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1 Resumen

El scrapie, Encefalopatia Espongiforme Transmisible ovina y caprina, es una enfermedad
neurologica que afecta al sistema nervioso central (SNC). El agente patégeno, PP, se
caracteriza por su alta resistencia a tratamientos fisicos y quimicos, su largo periodo de
incubacion y su acumulacion en el SNC. La autofagia es un proceso intracelular mediado por
lisosomas que limpia el citoplasma y degrada componentes dafiados. Aunque se asocia a varias
enfermedades neurodegenerativas, no hay muchos estudios que hayan analizado el efecto que
dicho evento celular puede tener sobre el scrapie. En este trabajo se ha estudiado la induccion de
la autofagia en un modelo murino de scrapie en distintas fases de la enfermedad. Se pretende
comprobar si este modelo es adecuado para continuar la investigacién en este dmbito. Se ha
trabajado con ratones Tg338 que sobreexpresan el alelo VRQ del gen PNRP ovino. Sobre cortes
de tejido cerebral se valoraron las lesiones histopatoldgicas de scrapie mediante la tinciéon con
hematoxilina y eosina y la técnica PET Blot. Ademas, se realizaron estudios de expresion
génica de seis marcadores (4#g5, Lc3, E2f1, Fbxw7, p62 y Gas5), seleccionados por su papel en
la regulacion de la autofagia. Para ello se empleo la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR). Finalmente, mediante técnicas inmunohistoquimicas detectamos los marcadores LC3-11
y p62. Tanto este marcaje como las lesiones histopatologicas se valoraron de forma
semicuantitativa. La disminucion de A¢g5 (p=0.05) y el incremento de marcaje de p62 en la fase
clinica sugieren una inhibicién del proceso de autofagia en la fase tardia de la enfermedad.
Ademas la similitud observada entre el modelo y las lesiones descritas en ovejas con scrapie
clasico confirman la idoneidad del modelo murino Tg338 para la continuaciéon de la
investigacion en esta linea.

Summary

Scrapie, ovine and caprine Transmissible Spongiform Encephalopathy, is a neurological disease
that affects the central nervous system (CNS). High resistance to physical and chemical
treatments, large incubation period and accumulation in CNS characterizes the pathogenic agent
(PrP%°). Autophagy, an intracellular mechanism involved in cytoplasm cleaning and degradation
of damaged components by lysosomes, is associated with several neurodegenerative diseases.
However, few studies have focused on the possible role of autophagy in TSEs. Here, the role of
autophagy is studied in a scrapie murine model to confirm the suitability of this model to
continue the research in this filed. We used Tg338 mice, a model that overexpress the VRQ
allele of PNRP ovine gene. Histopathological lesions were evaluated in tissue sections by
hematoxilin-eosine staining and PET blot. We analysed the expression of genes involved in
autophagy regulation (A4tg5, Lc3, E2f1, Fbxw7, p62 and Gas5) by real time quantitative PCR
(qPCR). Inmunohistochemical determination of LC3-II and p62 was also performed.
Immunostaining and scrapie lesions were semi-quantitatively evaluated. Both, Azg5
downregulation and the increment of p62 in the clinical phase of the disease, suggested
autophagy inhibition in the late period of prion disease. In addition, murine model and sheep
naturally infected with classical scrapie had a similar behaviour, therefore Tg338 mice would be
an adequate model to continue the investigation.
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2 Antecedentes

En este apartado se introduciran aspectos generales de las Encefalopatias Espongiformes
Transmisibles, profundizando en el scrapie ovino y los modelos murinos utilizados para su
estudio, especialmente Tg338. Finalmente, se describira la autofagia como proceso de muerte
y/o de supervivencia celular.

2.1. Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET)

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs) constituyen un conjunto de
enfermedades neurodegenerativas causadas por priones. Afectan a animales y humanos y
provocan una degeneracion progresiva de tipo espongiforme del sistema nervioso central (SNC)
que se manifiesta por un conjunto de sintomas nerviosos instaurados tras un largo periodo de
incubacion [1].

Los priones estan constituidos por una proteina andémala, la proteina pridnica resistente a
R . . . , ..
proteasas PrP™*, que se diferencia en la estructura espacial de la proteina presente en el tejido
neuronal, proteina prionica celular (PrP). La primera se caracteriza por una estructura

secundaria rica en ldminas B, mientras que la forma celular lo es en hélices o.. La PrP**® es capaz

de inducir la transformacion de la PrP° en nuevas moléculas de PrP®

que se acumulan y dafian
el tejido. Los priones son muy resistentes a tratamientos con altas temperaturas, formaldehido,
radiacion UV y a radiaciones ionizantes. Ademas, también se caracterizan por la insolubilidad

que presentan en presencia de detergentes y su resistencia parcial a la degradacion proteolitica

[1].

Entre las EETs humanas se encuentran la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) y su variante
(vCJD), el Kuru, el insomnio familiar fatal (IFF) y la enfermedad de Gerstmann-Straiissler-
Scheinker (GSS) [2.3,4]. En cuanto a las EETs animales se conocen entre otras el scrapie de
ovejas y cabras, objeto de estudio en este trabajo, la encefalopatia espongiforme bovina (EEB),
la caquexia crénica del ciervo (CWD), la encefalopatia espongiforme felina (EEF) y la
encefalopatia transmisible del visén (ETV) [5.,6,7].

2.1.1. Scrapie

El scrapie clasico (encefalopatia espongiforme ovina y caprina) es la enfermedad prototipo de
las EETs y la que se conoce desde hace mas tiempo. La primera descripcion de esta patologia
data de 1732. Se caracteriza por la acumulacién de la proteina prién de scrapie (PrP*°),
principalmente en el sistema nervioso. Al igual que el resto de enfermedades pridnicas su
periodo de incubacion es muy largo [8].

2.1.1.1. Resistencia genética a las EETs
El gen PRNP ovino localizado en el cromosoma 13, tiene un tamafio de 2000 pares de bases y

codifica para una proteina de 256 aminoacidos (PrP). Presenta alto grado de polimorfismo y se
conocen numerosas mutaciones que suponen un cambio de aminoéacidos [9]. De ellas, tres
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parecen tener mayor influencia en la susceptibilidad a la enfermedad y corresponden a los
codones 136, 154 y 171. Los haplotipos asociados con distintos grados de susceptibilidad
aparecen en la Tabla 1. Segtin la poblacion o raza la frecuencia de los haplotipos varia [10].

Tabla 1. Haplotipos del gen PRNP ovino relacionados con la susceptibilidad a padecer scrapie.
A: alanina, H: histidina, Q: glutamina, R: arginina, V: valina. Adaptado de [9].

Haplotipos 136 154 171
Prp ARt A R R
prpAtiQ A H Q
prp Rt A R H
PrpARQ A R Q
prp¥RQ \ R Q

Se ha observado que los haplotipos VRQ y ARQ estan asociados a una alta susceptibilidad al
scrapie clasico y ARR y AHQ a una baja susceptibilidad [9].

2.1.1.2. Diagnostico

Las enfermedades prionicas no se pueden diagnosticar mediante la mayoria de los métodos
convencionales. Esto es debido, por un lado, a las caracteristicas del agente infeccioso (signos
inespecificos y largos periodos de incubacidn) que dificultan su diagnoéstico clinico, y por otro,
a la biologia del prion, que al tratarse de una proteina, no se puede detectar mediante técnicas
basadas en la deteccion del genoma como la PCR. A esto se suma el hecho de que la PrP* en
los individuos infectados no se detecta como extrafia, por lo que no produce respuesta
inmunitaria y no se pueden utilizar técnicas serologicas. De modo que los métodos de
laboratorio empleados para diagnosticar las EETs se realizan post-mortem en muestras de tejido
del SNC y estan basadas en la observacion de las lesiones caracteristicas de este grupo de
enfermedades mediante examen histopatologico y en la deteccion de la PrP> mediante técnicas
inmunohistoquimicas (IHQ) o técnicas rapidas como ELISA y Western blotting [11].

Las lesiones caracteristicas de las EETs pueden diferenciarse mediante la observacién con
microscopia Optica tras realizar una tincion de las muestras con hematoxilina-eosina. La mas
caracteristica es la degeneracion espongiforme que consiste en la vacuolizacion de los cuerpos
neuronales y del neuropilo en regiones anatdmicas concretas. En scrapie clasico las lesiones
tienden a acumularse en la zona del tronco del encéfalo, sobre todo en médula oblongada a nivel
del obex, y el tdlamo [12]. Otras lesiones son la gliosis, la degeneracion y pérdida neuronal y,
en ocasiones, la amiloidosis cerebral [13].

Como la observacion de las lesiones no es suficiente para confirmar el diagndstico, se necesita
detectar la presencia del marcador molecular PrP%. Su acumulacién es anterior a la
neurodegeneracion espongiforme [14]. Se emplean las siguientes técnicas: Paraffin-embedded
tissues (PET) blot, inmunohistoquimica (IHQ), Western blotting y la demostraciéon de las
fibrillas asociadas al scrapie (SAF) mediante microscopia electronica, [15]. E1 PET blot permite
determinar la presencia de la proteina patologica y su distribucion topogréfica en el tejido
mediante el empleo de anticuerpos que detectan la PrP%. [16]. Se emplea en este trabajo en
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lugar de la IHQ que también utiliza anticuerpos especificos, ya que el modelo murino de raton
transgénico Tg338 sobreexpresa la PrP y con la IHQ se obtienen tinciones inespecificas [16].

2.1.1.3. Patogenia y transmision

La transmision del scrapie clasico suele darse por contacto directo entre animales o a través de
un ambiente contaminado. La PrP* se elimina via heces u orina y secreciones como la leche o
la saliva siendo las fuentes principales de contaminacion ambiental las heces, las placentas y las
carcasas de animales infectados [17]. También puede darse la transmisién materna al feto [18].

Generalmente los priones llegan al intestino por via oral y pasan al sistema linforreticular (SLR)
del tracto intestinal donde se acumulan. Se replican en los macrofagos y células dendriticas
foliculares de los foliculos linfoides. Posteriormente llegan al SNC directa o indirectamente. En
el primer caso a través del sistema nervioso periférico y en el segundo caso, a través del SLR
(n6dulos linfaticos, bazo y amigdalas) y consecutivamente, del sistema nervioso periférico
[19,20,21].

2.1.2. Modelos murinos: Tg338

Se emplean diversidad de modelos de raton en la experimentacidon. Actualmente, hay
caracterizadas 426 lineas distintas [22] que difieren en sus caracteristicas gendmicas y presentan
distintas respuestas frente a los tratamientos. Sobre ellas se realizan Knock-Out (KO), Knock-In
y otras modificaciones con el fin de obtener el modelo mas adecuado para el objetivo de la
investigacion.

Uno de los modelos murinos mas destacados para el estudio de las EETs son los ratones KO
para la PrP: Prnp” [23], como 129-PrnPtm2Edin/J (nomenclatura tipo de la base de datos
International Mouse Strain Resource, IMSR). Estos ratones no expresan la PrP. A partir de
ellos, se han generado multiples lineas que sobreexpresan la PrP de otras especies. Algunos
modelos murinos a destacar son:

Prnpm2Edin tg(moPrnp BoPrP)110/J, cuyo raton homocigoto sobreexpresa la proteina
PrP bovina en ratones Prnp”. El nivel de expresion de la PrP bovina en el cerebro de estos
ratones es aproximadamente ocho veces superior que en el cerebro de los bovinos. Estos ratones
son muy susceptibles a los priones de bovino [24.,25,26,27].

Prnptm2Edin tg(moPrnp PoPrP)001/J. En este caso, se reintrodujo el constructo PrP de
porcino bajo el control del promotor PrP de murino en un animal Prnp'/'. El nivel de
sobreexpresion de proteina PrP porcina es cuatro veces superior a la que se expresa en el
cerebro del cerdo. Este modelo de raton muestra diferente susceptibilidad a varias de las
enfermedades pridnicas [28.,29].

Prnptm2Edin tg(moPrnp 129Met-HuPrP-340)/J o bien Prnp tm2Edin tg(moPrnp
129Val-HuPrP-361)/J. En estos animales el nivel de sobreexpresion de la de la PrP humana en
ratones Prnp” es dos veces superior a la producida en el cerebro humano. Estas lineas son muy
susceptibles a la transmisién de cepas humanas y son modelos muy adecuados para el estudio
de la susceptibilidad del ser humano a priones de otras especies [30,31,32].
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En la realizacion de este trabajo se ha utilizado el modelo murino de Scrapie Tg338 (no aparece
registrado en la IMSR). Estos transgénicos se caracterizan por expresar el alelo VRQ del gen
PRNP ovino. Se crearon a partir de un ratébn KO para el gen PrP (PrP™), al que se le introdujo
un inserto de 125kb con el gen PRNP de oveja clonado en un cromosoma artificial bacteriano
(BAC). Estos animales son homocigotos para el transgén y sobreexpresan entre 8 y10 veces la
PrP ovina, lo que los hace muy susceptibles a la infeccion con scrapie [33].

2.2. Autofagia: mecanismos moleculares

El término autofagia, (del griego: auto = “uno mismo*y phagein = “comer”), fue introducido
por Christian de Duve en 1963 [34] y se ha convertido con el tiempo en un proceso relevante de
estudio que parece estar implicado en una gran variedad de situaciones tanto fisioldgicas como
patologicas [35]. Es un proceso intracelular mediado por lisosomas, comun en todos los
organismos, que se produce para limpiar el citoplasma y degradar componentes dafiados [36], es
decir, es una via catabdlica mediante la cual la célula degrada proteinas de vida media larga,
ademas de otras macromoléculas y organulos [37]. Se ha descrito como un proceso que sucede
de forma basal (“autofagia basal”), sin embargo, si se somete a la célula a ciertos estimulos, el
nivel de autofagia puede aumentar, lo que se conoce como “autofagia inducida”. Esto sucede en
casos de privacion de nutrientes, disminucién de factores de crecimiento, acumulacion de
componentes celulares dafiados [38], o bien, debido a la infecciébn por patdégenos o estrés
oncogénico [39]. Ademas, este proceso influye en la diferenciacion, desarrollo, mantenimiento e
inmunidad celular. Mas recientemente, se le han asociado también nuevas funciones
relacionadas con rutas secretorias, dejando de lado su papel degradativo [40].

Se han descrito tres mecanismos principales de autofagia para introducir el material
citoplasmatico en el lisosoma: (1) la autofagia mediada por chaperonas, exclusiva de
mamiferos, donde proteinas asociadas a chaperonas (hsc70, hip, hop, bag-1, hsp40 y hsp90) que
contienen la secuencia aminoacidica KFERQ se unen al receptor lisosomal LAMP-2A y son
liberadas directamente al lumen donde son degradadas por enzimas hidroliticas; (2) la
microautofagia, en la que la carga pasa al lumen por invaginacién de la membrana lisosomal; y
por ultimo, (3) la macroautofagia, en la que se forma un autofagosoma de doble membrana que
envuelve el contenido citoplasmatico y que, a continuacién, se fusiona con el lisosoma para
formar un autolisosoma donde tanto el contenido como la membrana seran degradados por
hidrolasas [39].

De estos tres mecanismos, la forma mas comun y mejor caracterizada es la macroautofagia. Es
un proceso muy conservado y estudiado en levaduras, plantas y animales. Las proteinas que
participan en el mismo aparecen recogidas en la Tabla I del Anexo.

Como muestra la Figura 1 que describe la autofagia en mamiferos, se dan cuatro etapas hasta
obtener la formacion de los autolisosomas: iniciacion, nucleacion, elongacion y la maduracion.

(A) Iniciacion: en ausencia de nutrientes la kinasa AMPK fosforila mTORCI, el cual se
disocia del complejo ULK, permitiendo su activaciéon. Por otro lado, AMBRA-1 facilita
la interaccion de Beclin-1 con p150 y VPS34 en el complejo PI3K-III [41].



% Universidad
ifi  Zaragoza

(B) Nucleacion: Los complejos ULK y PI3K-III se trasladan al “sitio de ensamblado del
fagoforo” (PAS) con la ayuda de ATG9 y VMPI, donde PI3K-III va a comenzar a
reclutar fosfolipidos y proteinas para la formacion de la membrana de aislamiento
inicial [41].

(C) Elongacion: A continuacion, ATG7 y ATG10 se activan e inducen la formaciéon del
dimero ATG5-ATG12. Después, el dimero se une a ATG16L1 y se crea el complejo de
alargamiento. Por otro lado, se produce la escision y lipidacion de LC3 a LC3-1 y, luego
a LC3-1I, que es la forma que se une a la membrana interna y externa del fagoéforo en
formacion. Debido a su localizacion, LC3-II actGia como un marcador de
reconocimiento que permite la deteccion del autofagosoma maduro [41].

(D) Maduracion: Una vez que el fagosoma se ha cerrado y la fraccion de LC3-II exterior ha
sido retirada, se fusiona con el lisosoma a través de un proceso de acoplamiento en el
que participan miembros de sintaxina y las proteinas lisosomales LAMP1 y LAMP2
dando lugar al autolisosoma. El contenido se degrada mediante hidrolasas lisosomales y
es recogido por numerosos efectores para ser reciclado [41].
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Figura 1. Representacion del mecanismo de la autofagia en células de mamiferos. De [41].
2.3. Autofagia en las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles

La apoptosis y la autofagia son los mecanismos que mas se relacionan con la muerte neuronal
en las enfermedades pridnicas [42]. A menudo, ambos procesos se entrelazan, es decir, la
autofagia puede coexistir o preceder a la apoptosis, como respuesta celular a estimulos nocivos
intra y extracelulares, puede estar inducida por estimulos de apoptosis, o puede condicionar la
sensibilidad neuronal a los estimulos apoptoticos [43]. La presencia de vacuolas autofagicas en
las EETs se ha descrito tanto en el pericarion neuronal como en los axones y sinapsis [44].

En animales modelo de enfermedades pridnicas se han estudiado los posibles mecanismos
moleculares de la autofagia. Por ejemplo, la inoculacion de PrP* en la linea celular SMB-S15
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produce una sobreexpresion de FBXW?7, proteina que interviene en la ubiquitinacion y
degradacion de MTOR. Los niveles bajos de MTOR dan lugar a un incremento de autofagia, lo
que, a su vez, se relaciona con la degradacion de PrP [45]. En este caso, la induccién de
FBXW?7 daria lugar a una respuesta neuroprotectora del organismo en presencia del prion. La
Figura 2 muestra los mecanismos moleculares relacionados con esta respuesta.

AMPK

€D
o=~ ] 7O~ L
@/ MTOR

10-30 dpi 20-60 dpi 60-80 dpi

263K-infected hamster model

Figura 2. Adaptada de [45]. La proteina pridnica prion provoca el aumento de la proteina
FBXW?7, dando lugar a la ubiquitinacion de MTOR. La disminucién de su concentracion a nivel
celular provocaria un incremento de la autofagia y una degradacion de PrP*,

En un estudio sin publicar del grupo donde se ha realizado el presente Trabajo de Fin de Grado,
se observd un incremento del microRNA miR-223 en el modelo murino de scrapie Tg501. Este
miRNA regula la expresion de FBXW?7 [46], por lo que podria estar implicado en la regulacion
de la autofagia en enfermedades pridnicas. En este estudio también se observd la regulacion
diferencial de miR125b, que entre sus dianas tiene genes involucrados en la regulacion de la
autofagia como E2f1 [47].

Otros RNA no codificantes se han relacionado con la autofagia, como Gas5 (growth arrest-
specific 5), un IncRNA (long non-coding RNAs) que inhibe la proliferacion celular y promueve
la apoptosis de multiples tipos celulares [48]. Los cambios en su expresion nunca se han
estudiado en enfermedades prionicas.

En el mismo grupo de investigacion, se estudid previamente la autofagia en un modelo natural
de enfermedad prionica, el ovino con scrapie, donde se seleccionaron 4TG5, ATG6, ATGY y
LC3 como marcadores de autofagia en el estudio de expresion génica. Cabe referenciar su
articulo pendiente de publicacion “Spatial Distribution of Autophagy Markers in the Central
Nervous System of Sheep Naturally Infected by Scrapie” (Lopez Pérez, et al.) [49] que
concluye que existe una correlacién entre los marcadores de la autofagia y el deposito de
proteina pridnica en el sistema nervioso central de la oveja infectada de forma natural con
scrapie, sugiriendo la induccion de este proceso en la enfermedad natural. Sin embargo, el
incremento de la expresion de la proteina ATGS, que participa en la elongacion y maduracion

del autofagosoma, se veia acompafiada de la disminucion en la expresion de los transcritos,
sugiriendo una inhibicién de la maquinaria de la autofagia en las zonas que aparecen muy
afectadas, lo que podria facilitar la replicacion del prion. Por el contrario, poblaciones celulares
especificas como las células de Purkinje del cerebelo, podrian mantener la maquinaria de la
autofagia intacta lo que facilitaria la eliminacion del prién y la supervivencia celular. Por lo
tanto, el incremento observado en diferentes marcadores de autofagia podria indicar una

7
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combinacion de efectos positivos o negativos en la proliferacion pridnica. En este trabajo no se
observaron cambios significativos en el marcador de autofagia LC3-II.

Aunque LC3-II es considerado el marcador de autofagia por excelencia, también se pueden
estudiar otro tipo de marcadores, como p62. p62 fue la primera proteina descubierta con funcion
de andamiaje (“scaffold”), en vias de sefializacién de la regulacion del crecimiento y
proliferacion celular. Sin embargo, también fue detectada en agregados de proteinas
ubiquitinadas. De hecho, p62 posee un dominio de union a residuos ubiquitinados (UBA) en el
extremo C-terminal y una secuencia corta de union a LC3 (LC3-interacting region o LIR).
Estudios en ratones KO y Drosophila han revelado que se requiere p62 para la degradacion de
proteinas ubiquitinadas y esto podria ser esencial en el proceso de la autofagia. Los niveles de
p62 presentan una correlacion inversa con la degradacion por autofagia, asi como con la pérdida
de genes ATG o con factores necesarios para la fusiéon de los autofagosomas con los lisosomas,
Asi, la determinacion de la acumulacion de inclusiones de p62 en ensayos inmunoquimicos se
utiliza como marcador de la disminucion del proceso de autofagia (Figura 3). Ademas, p62
también puede determinar la carga ubiquitinada que va ser dirigida al proteasoma, aunque es
mas probable que esta sea degradada por autofagia [50].
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Figura 3. Papel de p62 y otras proteinas en la autofagia. De [50].

En 2014, varios grupos de la Universidad de Nagasaki, Japon, trataron de aclarar el mecanismo
de eliminacion de la PrP%, y observaron un incremento de la expresion de p62 en cerebros y
cultivos celulares infectados con priones que asociaron con una reducciéon de cantidad de PrP*,
lo que indicaba que la activacion de p62, podria acelerar la depuracion de PrP* [51]. De forma
similar, otro estudio publicado un afio antes, habia demostrado cémo la proteina
p62/sequestosomel(SQSTMI) juega un papel importante en la homeostasis de PrP* a través de
los lisosomas formados durante la autofagia. Se observd in vivo e in vitro como la
sobreexpresion de p62/SQSTMI1 reducia las agregaciones citosolicas y la apoptosis celular
inducida por la PrP [52].
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3 Objetivos

En este proyecto, como objetivo general se plantea estudiar la induccién de la autofagia en
ratones Tg338 infectados con scrapie para determinar la idoneidad de este modelo para afrontar
futuras investigaciones dirigidas a la regulacion de la autofagia en el estudio de las
Enfermedades Espongiformes Transmisibles.

Los objetivos parciales propuestos han sido:

1. Estudiar la expresion génica de una bateria de marcadores involucrados en el control de
la autofagia en médula espinal cervical de ratones Tg338 inoculados con scrapie y sus
correspondientes controles en distintas fases de la enfermedad.

2. Determinar la inducciéon de autofagia en el sistema nervioso central de los ratones
inoculados con scrapie mediante el analisis inmunohistoquimico de los marcadores
celulares LC3-1l y p62.

3. Estudiar la posible relacion entre los marcadores de autofagia y las lesiones
caracteristicas de las EETSs, espongiosis y acumulacién de PrP*°.
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4 Material y métodos
4.1. Muestras

Se estudiaron cortes de encéfalo de ratones Tg338 obtenidos del banco de tejidos del Centro de
Investigacion en Encefalopatias y Enfermedades Transmisibles Emergentes (CIEETE) de la
Universidad de Zaragoza. Las caracteristicas de este modelo de raton aparecen descritas en el
apartado 2.1.2. Estos ratones fueron inoculados intracerebralmente con un in6culo elaborado a
partir de encéfalo de raton previamente infectado con scrapie (en los que se produjo el salto de
la barrera de especie oveja-raton) entre los 47 y 53 dias de vida [54]. En concreto, se trabajo con
muestras fijadas en formol e incluidas en parafina de un total de 20 ratones hembra clasificados
en cuatro grupos: 6 inoculados con scrapie y signos clinicos de la enfermedad (C), 6 controles
de la fase clinica (CC), 4 inoculados con scrapie sin sintomatologia clinica (P) y 6 controles de
la fase preclinica (CP). En la Tabla II del anexo se describe el nimero de dias transcurridos tras
la inoculacidén hasta el sacrificio de los animales (DPI) y la edad de los mismos en el momento
del sacrificio. Ademas, se usaron muestras de RNA total de la médula espinal cervical de dichos
animales para el estudio de expresion génica.

4.2. Lesiones histopatoldgicas

Para determinar las lesiones histopatologicas caracteristicas de scrapie (espongiosis y depdsitos
de PrP%) en el modelo murino se emplearon una serie de técnicas de analisis histopatologico e
inmunohistoquimico en cortes histologicos de encéfalo de raton incluido en parafina de 4um de
grosor.

4.2.1. Tincion con hematoxilina y eosina

Para la tincion de los cortes, se realizd previamente un proceso de desparafinado empleando
xilol y alcoholes al 100%, 96% y 70%. Posteriormente, se procedié a la tincion con
hematoxilina, inmersién en alcohol 4cido y tincion con eosina siguiendo protocolos estandar.

4.2.2. Determinacién de PrP mediante PET Blot

Las muestras de encéfalo de raton incluidas en parafina fueron cortadas en secciones de 4-5um
de grosor con el micr6tomo (Shandon Finesse). Se realizé la técnica utilizando tejido de 12
ratones (1CP, 4 P, 1 CC, 4 C) distribuidos en dos membranas de nitrocelulosa de 0,45um. Tras
el secado en la estufa a 37°C se desparafinaron y rehidrataron los tejidos con tolueno,
isopropanol, Alcohol 96% y 80%, agua, tampon de lavado (H,O destilada+0,05% Tween 20) y
TBST (Tris Buffered Saline+0,05% Tween 20). A continuacion, las muestras fueron digeridas
con proteinasa K a 250pg/ml en TBS (Dako) + Brij 35P (Sigma) al 0,1% 2 h al bafio Maria
(56°C). Las membranas se lavaron con TBST y posteriormente se desnaturalizaron las proteinas
con tiocianato de guanidina 3M (Sigma) en TBS, ambos en agitacion rapida. Después, las
membranas se volvieron a lavar afadiendo leche desnatada al 1% y se saturaron con
TBST+BSA (Sigma) al 0,2% en agitacion lenta. Las membranas se dejaron en esta solucion de
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bloqueo toda la noche y se incubaron 1h con el anticuerpo primario (monoclonal de ratén
Sha31SPI Bio), dilucion 1:8000 en tampén de saturacion (15mL por membrana). Tras 3 series
de lavado con TBST+leche 1%, se incubaron lh con el anticuerpo secundario, un anticuerpo
policlonal de cabra anti raton conjugado con fosfatasa alcalina (AP), dilucién 1:500 en tampon
de saturacion. Posteriormente se realizaron 5 lavados y se ajustaron las membranas a pH
alcalino con TBS + 50mM de MgCl2 anhidro. Por tltimo, para el revelado de la sefial se
empled NBT/BCIP (nitroazul de tetrazolio, Sigma) (un comprimido en 10ml de H,O destilada)
durante 45 min. Las membranas se conservaron en estufa a 37°C hasta su posterior analisis.

4.3. Estudios de expresion génica

Se analiz6 la expresion de seis genes (Atg5, Lc3, E2f1, Fbxw7, p62 y Gas5), empleando como
genes normalizadores Sdha y H6pd. Para ello, en primer lugar se realizd la retrotranscripcion
del mRNA (200 ng) utilizando el kit qScript'™ ¢cDNA Supermix (Quanta Biosciences'") y
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente se analizaron las muestras
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR).

4.3.1. qPCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos. Se estudiaron las muestras
de ratones clinicos y sus controles primero y posteriormente, las de los preclinicos y sus
respectivos controles. En ambas reacciones se afadieron controles negativos de amplificacion
en el que el cDNA se sustituyé con H,O. La qPCR se realizé en un volumen final de 5 pL
formado por 2,75 pL de mezcla de amplificacion y 2,25 pl. de cDNA diluido 1:7. Cada mezcla
de amplificacioén contenia 2,5u1 de TagMan Master y 0,25ul de cebadores y sondas especificas
para los genes Atg5, Lc3, E2f1, Fbxw?7, p62, Gas5, Sdha o H6pd. Los ensayos especificos de
ThermoFisher para cada gen se muestran en el anexo (Tabla III). Cada muestra de mRNA se
amplifico por triplicado. En cada placa se analizaron 4 animales (columnas) para los seis genes
de estudio y los dos genes normalizadores (filas).

La gqPCR se llevé a cabo en un termociclador StepOne (Applied Biosystems) siguiendo las
siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 20 s seguida de 40 ciclos
de dos temperaturas, 95 °C 1 s y 60 °C durante 20 s.

4.4. Determinacion inmunohistoquimica de marcadores de autofagia

Para determinar la expresion de las proteinas LC3-1I y p62, consideradas marcadores de
autofagia, se emplearon una serie de técnicas inmunohistoquimicas en cortes histologicos de
encéfalo de raton incluidos en parafina.

El procedimiento inmunohistoquimico empleado tanto para LC3-1I como para p62 se inicid con
un proceso de desparafinado de las muestras similar al descrito en el apartado 2.2.1.

En el caso de LC3-II, a este proceso le sigui6 un desenmascarado de epitopos mediante la
aplicacion de un pretratamiento térmico en la autoclave (10 min a 121 °C). Después del
desenmascarado e inmersion en tampén de lavado (H,O destilada+0,05% Tween 20) se
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montaron los portas con los cortes en los soportes donde se realizo el resto del proceso y se
bloque6 la peroxidasa enddgena cubriendo la muestras con Peroxidase blocking solution
(Dako). Tras lavar con tampo6n de lavado tres veces, se incubaron las muestras con el anticuerpo
MAP-LC3B a una diluciéon 1:200 (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h a temperatura
ambiente. La omision del anticuerpo primario fue utilizada como control de tincién no
especifica. A continuacion, se lavaron las preparaciones e incubaron con el sistema Envision
(Dako) anti-raton conjugado con HRP (Horse raddish peroxidase, peroxidasa de rdbano),
seguido por nuevos lavados. Finalmente se afiadi6 el sustrato diaminobenzidina (DAB) 10 min
y se tild con hematoxilina durante 40 s. Las muestras se deshidrataron y montaron para su
posterior andlisis. En el caso de p62 se realizd la misma técnica inmunohistoquimica descrita
para LC3-II, pero en este caso el desenmascarado de los epitopos se realizé aplicando un
tratamiento con calor a una temperatura de 96 °C durante 20 min en Tris EDTA a pH 9
(EnVision Flex target retrieval solution high pH 50x) en el mddulo de pretratamiento de tejidos
PTLink PT100 (DAKO). Como anticuerpo primario se utiliz6 el anticuerpo policlonal de conejo
anti-p62 humano (Enzo Life Sciences) a una dilucion 1:200 durante 1 h a temperatura ambiente,
y el sistema Envision anti-conejo (Dako) conjugado con HRP.

4.5. Analisis de datos

El grado de lesion espongiforme, el deposito de prion y el inmunomarcaje para los marcadores
de autofagia se valoraron de forma semi-cuantitativa otorgando valores de 0 a 5, dependiendo
de la extension de la lesion y la intensidad de la misma. Se analizaron 8 areas del encéfalo de
los distintos animales: corteza frontal (Cf); corteza talamica (Ct); area septal (As); hipocampo
(Hc); tdlamo (T); hipotalamo (Ht), mesencéfalo (Mes), cerebelo (Cblo) y médula oblongada
(Mo).

La valoracion se realizd con investigadores del Centro de Investigacion en Encefalopatias y
Enfermedades Transmisibles Emergentes especialistas en este tipo de patologias. Las
diferencias entre grupos de animales inoculados y sus controles se establecieron con el test
estadistico no paramétrico de Mann-Whitney. Se considerd significativo un valor de P<0.05. El
grado de lesion o marcaje global en el encéfalo se calculdé como la media de los valores
otorgados a cada éarea. Las diferencias en este caso muestran una distribucion normal y se
analizaron con el test t de Student. La normalidad de los datos se confirm6 con el test Saphiro-
Wilk.

Para el analisis de datos de la expresion génica se sigui6 el método 2 (AACt) [54] empleando el

software Excel (Microsoft). Las diferencias entre grupos se estimaron con el test # de Student,
considerandose un valor estadisticamente significativo con P<0.05.
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5 Resultados y discusion

5.1. Lesiones

Las lesiones asociadas a scrapie, espongiosis y vacuolizacidn, fueron evaluadas en Cf, Ct, As,
He, T, Ht, Mes, Mo, Cblo de los ratones infectados y sus respectivos controles como ya se ha
comentado.

En la evaluacion de la degeneracion espongiforme de las muestras tratadas con la tincidon
hematoxilina-eosina (Figura 4), los controles no presentaron tejido afectado, mientras que los
animales infectados en fase preclinica comenzaron a mostrar un aumento en la vacuolizacion
estadisticamente no significativo. Por ultimo, en los animales en fase clinica todas las regiones
mostraban abundante espongiosis, a excepcion del Cblo. Al comparar estos animales con sus
controles se observaron diferencias significativas en Ht, T, Hc, Mo y As (P<0,01 Mann-
Whitney test) y en Mes, Cf, Ct (P<0,05 Mann-Whitney test). El perfil lesional de espongiosis se
muestra en la Figura 5.

Hematoxilina Eosina

Control preclinico Fase preclinica

Control clinico Fase clinica

Figura 4. Tincidon con hematoxilina-eosina de la médula oblongada de ratones Tg338 en
distintas fases de la enfermedad y sus controles.

13



Universidad
Zaragoza

Hematoxilina-Eosina
x% *%k * %

6,00
1,00

2,00

0,00 |
-2,00

Cf Ct As Hc T Ht Mes Cblo Mo

=P e=@up CC ==

Figura 5. Perfil de espongiosis en ratones Tg338 inoculados con scrapie en fase preclinica (P),
clinica (C) y sus respectivos controles (CP y CC). La grafica muestra los valores semi-
cuantitativos de espongiosis medios en cada area y la desviacion estandar. Areas analizadas:
corteza frontal (Cf), corteza talamica (Ct), area septal (As), hipocampo (Hc), tilamo (T),
hipotdlamo (Ht), mesencéfalo (Mes), cerebelo (Cblo), médula oblongada (Mo). Significacién
calculada con el test de Mann-Whitney (* p<0.05, ** P<0.01) entre los ratones inoculados con
scrapie y sus controles.

Por otro lado, la determinacién de los agregados proteicos de PrP*° mediante la técnica de PET
Blot confirm¢ la presencia de PrP* en los animales inoculados con scrapie en fase preclinica en
3 de los 4 ratones estudiados y en todos los animales en fase clinica. En el grupo de animales
preclinicos las areas con valoracion positiva (Cf, As, Mes, Cblo e Ht) variaron segin el
individuo. Aunque la acumulaciéon no era demasiado elevada comenzaban a observarse los
primeros depdsitos de proteina. Finalmente, los ratones infectados en fase clinica, a pesar de
mostrar gran variabilidad dentro del grupo, presentaron depositos de PrP*® con valoraciones
significativamente superiores que los controles (P<0,05 Mann-Whitney test) (Figura 7). El
deposito de proteina no era uniforme en todas las areas analizadas. Las regiones con mayor
presencia de PrP% fueron Mes, Ht, T (P<0,01 Mann-Whitney test). Cabe seialar que en el
modelo murino la Mo no presenta acumulacion significativa de PrP% en fase clinica, a
diferencia de lo que ocurre en la enfermedad natural en ovino.

Pet Blot

Control preclinicos Preclinicos

Control clinicos Clinicos

Figura 6. Técnica PET Blot. Cortes de encéfalo de raton Tg338 en las distintas fases de la
enfermedad y sus controles sobre las membranas marcadas con el anticuerpo Sha31 (SPI Bio).
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Figura 7. Perfil de PrP* en ratones inoculados con scrapie en fase preclinica (P), clinica (C) y
sus respectivos controles (CP y CC). La grafica muestra los valores semi-cuantitativos de
espongiosis medios en cada area y la desviacién estindar. Areas analizadas: corteza frontal (Cf),
corteza talamica (Ct), area septal (As), hipocampo (Hc), tdlamo (T), hipotdlamo (Ht),
mesencéfalo (Mes), cerebelo (Cblo), médula oblongada (Mo). Significacion calculada con el
test de Mann-Whitney (* p<0.05, ** P<0.01) entre los dos grupos de ratones inoculados con
scrapie.

A modo de recapitulacion, en general se vio que aunque en animales en fase preclinica se
empezaban a detectar signos histopatolégicos de scrapie, estos no fueron significativamente
distintos a los controles que como se esperaba, eran negativos. En los ratones en fase clinica,
por su parte, a pesar de la variabilidad, destacod la abundante degeneraciéon espongiforme y el
acumulo del agente patologico.

En cuanto al reducido depésito de PrP* en Mo en los ratones Tg338, que difiere de los
resultados obtenidos en scrapie clasico en ovino, podria deberse al hecho de que en las EETs el
perfil de lesion cerebral esta influido por las propiedades del prion causante de la infeccion, de
la ruta de invasion cerebral y ciertos parametros todavia desconocidos de las células del
hospedador [55]. Por tanto, en nuestro modelo la médula se afectaria en etapas tardias porque la
proteina prion, en lugar de llegar a través del sistema nervioso periférico y sistema linfatico al
SNC [19,20,21], como ocurre de forma natural en las ovejas, se ha inoculado por via
intracerebral a nivel de la corteza frontal. Ademas, la falta de cambios histopatoldgicos en
cerebelo (Figura 5) coincide con el patrén lesional caracteristico de scrapie clasico [56]. En este
sentido, Le Dur A y colaboradores apoyaban la visién de que los efectos de un mismo tipo de
prion son parecidos en individuos de la misma especie o sus transgénicos y sugerian que la
dosis del gen que codifica para PrP° puede influir en la evolucion del pridn en la transmision
homotipica [57]. Por tanto, a pesar de las diferencias comentadas, las lesiones en Tg338 son
similares a las que presentan los encéfalos de animales (ovejas y cabras) infectados con scrapie
clasico [56]. Por lo que los ratones Tg338 parecen ser utiles para estudiar la patogenia de la
enfermedad.

5.2. Expresion génica de marcadores de autofagia

En el estudio de los genes Atg5, Lc3, E2f1, Fbxw7, p62 yv Gas5 se observo que en los ratones
infectados en fase preclinica la expresion no se modificé de forma significativa con respecto a
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sus controles (Figura 8), lo que indicaria que la autofagia no se estaria activando en las fases
tempranas de la enfermedad.

Los ratones clinicos, por su parte, presentaron una tendencia a la disminucién de Azg5 (P=0,05),
E2f1 (P=0,06 t Student test, P<0,1) y Fbxw7 (P=0,06 t Student test, P<0,1) (Figura 9). La
regulacion negativa de A¢g5 en nuestro modelo murino coincide con lo observado en ovejas con
scrapie [58].

Por otro lado, un estudio sobre la expresion de FBXW7, que se relaciona con la ubiquitinizacion
de MTORCI1 y la fosforilacion de AMPK (Figura 2), sugiere que la infeccién pridnica
incrementa la autofagia y propone que este mecanismo celular podria considerarse como un
mecanismo de inmunidad innata para degradar la PrP* y mantener la homeostasis célula-prion.
Por lo que si su expresion se ve reducida, implicaria una disminucidon proporcional del proceso
autofagico.

Estudios recientes sugieren que la autofagia mantiene las células vivas y tienen un efecto
protector contra la neurodegeneracion general, por lo que se asocia con un proceso
neuroprotector en Alzheimer, enfermedad de Huntington y otras patologias [59]. Sin embargo,
Moon y colaboradores sugieren lo contrario, proponiendo que la proteina pridnica induciria la
autofagia que, a su vez, desencadenaria la muerte neuronal en enfermedades prionicas [60]. En
conclusion, a pesar de las dudas que se plantean acerca de este mecanismo, la regulacion
negativa de los tres genes de nuestro estudio parece indicar que al avanzar el curso de la
enfermedad y el aumento de las lesiones que esta misma ocasiona, se produce un bloqueo o
regulacion negativa del proceso autofagico.

Preclinicos
1,50
1,00
uCP
0,50 mP
0,00
Atg5 Lc3 E2f1 Fbxw7 p62 Gas5

Figura 8. Perfiles de expresion de los genes Atg5, Lc3, E2f1, Fbxw7, p62 y Gas5 en médula
espinal cervical de ratones Tg338 inoculados con scrapie en fase preclinica (P) y sus controles
(CP). Las barras representan el valor 2*(-AACt+SD) en animales preclinicos inoculados y

controles.
Clinicos
2,00 4
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1,00 uCC
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0,50
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Figura 9. Perfiles de expresion de los genes Atg5, Lc3, E2f1, Fbxw7, p62 y Gas5 en médula
espinal cervical de ratones Tg338 inoculados con scrapie en fase clinica (C) y sus controles
(CC). Las barras representan el valor 2"°(-AACt£SD) en animales clinicos inoculados y
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controles. Las diferencias entre grupos fueron evaluadas con el test # Student (= p<0.1, tendencia
a la significacion)

5.3. Determinacion de la autofagia mediante inmunohistoquimica: marcadores
LC3-11y p62

MAP-LC3 se considera el marcador més indicado de la presencia de autofagosomas que se
forman durante el proceso de autofagia. Esta proteina estd constituida por dos subunidades:
MAP-LC3a y MAP-LC3f y puede encontrarse en el citosol (LC3-I) o en la membrana del
autofagosoma (LC3-II). El anticuerpo empleado en este trabajo detecta la proteina de membrana
subunidad B, MAP-LC3p-1I [41]. Para abreviar nos referiremos a este compuesto como LC3-I1.

La distribucién tisular de LC3-II fue muy variable (Figura 11). No se observaron diferencias
significativas en los valores semi-cuantitativos de inmunohistoquimica entre grupos en ninguna
de las zonas analizadas, lo que corrobora los estudios previos sobre scrapie y autofagia en
ovino, como se describe en el articulo pendiente de publicacion del grupo de investigacion que
coordina dicho Trabajo de Fin de Grado [49]. Sin embargo, aunque la valoracion media de LC3-
II en el encéfalo no diferia de forma significativa entre los animales inoculados y sus controles,
el ligero aumento de esta proteina en los animales con scrapie preclinico y la disminucion en los
animales con signos clinicos de scrapie hizo que la diferencia entre estos grupos fuera
significativa (P=0,043 con ¢ Student). En Mo también se apreciaba una ligera disminucion pero
no fue significativa (Figura 12). En este sentido, en otras enfermedades neurodegenerativas
como la esclerosis multiple, LC3-1I disminuye al progresar la enfermedad en ratones [60] por lo
que se ha propuesto que la deficiencia en autofagia, al menos en parte, contribuia a la lesién
neural.

LC3-1I

Control preclinicos Preclinicos

Control clinicos Clinicos

Figura 10. Inmunohistoquimica de LC3-II. Mo de cortes de encéfalo de raton Tg338 en las
distintas fases de la enfermedad y sus controles respectivos.
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Figura 11. Perfil inmunohistoquimico de LC3-II en ratones inoculados con scrapie en fase
preclinica (P), clinica (C) y sus respectivos controles (CP y CC, respectivamente). La gréafica
muestra los valores semi-cuantitativos de LC3-II medios en cada area (corteza frontal (Cf),
corteza talamica (Ct), area septal (As), hipocampo (Hc), tdlamo (T), hipotilamo (Ht),
mesencéfalo (Mes), cerebelo (Cblo), médula oblongada (Mo)) y la desviacion estandar.

LC3-ll cerebral
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3,5 LC3-1l en Médula oblongada
3 .
5 W Control M Scrapie
2,5
4
2
3
1,5
1 2
0,5 1
0 0
Fase preclinica Fase clinica Fase preclinica Fase clinica
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Figura 12. Perfiles inmunohistoquimicos de LC3-II que representan las diferencias entre grupos
de ratones Tg338 inoculados con scrapie en fase preclinica y clinica, estos a su vez comparados
con sus respectivos controles y, la desviacion estandar. a) LC3-1I cerebral, b) LC3-11 en médula
oblongada.

En cuanto a p62, también presentd un perfil variable de proteina para las distintas regiones
analizadas, aunque se pudo destacar su aumento significativo en Ht (P<0,05) y Ct (P<0.1) entre
los ratones en fase clinica, aquellos que presentan un mayor grado de lesion, y sus controles
(Figura 14). Ademas, se observo un aumento significativo entre los animales inoculados en fase
preclinica y los animales con signos clinicos de la enfermedad (P=0,043 con t Student). El
estudio concreto en Mo, al igual que en el caso anterior, se registrdé una tendencia al aumento
que no llegaba a ser significativo (Figura 15). Homma y colaboradores asociaron el incremento
de la expresion de p62 en cerebros y cultivos celulares infectados con priones con una reduccioén
en la cantidad de PrP%, sugiriendo que la activacion p62 podria acelerar la depuracion de PrP*
[51]. En la misma linea, Yin Xu y colaboradores relacionaron la sobreexpresion de

18



Universidad
Zaragoza

1542

p62/SQSTMI con la reduccién de agregaciones citosodlicas y la apoptosis celular inducida por la
PrP% [52]. En nuestro trabajo el aumento de p62 lo observamos en la fase tardia de la
enfermedad, cuando los agregados de prion son mayores. Cabe preguntarse si p62 actuaria
como una respuesta para la eliminacién de pridén o bien, se da su acumulaciéon porque existe un
fallo o bloqueo de la autofagia.

Control clinicos

Figura 13. Inmunohistoquimica de p62. Hipotalamo (Ht) de cortes de encéfalo de raton Tg338
en las distintas fases de la enfermedad y sus controles respectivos.

p62

6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00
-1,00
-2,00

Cf Ct As He T Ht Mes Cblo Mo

(P =pueP wue(CC =@

Figura 14. Perfil inmunohistoquimico de p62 en ratones inoculados con scrapie en fase
preclinica (P), clinica (C) y sus respectivos controles (CP y CC, respectivamente). La gréafica
muestra los valores semi-cuantitativos de p62 medios en cada area (corteza frontal (Cf), corteza
taldmica (Ct), area septal (As), hipocampo (Hc), tdlamo (T), hipotadlamo (Ht), mesencéfalo
(Mes), cerebelo (Cblo), médula oblongada (Mo)) y la desviacion estandar.
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Figura 15. Perfiles inmunohistoquimicos de p62 que representan las diferencias entre grupos de

Fase preclinica Fase clinica

ratones Tg338 inoculados con scrapie en fase preclinica y clinica, estos a su vez comparados
con sus respectivos controles y, la desviacion estandar. a)p62 cerebral, b)p62 en médula
oblongada.

Para concluir, la disminucion de LC3-1I y el incremento de p62 en ratones con sintomatologia
clinica, junto con la disminucion del gen Afg5 en ese mismo estadio, podria indicar la inhibicién
del proceso de autofagia en la fase tardia de la enfermedad, lo que favoreceria la replicacion del
prion.
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6. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este Trabajo de Fin de Grado podemos obtener las
siguientes conclusiones:

+ El modelo murino Tg338 muestra lesiones similares a los observados en el modelo
natural de scrapie cldsico ovino, por lo que se puede proponer como buen modelo para
el estudio de la patogenia de esta enfermedad.

+ La tendencia a disminuir la expresion de diversos genes involucrados en la regulacion
de la autofagia en ratones infectados con scrapie con sintomatologia clinica sugiere que
este proceso se bloquea en estadios tardios de la enfermedad.

« Ladisminucion de LC3-II a nivel global en el cerebro de ratones inoculados con scrapie
en fase clinica junto con el aumento de p62 en estos mismos animales corrobora la
inhibicion de la autofagia como un signo tardio de la enfermedad que podria facilitar la
replicacion del prion.

+ Los resultados obtenidos en el estudio de autofagia se asemeja a los obtenidos en el
modelo natural de scrapie y otras enfermedades neurodegenerativas por lo que el
modelo murino Tg338 parece ser adecuado para estudiar la implicacion de la autofagia
en las enfermedades pridnicas y su potencial modulacién mediante tratamientos.

Conclusions

« Tg338 murine model shows similar lesions to those observed in the natural model of
sheep scrapie, therefore these mice could be a suitable model in order to study the
pathogenesis of the disease.

« The tendency to decrease the expression of various genes involved in the regulation of
autophagy in scrapie-infected mice with clinical signs suggests that this process is
blocked in late stages of the disease.

+ Global decrease of LC3-II in the brain of inoculated mice with clinical scrapie together
with the increase of p62 in the same animals corroborates the inhibition of autophagy as
a late sign of disease that could facilitate the replication of prions.

+ The results obtained in the autophagy study resemble those obtained in the natural
model of scrapie and other neurodegenerative diseases, therefore the murine model
Tg338 seems to be appropriate to study the implication of autophagy in prion diseases
and its potential modulation through medical treatments.
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8 Anexos

Antecedentes. Autofagia: mecanismos moleculares

Tabla I. Proteinas involucradas en la autofagia, funcion e interaccion entre ellas. Adaptada [53].

ATG Otro Homologo Funcion Interaccion
nombre
Atgl [Ulk1, Ulk2 Serina treonina quinasa Atgl3,Atgl,Atgl7
Atg3 Sistema de conjugacion Atg9, Atgl8, Atg8
Atg8
Atg4A (Autofagina2)
.| Atg4B (Autofaginal) L

Atg4 [ Autofagina Atg4C (Autofagina3) Cistein-proteasa Atg8

Atg4D (Autofagina4)
Atg5S Sistema conjugacion Atgl2 | Atgl2, Atgl6L

. o Vps34, PI3K,

Atg6 |Beclin-1 Sintesis Ptslns-3P UVRAG
Atg7 Conjugacion Atg8, Atgl?2 Atg8, Atg3, Atgl2

MAP-LC3, GATE]1S6, . C
Atg8 GABARAP, Atgl8L Proteina de ubiquitinacion | Atg3, Atg4, Atg7
Atg9 | Atg9L Atg9L1, Atg9L2 Proteina transmembrana Atg?2
Atgl0 Sistema conjugacion Atgl2 | Atgl2

. L, Atg3, Atg5, AtgT,

Atgl2 Proteina de ubiquitinacion Atgl0, Atg16
Atgl6 Asociacion con Atg5-Atgl2 | AtgS, Atgl2
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Materiales y métodos. Muestras

Tabla II. Caracteristicas de los ratones modelo empleados para la obtencion de muestras. Sexo,

dias desde la inoculacion hasta el sacrificio (DPI) y edad de sacrificio (dias).

ID Animales Sexo DPI Edad
1625 | Preclinico control Hembra 136 187
3214 | Preclinico control Hembra 136 187
6931 | Preclinico control Hembra 136 187
8642 | Preclinico control Hembra 136 187
9893 | Preclinico control Hembra 136 187
4024 | Preclinico control Hembra 136 187
6500 | Preclinico inoculado Hembra 136 187
7234 | Preclinico inoculado Hembra 136 187
7239 | Preclinico inoculado Hembra 136 187
2519 | Preclinico inoculado Hembra 136 187
7585 | Clinico control Hembra 191 238
6946 | Clinico control Hembra 191 238
7109 | Clinico control Hembra 191 238
8343 | Clinico control Hembra 191 238
7490 | Clinico control Hembra 191 238
6766 | Clinico control Hembra 191 238
7389 | Clinico inoculado Hembra 191 238
8136 | Clinico inoculado Hembra 162 209
8247 | Clinico inoculado Hembra 162 209
6141 | Clinico inoculado Hembra 191 238
8700 | Clinico inoculado Hembra 156 203
7110 | Clinico inoculado Hembra 158 205

Materiales y métodos. Estudios de expresion génica

Tabla I11. 1D de los genes de estudio en la valoracion de la expresion génica.

Gen ID

Atg5 11793
Lc3 66734
E2f1 13555
Fbxw7 50754
p62 14884
Gas5 14455
Sdha 66945
Hoépd 100198
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