Schetter, Heegaard and Harris, 2009).

2.2.3. Distribucion corporal de los miRNAs

Algunos miRNAS son ubicuos mientras que otros se localizan o se expresan de forma especifica en un
tejido concreto, donde llevan a cabo su funcién. Recientemente se ha descubierto que los miRNASs no
solo se encuentran en el interior celular sino que también estan presentes en diversos fluidos
corporales, como la sangre, el liquido cefalorraquideo o la orina (Mall et al., 2013). Es bien conocido
gue estos mMiRNAS son muy estables en el medio extracelular a la accion de las ribonucleasas presentes
en suero o plasma por lo que se ha pensado que los miRNAs circulantes van envasados en exosomas,
microvesiculas o cuerpos apoptoticos o forman complejos con lipoproteinas, protegiéndose asi de la
degradacion (Mohr and Mott, 2015).

2.2.4. miRNAs como biomarcadores para el diagnéstico de enfermedades pridnicas

El descubrimiento reciente de miRNAs ha supuesto un avance y una herramienta importante para el
diagndstico y la prognosis de muchas enfermedades. Muchos miRNAs estan implicados en la
diferenciacion y supervivencia neuronal, en la neurogénesis o en la formacion sinaptica. El papel de
estas moléculas en el cerebro es muy relevante, tanto que cambios en los perfiles de expresion de los
miRNAs pueden conducir a un desarrollo neuronal inapropiado desembocando en la muerte de las
neuronas - una caracteristica de las enfermedades priénicas (Cheng L et al., 2013)

En el caso de la especie humana se observan alteraciones en miR-128-3p, miR-146a-5p, miR-342-5p y
miR-342-3p asociadas a neurodegeneracion, mas concretamente, en la enfermedad de Creutfeldt-
Jakob o en el sindrome de Gestmann-Straussler-Scheinker se detectan altos niveles de miR-146a.
(Basak et al., 2015). Los ultimos estudios basados en enfermedades prionicas humanas han
demostrado que la sobreexpresion del miR-146a contribuye a la neurodegeneracion progresiva, al
igual que el miR-342-5p, proponiéndolo como posible biomarcador no invasivo para la monitorizacion
de estas patologias (Boese et al., 2016).



;ii g;:,‘é%'gdad Jorge Alejo - TFG Biotecnologia

Son muy pocos los estudios que han analizado cémo la expresion de los miRNAs esta afectada en el
scrapie. En la especie ovina, el grupo LAGENBIO, en el que he realizado este TFG, llevé a cabo el
estudio de la expresion en sistema nervioso central y plasma circulante de una bateria de miRNAs
cuya expresion habia variado en otras enfermedades prionicas (Sanz Rubio D et al., 2017). Este
trabajo puso de manifiesto la presencia de dos miRNAs, miR-342-3p y miR-21-5p, que estan alterados
en el plasma sanguineo de ovejas infectadas por scrapie. Se vio un aumento, cerca de ser significativo,
del miR-21-5p en el sistema nervioso central ovino con scrapie. Este miRNA no se habia asociado
previamente a las enfermedades pridnicas pero ha resultado ser un mediador clave en la respuesta
antiinflamatoria. Por esta razon, podriamos decir que este miRNA podria ser buen candidato para su
uso como biomarcador de la enfermedad, aunque serian necesarios estudios mas profundos para
demostrar esto.

El uso de modelos murinos de scrapie permite evitar la variabilidad observada en la enfermedad
natural. Investigaciones recientes han encontrado alteraciones en un total de 15 miRNAs, entre los
cuales cabe mencionar el miR-342-3p, miR-128a, miR-223-3p, miR-146a, miR-369-5p, miR-667-3p,
miR-3085-3p, let-7d o let-7b, en ratones C57BL inoculados con scrapie (Hébert and De Strooper,
2009).

Por tanto, resulta de gran interés analizar si estos cambios se repiten en otros modelos y seguir
profundizando en las alteraciones de los perfiles de expresion de estas moléculas para que puedan ser
utilizadas como biomarcadores, permitiendo con ello un diagnéstico claro, rapido y eficaz de la
enfermedad para evitar la transmision de la misma. Aungue, el tejido cerebral no seria la fuente ideal
de biomarcadores porque su analisis, los cambios en este tejido pueden verse reflejados en tejidos mas
facilmente accesibles, como la sangre, y supone un buen punto de partida para comenzar los estudios.

El grupo LAGENBIO ha llevado a cabo la secuenciacion de RNAs pequefios en sistema nervioso
central de ratones Tg501 infectados con scrapie. Los resultados preliminares del equipo han mostrado
la variacion de la expresion de seis miRNASs en ratones clinicos y de uno en los preclinicos.

En este trabajo validaremos los cambios observados en los niveles de expresion de diversos miRNASs
mediante RNAseq en el modelo en el que se realiz6 el estudio (Tg501) y en ratones Tg338. En ambos
casos, se analizaran tejidos provenientes de animales tanto en fase preclinica como en fase clinica, y
sus respectivos controles, se discutiran las consecuencias que pueden tener estas alteraciones y se vera
cuéles podrian servir como potenciales biomarcadores.

3. Antecedentes y objetivos

El grupo en el que he realizado el TFG esta analizando cambios en la expresion de miRNASs en scrapie
como fuente de posibles biomarcadores. Los estudios previos realizados en modelos murinos
infectados con una cepa de scrapie adaptada al raton mostraron una bateria de miRNAs con expresion
diferenciada en las distintas fases de la enfermedad, clinica y preclinica. Estos resultados se obtuvieron
a partir de una secuenciacion genémica de RNAs pequefios (RNAseq) de la médula espinal cervical de
los ratones Tg501. El objetivo general de este trabajo sera validar los cambios observados mediante
RNAseq y estudiar su relacion con las lesiones propias de las enfermedades pridnicas. Los objetivos
especificos de este TFG son:

e Seleccionar entre los resultados de RNAseq una bateria de miRNAs cuya expresion se haya

visto alterada.
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Cuantificar la expresion de estos miRNAs mediante RT-qPCR en las muestras de Tg501 en
las que se realiz6 RNAseq.

Comprobar si los cambios de dan en un modelo distinto de enfermedad pridnica (ratones
transgénicos Tg338).

Comparar si existe relacion entre los niveles de expresién de los miRNAs elegidos y las
lesiones histopatolégicas de scrapie.

4. Materiales y métodos

4.1. Muestras utilizadas

En este trabajo hemos utilizado muestras de dos modelos animales Tg501 y Tg338 cuyas
caracteristicas se muestran en las Tablas Al y A2 de los Anexos. Nuestro estudio se centrd en el
sistema nervioso central de los ratones, concretamente en la region de médula espinal cervical (MEC),
la parte mas craneal de la médula espinal proxima a la médula oblongada, siendo ésta Gltima una de
las regiones méas afectada en la patologia del scrapie. Las muestras se obtuvieron de los animales
sacrificados del banco de tejidos del Centro de Investigacion en Encefalopatias y Enfermedades
Transmisibles Emergentes (CIEETE) de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.

De los ratones Tg501, el grupo de trabajo obtuvo anteriormente RNA de la MEC para llevar a cabo la
cuantificacion de la expresion de los miRNAs mediante la secuenciacion de RNAs pequefios. Aqui, se
validaron los resultados en las muestras de RNA procedentes de los mismos animales Tg501 (12 en
fase clinica, 7 inoculados y 5 control; 12 en fase preclinica: 6 inoculados y 6 control) con qPCR. Para
el analisis de los miRNAs en Tg338, se obtuvieron muestras de este tejido pertenecientes a 10 ratones
en fase clinica (4 inoculados y 6 control) y 10 en fase preclinica (4 inoculados y 6 control). Estas
muestras habian sido preservadas en RNAlater® (Sigma) y a -80 °C inmediatamente después del
sacrifico del animal.

De los ratones Tg338, también se utilizaron cortes del tejido cerebral conservado en formalina y
embebido en parafina para hacer un estudio histopatolégico y proceder a la visualizacion de las
lesiones espongiformes a través de la tincién con hematoxilina-eosina (H-E) y al andlisis del depdsito
de PrP* en las distintas regiones del cerebro a través de la técnica de PET Blot.

4.2. Andlisis de la expresion de miRNAs de interés en muestras de médula
espinal cervical

4.2.1. Eleccion de miRNAs y busqueda en miRBase

Tras la secuenciacién por RNAseq, se seleccionaron diez miRNAs presentes en el sistema nervioso
central de la totalidad que sufrieron alteraciones significativas en sus niveles en ratones Tg501
inoculados con scrapie con respecto a sus controles. Tras la correccion por test multiple, las muestras
clinicas del modelo murino Tg501 mostraban seis alteraciones significativas (valor de q<0.05): miR-
146a-5p y let-7b-5p estan sobreexpresados mientras que miR-3085-3p, miR-342-3p, miR-667-3p y
miR-7046-3p presentaban menores niveles de expresion. Para las muestras preclinicas se observo solo
una alteracion significativa: miR-223-3p, cuya expresion también era mas baja en los ratones
inoculados con scrapie. Aparte de estos, se analizaron tres miRNAs que podrian estar implicados —de
acuerdo a estudios previos (Sanz-Rubio et al., 2017) y otros trabajos no publicados- en la aparicién de
enfermedades prionicas, tanto en animales como en humanos.
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Estos fueron el miR-21a-5p, miR-301a-3p y miR-331-3p. Todos ellos fueron seleccionados para la
gPCR en los ratones clinicos (Tg501 y Tg338) pero Unicamente el miR-223-3p fue estudiado en las
muestras preclinicas.

Como normalizadores para la gPCR se utilizaron dos miRNAs, el miR-186-5p y el miR-369-5p (el
primero para las muestras clinicas y el segundo para las preclinicas), debido a que su expresion
permanecio6 inalterada en los distintos grupos en el estudio previo de RNAseq.

En la Tabla 1 se recogen los miRNAs elegidos para el estudio de expresion en este trabajo. Para
recoger mas informacion acerca de estos miRNAs se acudio a la base de datos especializada miRBase
(www.mirbase.org/), de donde se obtuvo la secuencia de cada miRNA maduro. También se recurri a
la herramienta miRIAD (http://bmi.ana.med.uni-muenchen.de/miriad/) para confirmar que cada uno de
los miRNAs estudiados estan expresados en el sistema nervioso central.

Tabla 1: Bateria de miRNAs estudiada en el TFG. Se muestra el nimero de identificacion y nombre
del ensayo TagMan miRNA (ThermoFisher) utilizado, el nombre del miRNA y la secuencia del
miRNA maduro del ratdn.

ID ensayo Nombre ensayo miRNA detectado Secuencia de miRNA maduro
000468 mmu-miR-146a miR-146a-5p UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
464290_mat mmu-miR-3085 miR-3085-3p UCUGGCUGCUAUGGCCCcCCUC
002260 mmu-miR-342 miR-342-3p UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
001949 mmu-miR-667 miR-667-3p UGACACCUGCCACCCAGCCCAAG
006346_mat mmu-miR-3012 miR-301a-3p CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC
03306756_pri mmu-let-7b let-7b-5p UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
480966_mir mmu-miR-186 miR-186-5p CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU
001309 mmu-miR-369 miR-369-5p AGAUCGACCGUGUUAUAUUCGC
466701_mat mmu-miR-7046 miR-7046-3p UGAACCACCCAUCCCCCUACAG
000397 mmu-miR-212 miR-21a-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
481064_mir mmu-miR-331 miR-331-3p GCCCCUGGGCCUAUCCUAGAA
481007_mir mmu-miR-223 miR-223-3p UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA

4.2.2. Extraccion de RNA

Previo a la extraccion de RNA se limpiaron las superficies con RNaseZap® (Sigma) para eliminar
ribonucleasas en el area de trabajo. Inmediatamente después de descongelar las muestras preservadas
en RNAlater®, el tejido fue homogeneizado en 500ul de Qiazol (Qiagen), un detergente que provoca
la ruptura del tejido con el que estamos trabajando, en el aparato TeSeE Process 48 (Biorad). El
resultado de esta homogeneizacion se centrifug6 y se transfirio el contenido de cada uno de los tubos a
una serie de eppendorf libres de RNasas. Para el aislamiento del RNA, se recurri6 al kit comercial
DirectZol (Zymo Research), el cual permiti6 la extraccion y purificacion de RNA total incluyendo los
RNAs no codificantes. Finalmente, siguiendo las recomendaciones del fabricante, las muestras se
trataron con DNasa en la columna para degradar el DNA y el RNA se eluy6 con agua sin nucleasas y
se conservo en hielo para pasar directamente a determinar su concentracion.
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4.2 .3. Determinacién de la concentracion de RNA.

Tras el aislamiento y la purificacion, se llevo a cabo la cuantificacion del RNA y se evalué el grado de
pureza acudiendo a los ratios de valores de absorbancia Azsozso Y AbSzs0r230 haciendo uso de NanoDrop
1000 (Thermo Scientific), un espectofotometro que mide la absorbancia de volimenes muy pequefios
de muestra. Una vez determinada la concentracion, el RNA se almaceno a -80 °C hasta su uso para la
retrotranscripcion.

4.2.4. Retrotranscripcion del RNA

El proceso de retrotranscripcion se llevo a cabo utilizando TagMan MicroRNA Reverse Transcription
Kit con TagMan®MicroRNA Assays (Life Technologies) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Brevemente, se utilizaron ensayos especificos de cada miRNA para realizar la
retrotranscripcién a partir de las muestras de RNA. La reaccion de retrotranscripcién se realizd con
los siguientes componentes: 0,5 UL de cada ensayo TagMan (tubo RT, 20X), 1 uL de buffer de
retrotranscripcion (10X), 0.1 pL desoxirribonucledtidos (final 1mM), 0,13 L de inhibidor de RNasas
(total 2,5 U), 0,7 yL la enzima transcriptasa inversa (total 35 U), 20 ng de RNA total y agua libre de
nucleasas hasta un volumen total de 10 pL. Tras mezclar y centrifugar los distintos componentes, las
muestras se introdujeron en el termociclador 2720 (Applied Biosystems) para someterlas al programa
de la retrotranscripcion: 16 °C 30 minutos (min), 42 °C 30 min, 85°C 5 min y 4°C .

4.2.5. PCR cuantitativa (QPCR)

Las reacciones qPCR se prepararon en una placa de 96 pocillos en un volumen total de 5uL. El
experimento se hizo por triplicado para controlar los errores de pipeteo. Para cada muestra y miRNA
se utilizaron 2,5 pL Tagman® Fast Unviersal Master mix (2X), 0,25 pL de ensayo TagMan (tubo TM,
20X), y 2,25 uL del cDNA diluido previamente 1:7 con agua. Se cubri6 la placa con papel de aluminio
para proteger la mezcla de la luz hasta que se procesé en el termociclador StepOne Plus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). El programa utilizado en la qPCR fue el siguiente: 95 °C 20
segundos (seg), 95 °C 1 seg y 60 °C 20 seg (40 ciclos para los pasos 2 y 3).

4.2.6. Cuantificacion y analisis estadistico

El dltimo paso del proceso es llevar a cabo la cuantificacion de los miRNAs y hacer un andlisis
estadistico con el objetivo de ver si los cambios en la expresion de los mismos eran significativos o no.
Para realizar la cuantificacion se utiliz6 el método 244t (Livak and Schmittgen, 2001) que calcula la
expresion génica como un cambio relativo en dos condiciones distintas, animales sanos (control) y
animales enfermos (inoculados).

Como se ha comentado anteriormente, se utilizd6 como normalizador el valor del ciclo umbral (Ct) de
los siguientes miRNAs: el miR-369-5p (en el caso de las muestras clinicas) y el miR-186-5p (en el
caso de las muestras preclinicas). Se calculé primero la media del valor de Ct de los triplicados de
cada muestra. Comparando esas medias y calculando su diferencia se obtuvo el valor ACt
(ACt=Ctmuestra- Ctnormalizador). Una vez conseguido, fue necesario hacer una media del mismo para cada
uno de los grupos de animales control e inoculados con scrapie. Con esos dos valores de las medias,
ACltcontrol Y AClinfectados S€ Calculd el valor AACt, que corresponde con la diferencia entre ambos, siendo
igual a cero en el caso de los animales control.

Con la finalidad de transformar el proceso exponencial en una relacion lineal se emplea la conversién
244¢ " utilizando como calibrador el grupo de animales sanos puesto que el valor de AACt=0, luego
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2°44¢=1, Con el mismo método, se calculan las barras de error que se han generado utilizando los
valores 244Ct+SD y 2-4aCSD - correspondientes a los limites superior e inferior respectivamente, donde
SD hace referencia a la desviacion estandar.

Una vez obtenidos estos valores, se procedio al analisis de parametros estadisticos para ver si los
cambios en la expresion son significativos. Los parametros evaluados en primer lugar fueron el test de
Shapiro-Wilk para ver si los valores de ACt seguian una distribucion normal y el test de Levene para
analizar la igualdad de varianzas de ACt entre los grupos. A continuacién, se estudiaron los datos que
tenian una distribucién normal e igualdad de varianzas entre los distintos grupos utilizando la prueba t-
Student. En el caso de aquellos datos que no seguian una distribucidon normal se recurrié al test de
Mann-Whitney.

4.3. Estudio histopatoldgico

El grado de lesién espongiforme en el tejido y la intensidad de inmunomarcaje de PrPs¢ se valor6 de
forma semicuantitativa junto con investigadores del Centro de Investigacion en Encefalopatias y
Enfermedades Transmisibles Emergentes, especialistas en la neuropatologia de las enfermedades
pridnicas. Se valoraron un total de nueve zonas: corteza frontal (CF), corteza taldmica (CT), area
septal (AS), hipocampo (Hc), tdlamo (Tal), hipotalamo (Ht), c6liculo (Col), cerebelo (Cb) y médula
oblongada (MO).

4.3.1. Valoracion de la lesion espongiforme mediante tincion con hematoxilina eosina
(HE)

Para poder observar y cuantificar las lesiones espongiformes, asi como el fendmeno de vacuolizacion
neuronal - no observables macroscépicamente - presentes en el tejido cerebral de las muestras de los
ratones objeto de estudio se realiz una tincion de cortes histolégicos con hematoxilina-eosina.

El método supone la aplicacién de la tincion de hematoxilina, un compuesto catidnico que tifie
estructuras acidas (basofilas) como la cromatina nuclear en tonos purpuras y el uso de eosina que tifie
componentes basicos (aciddfilos) como los citoplasmas en todos de color rosa, gracias a su naturaleza
anionica. En el proceso se emplea xilol para eliminar la parafina que hayan podido quedar y alcohol en
concentracion decreciente con la finalidad de rehidratar la muestra. Finalmente, la muestra se monta
en DPX, para su adecuada conservacion y correcta visualizacion al microscopio. El protocolo seguido
se muestra en el Protocolo A3 de los Anexos.

4.3.2. Valoracion del déposito de PrPS¢ mediante PET Blot

La técnica PET Blot (paraffin-embedded tissue blot) es una herramienta mas sensible que la
inmunohistoquimica y altamente precisa en estudios de enfermedades prionicas debido a su rapida y
eficaz capacidad para llevar a cabo la visualizacién de la proteina prion patoldgica (PrP°). Gracias a la
digestion de los cortes tisulares con una alta concentracion de proteinasa K (PK) se elimina la proteina
prion celular, PrP¢, que es sensible a la digestion enzimatica, para poder determinar Unicamente la
forma patoldgica que no lo es. Ademas, esta técnica permite identificar como se distribuye esta
proteina en las distintas partes del cerebro de los ratones objetos de estudio.

Esta técnica se utilizé para determinar la distribucion tisular de PrP>° en las muestras de encéfalo de
los ratones Tg338 inoculados con scrapie. Previamente al desarrollo de la técnica fue necesario
efectuar cortes con el microtdbmo de cada una de las 12 muestras a evaluar (4 cortes de animales en
fase preclinica, 4 en fase clinica y 2 controles) y recuperarlos en una membrana de nitrocelulosa de
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0.45 pum de tamafo de poro. Como el nimero de muestras a analizar era elevado, fue necesario
distribuirlas en dos membranas. Ambas membranas se dejaron en la estufa a 37°C hasta su procesado.

Tras el secado en estufa, se colocaron las membranas en una cubeta de 50 ml para llevar a cabo el
desparafinado y rehidratado de las membranas de forma similar al protocolo seguido con los cortes del
apartado anterior (Protocolo A4 de Anexos)

Una vez hecho el desparafinado, se digirid el tejido con proteinasa K (250ug/ml) en TBS + Brij 35P al
0,1% durante 2 horas al bafio Maria (55-56 °C), agitando las membranas cada 30 minutos. Este paso es
necesario porque la proteinasa K digiere la forma priénica celular pero no la PrP%, de esta manera se
consigue visualizar Unica y exclusivamente la forma patoldgica.

A continuacion, se procedié a lavar las membranas en TBST (10 mM Tris HCI, pH 7.8, 100 mM
NaCl, 0.05% Tween 20) durante diez minutos en agitacion rapida. Finalmente se desnaturalizaron las
proteinas mediante el tratamiento con tiocianato de guanidinio 3M en TBS durante 10 minutos. Este
compuesto es preferible al acido férmico porque evita la degradacién de las membranas. Tras la
desnaturalizacion, se volvi6 a lavar tres veces durante 10 minutos en tampdn TBST (+Leche desnatada
al 1%) en agitacion rapida. La leche se utilizd como solucién de bloqueo de los sitios no especificos.
Después de esto, se procedié a la saturacion de las membranas mediante su incubacidn con tampon de
saturacion (TBST + Albumina Sérica Bovina (BSA) al 0,2%), en agitacion lenta toda la noche a
temperatura ambiente.

Al dia siguiente, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario monoclonal de ratén Sha31
(Bertin Pharma, ref A03213), diluido 1:8000 en tampdn de saturacion, durante una hora a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron de nuevo tres veces en TBST Yy se procedid a la incubacion con el
anticuerpo secundario, un anticuerpo policlonal de cabra anti-ratén (Dako, ref D0486) diluido 1:500
en tampdn de saturacion.

Tras la hibridacion de los anticuerpos, se realizaron cinco lavados de 10 minutos con TBST + Leche al
1% en agitacion rapida y se ajusté el pH de las membranas a un pH alcalino puesto que el anticuerpo
secundario va unido a la enzima fosfatasa alcalina, la cual requiere este pH para su actuacion. Para
ajustarlo fue necesario lavar las membranas dos veces durante cinco minutos en TBS + 50 mM de
MgClI; en agitacion rapida.

Finalmente, para revelar el marcaje, las membranas se incubaron con el sustrato de la fosfatasa
alcalina NBT/BCIP (nitroazul de tetrazoilo/5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato) durante 40 minutos en
agitacion rapida. Este compuesto sufre una reaccion de tautomerizacién y oxidacion y aporta un tinte
de una intensa coloracién violeta. La reaccion se paré con agua corriente. Para poder analizar los
resultados, las membranas se secaron a temperatura ambiente y se protegieron de la oscuridad.

4.3.3. Analisis de los resultados obtenidos en el estudio histopatolégico

Los cortes histolégicos tefiidos con HE fueron analizadas en el microscopio dptico ZEISS Axioskop 40
y las membranas de PetBlot con la lupa Stemi DV5. Se evalu6 el grado de vacuolizacion neuronal, de
lesiones espongiformes en el neuropilo, asi como el de depésito de PrPS¢ de forma semicuantitativa en
las distintas areas del encéfalo otorgando valores de 0 a 5 (siendo 0 la ausencia de lesion espongiforme
0 inmunoreaccion y 5 el mayor grado de vacuolizacion o intenso inmunomarcaje). Las diferencias
histopatoldgicas entre los grupos objeto de estudio fueron evaluadas utilizando los tests no
paramétricos Mann-Whitney (para la comparacion entre dos grupos).
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5. Resultados vy discusion

5.1. Expresion de microRNAs en el modelo murino Tg501. Cuantificacion y analisis
estadistico.

Como se ha comentado en el apartado anterior, el grupo de trabajo obtuvo RNA de la médula espinal
cervical de los ratones Tg501 para llevar a cabo la cuantificacion de la expresion de los miRNAs
mediante RNAseq. Por tanto, partimos ya de estos datos y con ellos se procedié a la cuantificacién
utilizando qPCR.

Los resultados de la expresion relativa en muestras, tanto de animales Tg501 en fase clinica como
preclinica, se presentan en la Figura 2 (véase también Tablas A5 y A6 de Anexos).
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Figura 2. Expresion de miRNAs en el modelo murino Tg501. A) Muestras en fase clinica. B)
Muestras en fase preclinica. En el eje X quedan representados cada uno de los miRNAs objeto de
estudio y en el eje Y, la expresion relativa (224¢) de los mismos. Las barras de errores representar
valores basados en la desviacion estandar (SD), tal y como se ha explicado en “Materiales y métodos”.
*P<0.05, prueba t de Student.

Tal y como se puede deducir de las Tablas A7 y A8 de Anexos y de la Figura 2A, en el caso de las
muestras en fase clinica se observa un cambio estadisticamente significativo en el miR-342-3p (p=
0.0014, prueba t de Student), el cuél presenta una menor expresion en los animales infectados con
scrapie. El resto de miRNAs no presentan diferencias significativas, aunque el miR-146a-5p muestra
cierta tendencia a la sobreexpresion en estos animales inoculados (p=0.074, prueba t de Student).
Debido a que apenas hay diferencias significativas, Gnicamente podemos corroborar la alteracion de
dos de los miRNAs estudiados con la patologia del scrapie, tal y como se apuntaba en la bibliografia.
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En el caso de las muestras preclinicas (Figura 2B), el miR-223-3p presenta una expresién mas baja en
el caso de los ratones inoculados que en los ratones pertenecientes al grupo control (p=0.021, prueba t
de Student), tal y como se esperaba segiin RNAseq.

5.2. Expresion de microRNAs en el modelo murino Tg338

5.2.1. Determinacién de la concentracién de RNA.

Previo al estudio, se llevd a cabo la cuantificacion de los RNA de muestras clinicas de los ratones
Tg338 por parte del grupo de investigacion (Tabla A9 de Anexos).

Para las muestras preclinicas, los datos obtenidos se recogen en la Tabla A10 de Anexos. Como se
observa, las concentraciones de RNA de todas las muestras estaban comprendidas entre 25 ng/ul y 60
ng/ul, dentro del rango normal considerando la pequefia cantidad de tejido nervioso que se ha
utilizado. En general, las muestras de ratones infectados con scrapie (media de 33 ng/ul) presentaban
una concentracion de RNA menor comparada con las muestras de ratones pertenecientes al grupo
control (media de 49 ng/ul). En cualquier caso, estas cantidades eran suficientemente altas para el
analisis de las alteraciones de los miRNAs debido a que solo una pequefia cantidad de RNA fue
utilizada para la sintesis de cDNA.

Los ratios Abszsonso Y AbSzsonzo miden la pureza del material a analizar, en nuestro caso RNA. El
primero, Abszsorse, Mide la contaminacion con DNA vy proteinas. Cuanto mas cercano a 2 sea dicho
valor, mas puro esta. Como se puede apreciar en las muestras preclinicas, las muestras de RNA no
contenian cantidades significativas de DNA ni de proteinas.

El ratio Abszsonso Sirve para evaluar la presencia de algunos agentes quelantes como el EDTA o
componentes organicos como el Qiazol, con el cual trabajamos en el proceso de extraccion y
purificacion. Los valores mayores de 1.8 generalmente aseguran que no hay contaminacién
significativa. De acuerdo a la Tabla A10, casi todos los ratios estaban por encima o cerca de ese
valor, lo que nos indica la ausencia de contaminantes organicos durante el proceso de extraccion de
RNA. De todo esto pudimos afirmar que el material del que partimos estaba puro y no presentaba
contaminaciones.

5.2.2. Cuantificacion de miRNAs en muestras de médula espinal cervical y analisis
estadistico

Los resultados obtenidos del estudio estadistico utilizando el método 224, llevado a cabo para ver si
habia cambios en la expresion relativa de los miRNAs objetos de estudio entre grupo control y el
grupo inoculado del modelo murino Tg338, se recogen en la Tabla A1ly Al12 de Anexos y a partir de
ellos se construyeron las graficas de la Figura 3.

Igual que en el caso de los ratones Tg338, se hizo un estudio de los pardmetros estadisticos (Tablas
Al13y Al4 de Anexos) para ver en qué casos habia diferencias significativas.
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Figura 3. Expresion de miRNAs en el modelo murino Tg338. A) Muestras en fase clinica. B)
Muestras en fase preclinica. En el eje X quedan representados cada uno de los miRNAs objeto de
estudio y en el eje Y, la expresion relativa (242¢) de los mismos. Las barras de errores representar
valores basados en la desviacion estandar (SD), tal y como se ha explicado en “Materiales y métodos”.
*P<0.05, prueba t de Student.

En las muestras clinicas, Figura 3A, tan solo observamos un cambio estadisticamente significativo en
el miR-667-3p, cuya expresion era menor en los animales inoculados con scrapie en comparacion con
los controles (p= 0.04, prueba t de Student). A diferencia del modelo murino Tg501, en estos ratones
no habia cambios significativos en el miR-223-3p (p= 0.45, prueba t de Student) en las muestras en
fase preclinica (Figura 3B). El resto de miRNAs no presentaban diferencias significativas por lo que
con este estudio no podemos corroborar que la expresion de los mismos se vea alterada con la
patologia del scrapie en este modelo animal.

5.3. Discusion global de la cuantificacion de miRNAs en ratones Tg501 y Tg338.

Como se ha comentado previamente, los Unicos miRNA cuyas expresiones estaban alteradas en los
ratones Tg501 eran el miR-342-3p (en muestras en fase clinica) y el miR-223-3p (en muestras en fase
preclinica), ambas siendo menores en los animales infectados por scrapie que en los controles. Por el
contrario, en el modelo murino Tg338 sblo se observaba un cambio significativo, la expresion del
miR-667-3p en las muestras clinicas era menor en animales inoculados. Sin embargo, no habia
diferencias significativas en la expresion de miRNAs en las muestras preclinicas, como pasaba en los
ratones Tg501.

En cuanto al resto de miRNAs analizados, a pesar de que la literatura demuestra su importancia en
enfermedades pridnicas, en este estudio no se han observado alteraciones significativas en su
expresion en los animales enfermos. El grupo LAGENBIO estudio la expresion en sistema nervioso
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central y plasma circulante de una bateria de miRNAs. Esto puso de manifiesto la presencia de dos
miRNAs, miR-342-3p y miR-21-5p, que sufren alteraciones en el plasma sanguineo de ovejas
infectadas por scrapie. Por ejemplo, los cambios observados en la expresién del miR-21-5p (mediador
clave de la respuesta antiinflamatoria) estan cerca de ser significativos en el scrapie ovino. EI miR-
342-3p, al igual que el anterior, presenta una expresion mucho mayor en el plasma de las ovejas
infectadas. Ademas, considerando otro ejemplo, el miR-146a, cuya expresion en el tejido cerebral de
los ratones inoculados muestra cambios con tendencia a ser significativos en el modelo murino Tg501,
siendo mayor en estos animales infectados, esta relacionado con el depoésito de prion y la modulacion
de la respuesta inmunitaria innata (Lee, Kim and Jo, 2016). Estudios previos demuestran que este
miRNA actla como marcador en algunas enfermedades priénicas humanas como CDJ o GSS,
incrementando su expresion de forma progresiva con el transcurso de la enfermedad (Lukiw et al.,
2011).

5.4. Estudio histopatoldgico
5.4.1. Valoracion de la lesion espongiforme mediante tincion con hematoxilina eosina

La tincion de las secciones de tejido con hematoxilina-eosina y su posterior visualizacion al
microcopio Optico permitié observar las lesiones espongiformes. La Figura 4 muestra una imagen
representativa de la espongiosis observada.

Preclinico Control

Clinico Control Clinico

Figura 4: Cortes histolégicos de la médula oblongada tefiidos con hematoxilina-eosina y
representativos de los ratones inoculados con scrapie en fase preclinica y clinica y sus respectivos
controles.
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Las muestras de animales inoculados con scrapie en fase clinica presentaban un alto grado de
vacuolizacién y espongiosis. En el caso de las muestras pertenecientes al grupo de ratones inoculados
con scrapie en fase preclinica también se observa espongiosis pero en menor medida.

Para establecer si el grado de lesion mostraba diferencias significativas entre los distintos grupos, se
valor6 de forma semicuantitativas (de 0 a 5) el grado de vacuolizacion y de lesion espongiforme de los
cortes histologicos. Los valores de cada area se presentan en la Tabla A15 de Anexos.

La Figura 5 muestra el perfil lesional en las distintas areas del encéfalo.
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Figura 5: Perfil lesional con la valoracion semicuantitativa del grado de espongiosis en las areas del
encéfalo de los distintos grupos de ratones Tg338. Cada punto corresponde con el valor medio del
grupo (+ error estandar) Areas analizadas: corteza frontal (CF), area septal (AS), corteza talamica
(CT), hipocampo (Hc), tdlamo (Tal), hipotalamo (Ht), céliculo (Col), cerebelo (Cb) y médula
oblongada (MO). Las diferencias significativas fueron determinadas comparando cada grupo de
animales inoculados con sus respectivos controles utilizando el test estadistico de Mann Whitney
(*P<0.05y **P<0.01).

Los ratones inoculados con scrapie en fase clinica presentaron un incremento del grado de lesion
estadisticamente significativo (Mann Whitney test P<0.05) con respecto a sus controles en todas las
areas analizadas excepto en el cerebelo. Las regiones mas afectadas fueron el tdlamo, hipotalamo,
coliculo y alcanzando el valor maximo en la region de la médula oblongada que es precisamente la
zona mas afectada por la patologia del scrapie clasico (Head, 2001). Aunque las areas mas lesionadas
en los animales inoculados en fase preclinica eran las mismas, las diferencias con sus contoles no
llegaron a ser estadisticamente significativas.

Los ratones control presentaron niveles muy bajos de lesion aunque no llegan a cero, lo que nos puede
lleva a pensar que, a pesar de no estar inoculados con scrapie, se ha producido en ellos el fenébmeno de
la espongiosis debido al factor de la edad ya que estudios previos han demostrado que el
envejecimiento se podria asociar con la aparicion de dichas lesiones (Behrens et al., 2001). Ademas,
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cabe mencionar el bajo grado de lesion, tanto en ratones infectados como en los ratones control, que se
observa en el cerebelo, region que en investigaciones que utilizaban el modelo murino Tg338 ha
demostrado ser la menos afectada por la patologia.

Con el fin de obtener una idea global del grado de lesién y poder establecer una posible relacion con la
expresion de miRNAs se calcularon las lesiones medias (vease Anexo Al16) de todas las zonas
analizadas (Figura 6A). También se utilizaron las valoraciones de la médula oblongada
individualmente (Figura 6B), por ser esta el &rea mas proxima a la utilizada para cuantificar la
expresion de los miRNAs. Los animales en fase clinica mostraron incrementos significativos de
espongiosis a nivel global y en la médula oblongada con respecto a sus controles (P<0.01, test de
Mann Whitney) y a los animales inoculados en fase preclinica (P<0.001 globalmente y P<0.05 en MO,
test de Mann Whitney). La espongiosis aparece por tanto en un periodo tardio de la enfermedad,
pudiéndose asociar con la pérdida neuronal y con la aparicion de la sintomatologia.

Estos datos nos permiten obtener una idea global del grado de lesion y poder establecer una posible
relacion con la expresion de miRNAs.

Médula oblongada
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Global B
A * %
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Preclinicos Clinicos

Grupo de ratones

u Control - W Inoculades m Control  m Inoculados

Figura 6: Comparacion de las lesiones espongiformes a nivel global (A) y en la region de la médula
oblongada (B) entre los distintos grupos de ratones Tg338. Las barras muestran los valores medios +
error estandar. (*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001, Mann Whitney test).

5.4.2. Valoracion del déposito de PrPS¢ mediante PET Blot

La visualizacion con la lupa de las membranas de nitrocelulosa utilizadas en la técnica del PET Blot
permitié cuantificar el déposito de PrPS¢ en las distintas areas del encéfalo y ver cudles eran las
regiones donde habia mayor acumulacion de dicha proteina (Figura 7).

Control preclinico Preclinico
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Control clinico Clinico

Figura 7: Cortes histologicos del encéfalo revelados con NBT/BCIP y representativos de los ratones
en fase preclinica y clinica respectivamente tanto control como infectados por scrapie. El déposito de
PrP=¢ se visualiza con una intensa coloracion violeta.

Como era de esperar, las muestras de ratones control no presentaban dépositos de PrPSc, que fue
observada Unicamente en los animales inoculados con scrapie.

La Figura 7 muestra la cuantificacion de los dep6sitos de PrP en las distintas areas de encéfalo de
los ratones Tg338 infectados. Los ratones en fase clinica presentaban niveles mas elevados de déposito
de PrP*¢ que los ratones en fase preclinica siguiendo un patrén bastante similar en todas las areas del
encéfalo, pero especialmente resefiable en la region del coliculo. Ademas, se observaba de nuevo que
la regién del cerebelo es la que presentaba una menor cantidad de esta forma patoldgica. Las
diferencias entre grupos fueron estadisticamente significativas en todas las areas excepto en la médula
oblongada.

A diferencia de la espongiosis, esta area no fue la mas lesionada, observando animales en fase clinica
sin deposito de prion (Tabla A17 de Anexos). Esto puede que suceda por el siguiente motivo. En la
enfermedad natural, el animal se infecta por via digestiva. La aparicion inicial del prion se da en el
sistema nervioso entérico (ENS), que actlia como portal de entrada para el agente del scrapie, el cual
lleva a cabo un transporte retrogrado al cerebro a través del nervio vago, siendo la médula oblongada
el primer lugar de acumulacién de PrPSc. Sin embargo, los ratones con los que trabajamos estaban
inoculados intracerebralmente y no por via oral, lo que podria explicar la ausencia de depdsito de PrPs¢
en la médula oblongada y la falta de cambios significativos.

La Figura 8 muestra el deposito de la proteina prion patoldgica en las diferentes areas del encefélo.
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Figura 8: Perfil lesional con la valoraciéon semicuantitativa del depésito de PrPS® en las diferentes
areas del encéfalo de los distintos grupos de ratones Tg338. Areas analizadas: corteza frontal (CF),
area septal (AS), corteza talamica (CT), hipocampo (Hc), talamo (Tal), hipotdlamo (Ht), cdliculo
(Col), cerebelo (Cb) y médula oblongada (MO). Las diferencias significativas fueron determinadas
comparando el grupo clinico con el grupo preclinico utilizando el test estadistico de Mann Whitney
(*P<0.05y **P<0.01).

Para establecer una comparacion entre los distintos grupos del acimulo de PrP¢ se realiz6 la siguiente
gréfica, utilizando los datos del Anexo A18. En los grupos control, el déposito era inexistente por lo
gue no queda representado en la Figura 9.
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Figura 9: Comparacién del depdsito de PrPS® entre los distintos grupos de ratones Tg338. A la
izquierda se representa la valoracion semicuantitativa global, en todas las areas del encéfalo. A la
derecha queda representada la valoracion en la region de la médula oblongada. Las diferencias
significativas fueron determinadas comparando el grupo clinico con el control de clinicos y el grupo
clinico con el preclinico utilizando el test estadistico de Mann Whitney (*P<0.05)

Las diferencias signficativas se observaron en los ratones en fase clinica y aquellos en fase preclinica.
Los ratones infectados con scrapie en fase preclinica apenas presentaron depdsitos de esta proteina en
las distintas areas del encéfalo, al sacrificarse relativametne pronto tras la inoculacion para ver
cambios en estadios tempranos de la enfermedad, no ha dado tiempo a que se formen depdsitos
detectables con la técnica utilizada. Por el contrario, los ratones infectados en fase clinica presentaron
elevados niveles de proteina PrP=.
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5.5. Discusion global del estudio

Con todos estos resultados del estudio histopatoldgico se llega a una serie de conclusiones. Hay
diferencias signficativas en el grupo clinico y preclinico de acuerdo a los test que se han mencionado
previamente. Analizando el encéfalo de manera global, los ratones en fase clinica presentan un mayor
grado de vacuolizacion y espongiosis, asi como mayores niveles de déposito de proteina prion
patoldgica que las muestras en fase preclinica. Esto puede ser debido a que las lesiones espongiformes
aparecen en un periodo tardio de la enfermedad y se asocian con la pérdida neuronal y con la aparicién
de sintomatologia. Ademas, la zona de la médula oblongada, principal region afectada por la patologia
del scrapie, es la que presenta un mayor grado de lesiones espongiformes, al contrario que el cerebelo
que es donde parece haber menos lesion y depdsito de PrPSc. Los controles, como se esperaba, no
presentan lesiones ni acumulacion de PrPse,

Sin embargo, no existe correlacién significativa entre el grado de lesién global o de la MO y el valor
de expresion. Los inicos miRNAs con una expresion menor en los animales infectados por scrapie han
sido el miR-342-3p y el miR-223-3p en el caso de los ratones Tg501 en fase clinica y preclinica,
respectivamente. Tan solo el miR-667-3p tiene una expresion alterada en el modelo murino Tg338,
siendo también mas baja en los animales inoculados. Este miRNA juega un papel fundamental en la
degeneracion neuronal y el estrés y su diana principal es la enzima COMT, involucrada en el
catabolismo de las catecolaminas, ya que niveles bajos en su expresion provocan un aumento en la
expresion de la enzima (Segall et al., 2015). Sin embargo, el resto de miRNAs objeto de estudio no
presentan alteraciones significativas en su expresion, lo que nos lleva a pensar que los miRNAs que
han sido elegidos para llevar a cabo este estudio no tienen que ver con el depésito de PrPSc, con el
proceso de espongiosis ni con las lesiones tipicas del scrapie pero si que podrian estar involucrados en
otros procesos bioldgicos como la neuroinflamacion, la gliosis o la pérdida neuronal.

Para poder comprobar que efectivamente los miRNAs analizados estan implicados en la patologia,
seria necesario analizar un mayor nimero de muestras y ademas estudiar otras zonas en las que
aparezca un mayor grado lesional. También se podrian analizar los niveles de miRNAs circulantes en
el plasma para estudiar potentes biomarcadores. Sin embargo, con el estudio realizado no podemos
garantizar que estos miRNASs sean biomarcadores universales de la patologia. Los animales Tg338 en
fase clinica presentaron gran variabilidad individual y vivieron mas dias, lo que podria explicar la falta
de significacion en la expresion de los miRNAs.
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6. Conclusiones

En el modelo murino Tg501 se observan cambios significativos en la expresion del miR-342-
3p y del miR-223-3p, siendo més baja en los animales infectados por scrapie en fase clinica 'y
preclinica, respectivamente.

En el modelo murino Tg338 hay una disminucion en la expresion del miR-667-3p, siendo
menor en los animales inoculados en fase clinica.

Los animales en fase clinica presentan niveles mas elevados de PrP, asi como un mayor
grado de lesiones espongiformes que los animales en fase preclinica, por tanto las lesiones
aparecen en un momento tardio de la patologia.

No existe correlacion entre la expresion de estos miRNAs y las lesiones histopatoldgicas
causadas por el scrapie, lo que nos lleva a pensar que podrian estar implicados en otros
procesos como la gliosis, la pérdida neuronal o la neuroinflamacion, que no han sido
analizados en este trabajo.

Conclusions

In Tg501 mouse model, the levels of miR-342-3p and miR-223-3p are reduced in scrapie-
inoculated animals in clinical and preclinical phase, respectively.

In Tg338 mouse model, there is a reduction in miR-667-3p expresion scrapie-inoculated
animals of clinical phase.

Animals in clinical phase present higher levels of protein PrPsc, as well as a higher degree of
spongiform lesons than those in preclinic phase, indicating that these lesons appear late in
patology.

There is no correlation between the expresion of the studied miRNA and the histopatological
lesons caused by scrapie, suggesting that they might be involved in other biological processes,
such as gliosis, neuronal loss or neuroinflamation, that were not studied here.
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