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INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales (MSCs) son células madre pluripotentes adultas
caracterizadas por su capacidad de autorenovacién y de diferenciaciéon en células de origen
mesodérmico (osteoblastos, adipocitos, condrocitos y miocitos). Estas células también son
capaces de diferenciarse in vitro en células de origen neurogénico (Zeng et al., 2011;
Alizadeh et al., 2019). Por otro lado, las MSCs expresan la proteina prion celular (PrP°) y las
MSCs murinas procedentes de médula ésea (BM-MSCs) son capaces de infectarse con una
cepa de Gerstmann-Straussler-Schneiker previamente adaptada en raton ex vivo y
mantener la infectividad en pases sucesivos (Akimov et al.,, 2009). Nuestro grupo de
investigacién ha descrito la presencia de PrP® en MSCs ovinas derivadas de médula ésea
(oBM-MSCs) tanto a nivel de transcripcion como de proteina (Mediano et al., 2015). En ese
mismo estudio, las oBM-MSCs derivadas de ovejas con scrapie mostraron un potencial de
proliferacion disminuido en comparacion con las células obtenidas de ovejas sanas. Todos
estos hallazgos, hacen de las MSCs unas buenas candidatas para el desarrollo de modelos
in vitro de enfermedades priénicas. En este trabajo, presentamos el aislamiento de oBM-
MSCs procedentes de ovejas con diferentes genotipos para el gen PRNP (ARQ/ARQ,
ARQ/VRQ y VRQ/VRQ) y la evaluacién de: su habilidad para diferenciarse en células madre
neurales (NSCs), su capacidad para replicar el prion y su respuesta a la infeccién in vitro
con priones.

MATERIAL Y METODOS

Las oBM-MSCs fueron extraidas de tres ovejas de raza Rasa Aragonesa de un afo de edad
portadoras de diferentes genotipos para el gen PRNP: ARQ/ARQ, ARQ/VRQ y VRQ/VRQ.
El inéculo positivo consistia en un homogeneizado de cerebro (10% en PBS) de tres ovejas
de raza Rasa Aragonesa de entre 2,5 y 3 afios de edad y con los mismos genotipos para
PRNP. El in6culo negativo procedia de dos ovejas de raza Rasa Aragonesa de entre 9y 10
meses de edad y con genotipos ARQ/ARQ y VRQ/VRQ. El aislamiento de las MSCs se llevo
a cabo mediante protocolos de centrifugacién en gradientes Lymphoprep, aislamiento de
células mononucleares y purificacion de células adherentes. Una vez aisladas, dichas
células se cultivaron utilizando “DMEM low glucose” (Sigma) con 10% de suero fetal bovino
como medio de crecimiento. Para la diferenciacion a NSCs, se procedioé a cambiar el medio
DMEM por el medio de diferenciacion “PSC neural induction medium” (ThermoFisher). Se
realizaron cambios de medio cada dos dias durante un total de 9 dias. Se analiz6 la
expresion de cinco genes relacionados con la replicacion del prién (Marbiah et al., 2014),
tanto en las MSCs como en las NSCs. Para ello, se realizé la extraccion de RNA utilizando
el kit “Cells to cDNA" (applied biosystems). Posteriormente, para valorar la expresiéon de los
genes se llevd a cabo g-PCR con el sistema StepOne usando “SYBRGreen master mix”.
Finalmente, ambos tipos celulares fueron infectados con inéculos de extracto cerebral
(positivo y negativo) al 1%. Se evalué la presencia de PrP*°, una vez eliminado el inculo y
lavado con PBS los cultivos, a las 48 horas (T1), 4 dias (T2) y 9 dias (T3) de estar en
contacto con el inéculo mediante el kit de ELISA “BSE-Scrapie IDEXX”. También, se estudié
la toxicidad y la proliferacion de los cultivos a los 9 dias (T3) por medio de un ensayo MTT.
Este estudio ha sido aprobado por la Comision Etica de la Universidad de Zaragoza
(P144/18).

- 701 —



RESULTADOS Y DISCUSION

Los tres cultivos de oBM-MSCs se diferenciaron hacia NSCs. La diferenciacion fue
comprobada por la reduccién de la expresion del gen de pluripotencia OCT4 y un ligero
cambio morfologico de las células (resultados no mostrados). Se observ6 una disminucion
de la expresion de los genes relacionados con la replicacion del prién en los cultivos de
NSCs (condiciones neurogénicas) en comparacién con los cultivos de MSCs (condiciones
de crecimiento) (Figura 1). La disminucién de la expresion de estos genes facilita la
replicacion del prién (Marbiah et al., 2014) por lo que nuestros resultados sugieren que las
MSCs cultivadas en condiciones neurogénicas podrian ser mas susceptibles a la infeccién y

multiplicacién del prion.
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Figura 1. Analisis de la expresion de genes relacionados con la replicacion del prion
mediante QPCR en MSCs (C) y NSCs (N) en los cultivos. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.
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Tras la inoculacion de los cultivos de MSCs y NSCs con el in6culo de scrapie, se observd
una disminucién de la sefial de PrP° durante los primeros dias y un aumento significativo de
la misma tras la retirada del inéculo a partir de los 5 dias en el cultivo ARQ/ARQ, tanto en
condiciones neurogénicas como de crecimiento. El cultivo VRQ/VRQ mostro, en condiciones
de crecimiento, una elevada intensidad de sefial de PrP*® inmediatamente después de la
retirada del in6culo. Sin embargo, esta sefial fue disminuyendo a lo largo del tiempo de
cultivo. Estos resultados sugieren una elevada capacidad para captar el prién por parte de
las células y una posible toxicidad del prién en los cultivos infectados. Por ultimo, el cultivo
ARQ/VRQ presenté una sefial intermedia de PrP* tras la retirada del indculo. Esta sefial se
mantuvo mas o menos constante a lo largo del tiempo en las células en condiciones de
crecimiento mientras que en las células en condiciones neurogénicas se vio un incremento
progresivo de la misma. Por tanto, las MSCs son capaces de multiplicar el priéon durante los
primeros dias de cultivo, pero esta capacidad podria estar condicionada por su genotipo.
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Figura 2. Determinacién de PrP% mediante ELISA a las 48 horas (T1), 4 dias (T2) y 9 dias
(T3) post-inoculacién en MSCs (C) y NSCs (N). La linea roja representa el umbral del kit
ELISA. = P<0,1, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.

Finalmente, analizamos la proliferacion de las MSCs en condiciones estandar de crecimiento
y tras la inoculacion con extracto cerebral de ovino control y de ovino con scrapie (Figura 3).
En condiciones estandar de crecimiento, los cultivos de MSCs (ARQ/ARQ, VRQ/VRQ vy
ARQ/VRQ) mostraron diferencias en las tasas de proliferacion. La variabilidad entre
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donantes ya ha sido descrita en diferentes especies incluida la ovina (Rhodes et al., 2004;
Lyahyai et al., 2012). Por otro lado, la inoculacion de las células con extracto cerebral
modificé las tasas de proliferacion en todos los cultivos. En los cultivos inoculados con
extracto cerebral de ovino control se observd una disminucion de la viabilidad celular, a
diferencia de los inoculados con extracto cerebral de ovino con scrapie en los que se
produjo un aumento de la tasa de proliferacion. Se ha comprobado que las células
mesenquimales humanas (hMSCs) son capaces de migrar hacia las lesiones
neuropatolégicas en ratones infectados con la proteina prién (Song et al., 2009) y, ademas,
han sido identificados in vitro factores quimiotacticos involucrados en la migracién de hMSCs
hacia lesiones cerebrales causadas por priones (Song et al., 2011). Nuestros resultados
muestran que los extractos cerebrales de ovino con scrapie también inducen una mayor
proliferacion de las MSCs in vitro.

En conclusion, aunque aun sean necesarios mas estudios, nuestros resultados exponen el
potencial que presentan las MSCs para el desarrollo in vitro de modelos celulares de
enfermedades priénicas.
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Figura 3. Proliferacion de MSCs tras 9 dias de cultivo en condiciones estandar de
crecimiento (A). Proliferacion en presencia de indculo negativo (1) e inéculo positivo (1 *) en
relacion con su cultivo en condiciones estandar de crecimiento (C: 100% viabilidad) (B). *
P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.
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EVALUATION OF OVINE MESENCHYMAL STEM CELLS AS IN VITRO MODELS OF
SCRAPIE

ABSTRACT: Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult pluripotent stem cells characterized
by their ability to both, self-renewal and differentiation into mesodermal tissues. In addition,
these cells can transdifferentiate in vitro into cells with neurogenic origin and undifferentiated
MSCs express the cellular prion protein (PrP®). Our group described the presence of PrP° on
bone marrow derived ovine MSCs (0BM-MSCs) at both transcript and protein levels. In this
work, we analyzed the potential of oBM-MSCs to develop in vitro models of scrapie. First, we
isolated MSCs from bone marrow of sheep carrying different genotypes for PRNP gene
(ARQ/ARQ, ARQ/VRQ and VRQ/VRQ) and differentiated them into neural stem cells
(NSCs). The expression of genes involved in prion replication was downregulated in NSCs.
We inoculated both MSCs and NSCs with scrapie inoculum (scrapie brains from sheep with
similar genotypes) and detected an increment of PrP% signal using ELISA test. However,
PrPS® multiplication seemed to be genotype-dependent. Finally, prion infection induced MSC
replication. Our results confirm the potential of ovine MSC to study prion diseases in vitro.

Keywords: mesenchymal stem cells; scrapie; ovine; prions.
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