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1. DATOS DEL CENTRO 

El Trabajo Final de Grado fue realizado a partir de las practicas externas en el Instituto 

de Bioingeniería de Cataluña (IBEC) en el grupo de investigación Molecular and Cellular 

Neurobiotechnology, liderado por el Doctor José Antonio Del Río Fernández. Las 

prácticas fueron iniciadas en enero de 2022 y finalizadas en junio de 2022. 

 

2. ABSTRACT Y PALABRAS CLAVE 

The cellular prion protein (PrPC) is a protein anchored to the cell membrane that, after 

misfolding, causes the scrapie form, the causative agent of transmissible spongiform 

encephalopathies (TSEs). On the other hand, PrPC is also involved in the development of 

other neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease, where PrPC modulates the 

levels of senile plaques and tau protein. In this disease, PrPC is deregulated, with increased 

expression in the early stages of the disease and decreased expression in the later stages. 

For these reasons, the study sought to analyze the involvement of different epigenetic 

mechanisms: DNA methylation, histone acetylation and microRNAs (miRNA-519a); in 

the expression of this protein using post mortem human brain samples. The results 

reported a correlation between PrPC expression levels and the level of DNA acetylation 

in early stages compared to control stages, such that an increase in DNA histone 

acetylation is observed. The results of the methylation analysis reported no differences 

between Braak and Braak stages. Finally, miRNA-519a shows elevated levels throughout 

the AD, which could explain the decrease in the expression pattern of PrPC in late stages. 

All this suggests that PrPC is regulated by various epigenetic mechanisms during the 

development of AD and confers possible new biomarkers or targets for treatment. 

Keywords: PrPC, Alzheimer, methylation, histone acetylation, microRNAs, miRNA-

519a, transmissible spongiform encephalopathies. 

 

RESUMEN 

La proteína priónica celular (PrPC) es una proteína anclada a la membrana celular que tras 

un mal plegamiento origina la forma scrapie, agente causal de las encefalopatías 

espongiformes transmisibles (EET). Por otra parte, PrPC también está involucrada en el 
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desarrollo de otras enfermedades neurodegenerativas, como podría ser la Alzheimer’s 

disease, donde PrPC modula los niveles de las placas seniles y la proteína tau. En esta 

enfermedad, PrPC esta desregulada, donde en los primeros estadios de la enfermedad sufre 

un aumento de la expresión, y en los finales, un decrecimiento. Por estos motivos, el 

estudio busca analizar la implicación de diferentes mecanismos epigenéticos: metilación 

del DNA, acetilación de histonas y microRNAs (miRNA-519a); en la expresión de esta 

proteína usando muestras humanas cerebrales post mortem. Los resultados reportaron una 

correlación entre los niveles de expresión de PrPC y el nivel de acetilación del DNA en 

estadios tempranos comparado con estadios controles, de forma que se observa un 

aumento en la acetilación de histonas del DNA. Los resultados del análisis de la 

metilación no reportaron diferencias entre los diferentes estadios de Braak y Braak. 

Finalmente, el miRNA-519a presenta unos niveles elevados en toda la AD, por lo que 

podría explicar el decrecimiento en el patrón de expresión de PrPC en estadios tardíos. 

Todo esto sugiere que PrPC está regulado por diversos mecanismos epigenéticos durante 

el desarrollo de la AD y confiere posibles nuevos biomarcadores o dianas de tratamientos. 

Palabras clave: PrPC, Alzheimer, metilación, acetilación de histonas, microRNAs, 

miRNA-519a, Encefalopatías espongiformes transmisibles. 

 

3. INTRODUCCIÓN 

3.1. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. CAUSAS Y SINTOMATOLOGÍA 

La enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer’s Disease) es una enfermedad 

neurodegenerativa y progresiva que conforma el tipo más común de demencia. Se 

caracteriza por la acumulación, tanto de placas amiloides extracelulares, enriquecidas en 

proteína beta-amiloide (Aβ) mal plegada; como de ovillos neurofibrilares intracelulares 

(NFT, del inglés neurofibrillary tangles), compuestos por la proteína tau hiperfosforilada. 

La acumulación tiene lugar en el hipocampo y el córtex temporal del cerebro 

mayoritariamente. Como consecuencia, se observa atrofia cerebral, desintegración 

sináptica y pérdida neuronal, afectando a la memoria, el comportamiento, la personalidad 

y las habilidades del individuo, incapacitándolo para desarrollar una vida de forma 

independiente (Lei et al., 2021). 



TRABAJO FINAL DE GRADO 

 

 

6 
 

  

 

 

 

 

Figura 1. Placas seniles de la corteza temporal de un paciente de AD marcadas mediante 

inmunohistoquímica con anticuerpo Aβ42 (izquierda) y ovillos neurofibrilares observados en una sección 

de hipocampo de un cerebro con AD mediante tinción mediante inmunodetección contra ubiquitina 

(derecha) (Cummings et al., 1998). 

Por una parte, los depósitos de β-amiloide se forman debido a la escisión proteolítica 

secuencial de la proteína transmembrana precursora amiloide (APP), cuya longitud total 

es de 751 aminoácidos. La proteólisis es llevada a cabo por la β-secretasa BACE1 y el 

complejo transmembrana γ -secretasa. BACE1 reconoce la región extracelular de APP, 

generando dos fragmentos: el fragmento N-terminal (sAPPβ) que es liberado al medio 

extracelular y el fragmento C-terminal que es la diana del complejo γ -secretasa. A través 

de la vía amiloidogénica, este complejo degrada el fragmento transmembrana, liberando 

el péptido Aβ. Aβ contiene regiones transmembrana, por lo que tiende a autoagregarse 

hasta llegar a conformar fibras beta (Breijyeh & Karaman, 2020; Castro et al., 2019) (figura 

2).  

Algunas de las causas por las que se cree que son tóxicas las placas seniles son debido al 

bloqueo de canales iónicos, y sus consecuentes desequilibrios homeostáticos, y el 

aumento del estrés oxidativo mitocondrial. Sin embargo, la causa sigue siendo sin ser 

resuelta del todo (Tiwari et al., 2019). Además, está ampliamente reportado que la forma 

más tóxica del Aβ son las formas oligoméricas previas a la fibrilación completa (Klein, 

2002). Por su parte, se ha descrito que el péptido Aβ en forma monomérica no resulta 

tóxico. En contraposición, se ha descubierto que una concentración baja de Aβ favorece 

la neurotransmisión y la memoria (Šerý et al., 2013). De esta forma, el péptido Aβ será 

considerado como un compuesto tóxico cuando la ratio entre su producción y degradación 

sea elevada, lo que indicará un desequilibrio, como se puede observar en la AD. 
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FIGURA 2. Procesamiento proteolítico secuencial de APP, representando la vía amiloidogénica, con la 

subsecuente formación de Aβ por la escisión de APP por la BACE1; y la vía no amiloidogénica, con la 

intervención de α-secretasa en lugar de BACE1. (Castro et al., 2019) 

Cabe destacar, que el APP presenta otra vía por la cual puede ser procesado, la vía no-

amiloidogénica. En esta vía, no actúa la enzima BACE1. La degradación es llevada a cabo 

por una α-secretasa que dará lugar a la generación de un fragmento C-terminal menor de 

APP que carece del sitio de corte para la γ -secretasa, con la consecuente imposibilidad 

de producir péptido Aβ. A su vez se genera el fragmento APPsα, el cual está relacionado 

con la supervivencia de las neuronas, así como su correcto funcionamiento (Tiwari et al., 

2019).   

La polimerización de las placas seniles desencadena la liberación y activación de quinasas 

que desembocan en la hiperfosforilación de la proteína asociada a microtúbulos (MAP) 

tau. Los filamentos de tau hiperfosforilada inducen la autoagregación en filamentos 

helicoidales emparejados (PHF, del inglés paired helical filaments), los cuales se 

acumulan en el citoplasma. Es entonces cuando los filamentos de tau hiperfosforilada 

oligomerizan (Tiwari et al., 2019).  

Tau posee un sitio de unión a microtúbulos, de forma que, permite el coensamblamiento 

de microtúbulos maduros. Sirve de puente de conexión entre los microtúbulos, además 

de estabilizar la red de microtúbulos con el citoesqueleto. Cuando la hiperfosforilación 

ha tenido lugar, tau pierde la capacidad de asociarse con los microtúbulos, las subunidades 

de los túbulos se van disociando y se pierde la estabilidad. Entonces, estas subunidades 
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se convierten en grandes filamentos de tau, los cuales, al agregarse, forman los NFTs. La 

inestabilidad generada entre los microtúbulos conlleva una disfunción del transporte 

axonal, que es dependiente de estos. Por consiguiente, estos NFTs provocan la pérdida o 

disminución de la comunicación entre neuronas, desencadenando finalmente la apoptosis 

neuronal (Breijyeh & Karaman, 2020; Šerý et al., 2013; Tiwari et al., 2019).  

 

Figura 3. Esquema de la agregación de la proteína tau fosforilada que desencadena la demencia (Iqbal et 

al., 2005) 

Esta cadena de reacciones, en la que cada producto promueve la formación del siguiente 

reactivo es lo que se conoce como la hipótesis de la cascada amiloide. Debido a la 

acumulación de Aβ, se produce un aumento en la producción de quinasas, creando un 

desequilibrio con las fosfatasas que desencadena la perdida de estabilidad de los 

microtúbulos por la hiperfosforilación de la proteína tau. Como consecuencia de este 

procesamiento downstream, la neurodegeneración tiene lugar. Es la hipótesis más 

aceptada actualmente, sin embargo, no está aceptada completamente debido a que las 

placas seniles se encuentran también en personas sanas debido al envejecimiento natural. 

Las placas amiloides se han conseguido reducir mediante inmunoterapia contra la 

proteína Aβ, pero solo se veían afectados los niveles de Aβ y no los de NFTs, de forma 

que la reducción de las placas amiloides no tiene por qué ser suficiente para frenar el 

avance de la enfermedad (Holmes et al., 2008; Tolar et al., 2020)  
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La hiperfosforilación de tau con su consiguiente agregación para formar los NFTs, se ha 

demostrado que puede regular directamente la disfunción cerebral, llegando a ser mucho 

más relevante en este suceso que los niveles de Aβ (Castillo-Carranza et al., 2015; Saha 

& Sen, 2019). No obstante, la presencia de los NFTs genera debate, ya que se cree que 

presentan una función neuroprotectora. Los NFTs podrían evitar la presencia de tau 

hiperfosforilada soluble, de forma que esta proteína no secuestrara otras MAP (Iqbal et 

al., 2005). 

Lo que sí es sabido es que tanto los ovillos neurofibrilares como las placas amiloides 

siguen un patrón característico de extensión cerebral a medida que avanza la enfermedad. 

Podemos distinguir entre dos clasificaciones distintas del curso de la EA dependiendo de 

si nos basamos en Aβ (estadios A, B y C) o en NFT (estadios I-VI) tal como muestra la 

figura 4. Son estos últimos, descritos por Braak y Braak en 1991, los que se suelen utilizar 

para el estadiaje de la enfermedad en tejido cerebral post mortem: estadio I-II: etapas 

transentorrinales (hipocampo y neocórtex), casos clínicamente silenciosos; estadios III-

IV: etapas límbicas, AD incipiente; estadios V-VI: etapas neocorticales: AD desarrollado 

(Braak & Braak, 1991). 

Los depósitos de Aβ tienen origen mayoritariamente en los lóbulos temporal y frontal, 

existen pocos casos de EA donde el inicio tenga lugar en corteza parietal y occipital. 

Desde estas localizaciones van proliferando hacia las áreas asociativas llegando a toda la 

isocorteza. Mientras que los ovillos neurofibrilares clásicamente se forman en el 

hipocampo y corteza entorrinal en un inicio y se extienden progresivamente hacia zonas 

corticales (Masters et al., 2015). 
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Figura 4: Esquema de los dos rasgos neuropatológicos que caracterizan la EA, placas amiloides y ovillos 

neurofibrilares, y su localización cerebral según el estadio de avance de la enfermedad (Masters et al., 

2015). 

Comúnmente, la AD suele aparecer a los 65 años, lo que es denominado como AD 

esporádica o de inicio tardío. No obstante, en el caso de que la enfermedad se desarrolle 

antes, se le conoce como AD familiar o de inicio precoz. Este último presenta más 

gravedad que el de aparición tardía, en el que la gravedad de la degradación del tejido 

neuronal varía entre pacientes. La probabilidad de que la causa de aparición de la AD sea 

genética es mayor en los casos de inicio temprano (Blennow & Zetterberg, 2018; 

Tellechea et al., 2018). 

La AD ha sido considerado una enfermedad multifactorial asociado con muchos factores 

de riesgo. Entre los factores de riegos genéticos, la presencia del alelo ɛ4 de la 

apolipoproteína E (ApoE4) es el más relevante para la AD esporádico (van der Flier et 

al., 2011).Tanto si se encuentra de forma homocigótica como heterocigótica, la presencia 

de este alelo está relacionada con una manifestación de la enfermedad más temprana. No 

obstante, la presencia del alelo ε2 confiere protección (Tellechea et al., 2018). En adición, 

mutaciones autosómicas dominantes en los genes APP, PSEN1 y PSEN2, conducen al 

desarrollo de la AD familiar. Para el gen APP, se ha demostrado la existencia de 30 

mutaciones distintas que en el 15% de los casos conducen a AD de inicio precoz. PSEN1 

y PSEN2 conforman dos componentes del complejo de la α-secretasa. En el caso de 

PSEN1, el 80% de los casos de AD de inicio precoz están relacionados con mutaciones 

en este gen (Silva et al., 2019). 

El factor de riesgo no genético más relevante es la edad. La mayoría de los casos se inician 

a edades tardías tal y como hemos avanzado, después de los 65 años. Este grupo está 

compuesto por el 95% de los pacientes de AD, sin embargo, es difícil distinguirlo del 

envejecimiento natural, ya que comparten muchos de los síntomas. En adición, la dieta, 

la inactividad física, problemas cardiovasculares, infecciones, diabetes…; son otros 

factores de riesgo a tener en cuenta (Breijyeh & Karaman, 2020; Silva et al., 2019). 

3.2. DIAGNÓSTICO Y TRATAMIENTO DE LA AD 

Actualmente, la AD solo puede ser diagnosticada de forma precisa mediante un análisis 

histopatológico post mortem por medio de la detección de la formación de las placas 

amiloides y los NFTs en el cerebro del paciente. Y a pesar de que el diagnóstico ante 



TRABAJO FINAL DE GRADO 

 

 

11 
 

mortem se puede realizar actualmente con una certeza razonable utilizando líquido 

cefalorraquídeo (LCR) o biomarcadores de imagen para tomografía por emisión de 

positrones (PET) que permiten la estimación de la deposición cerebral de Aβ y tau (Lowe 

et al., 2019; Tapiola et al., 2009), en la práctica médica está sobre todo basado en la 

confirmación de la pérdida de memoria y de dificultades cognitivas mediante test 

neurológicos como el Mini-Mental State Examination (MMSE) con puntuaciones de entre 

0 a 30, donde una puntuación más baja significa un deterioro cognitivo mayor (Wattmo 

et al., 2016). Al basarse el diagnostico en criterios clínicos y presencia o ausencia de 

síntomas, se suele estimar el diagnostico en un 77% de los casos. Además, la detección 

temprana de la enfermedad sigue siendo complicada debido a que los síntomas de la 

enfermedad no se manifiestan hasta el estadio III y IV de la misma (Nikolac Perkovic et 

al., 2021), de forma que la patología cerebral comienza años antes de la aparición de 

síntomas, y puede ser irreversible en el momento del diagnóstico. De hecho, se estima 

que la patología pudo haber empezado en el cerebro de 15 a 20 años antes de la aparición 

de los síntomas clínicos. Cabe destacar, además, que existe heterogeneidad 

fisiopatológica entre la AD de inicio tardío y el de inicio temprano. La AD de inicio tardío 

no suelen tener una patología de AD pura, además de las placas seniles y de los NFTs, 

presentan también depósitos de α-sinucleína y cambios microvasculares. Como 

consecuencia, la patología de la AD tardía es variable, dificultando el diagnóstico 

(Blennow & Zetterberg, 2018). 

Se han realizado muchos estudios para buscar biomarcadores, pero, a día de hoy, todavía 

no existen biomarcadores que puedan usarse para diagnosticar la AD con exactitud, 

además de diferenciarlo de otras neuropatologías causantes de demencia. Algunos pueden 

ayudar a evaluar el progreso de la AD, como sería el análisis de los niveles de Aβ en el 

líquido cefalorraquídeo (LCR), sin embargo, la toma de medidas en este caso implica una 

punción lumbar invasiva. Y, a pesar de que en los últimos años están emergiendo estudios 

longitudinales que relaciones los niveles de Aβ y tau hiperfosforilada en sangre con el 

avance de la enfermedad (revisado en (Leuzy et al., 2022a), aún estamos lejos de poder 

cribar a la población general para avanzarnos al diagnóstico. Es por lo tanto necesario 

seguir buscando métodos no invasivos que permitan un diagnóstico temprano de la 

enfermedad para evitar el deterioro cognitivo. En esta dirección, el estudio de las 

modificaciones epigenéticas está cobrando cobrado protagonismo (Nikolac Perkovic et 

al., 2021).  
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Figura 5. Principales eventos fisiopatológicos en relación con el curso clínico de la AD (Long & 

Holtzman, 2019). 

En lo referente al tratamiento de la enfermedad, actualmente se centra en tratar los 

síntomas, como serían la acetilcolinesterasa y los antagonistas del N-metil d-aspartato 

(NMDA); pero no existe ninguno que cure o prevenga la AD (Breijyeh & Karaman, 2020). 

Muchos otros tratamientos fueron efectivos en animales, sin embargo, poseían serios 

efectos secundarios. En este sentido se ha estado estudiando un tratamiento basado en dos 

HDACi, las cuales son las encargadas de la desacetilación de histonas y donde se 

consiguió una restauración de la memoria y de la capacidad de aprendizaje. Sin embargo, 

estas proteínas no son específicas únicamente de las histonas, sino que también reconocen 

otras proteínas del citoplasma (Nikolac Perkovic et al., 2021). Esto ha provocado que en 

11 años no hayan surgido nuevos tratamientos, lo que, sumado a la incapacidad de actuar 

en etapas tempranas para la prevención, supone un desafío que se debe considerar 

seriamente abordar. 

3.3. LA PROTEÍNA PRIÓNICA CELULAR (PrPC) 

La proteína priónica celular es una glicoproteína endógena que está anclada a la 

membrana plasmática mediante un dominio glicosilfosfatidilinositol y juega un papel 

crucial en las enfermedades neurodegenerativas conocidas como prionopatías o 

encefalopatías espongiformes transmisibles (EET). El gen PRNP es codificante de esta 

proteína, y se encuentra en el cromosoma 20 en humanos. El gen PRNP está compuesto 

por dos exones, de los cuales es el segundo el que codifica para la proteína (Lidón et al., 

2020). La estructura terciaria final adoptada por PrPC consiste en un extremo C-terminal 

globular que contiene 3 α-hélices, dos láminas β, y un extremo N-terminal flexible, el 

cual constituye el sitio principal de unión Cu2+, además de permitirle interaccionar con 

otras proteínas. PrPC se expresa principalmente en el sistema nervioso central, 
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mayormente en las neuronas; pero, sin embargo, en niveles más reducidos se pueden 

encontrar en otros tejidos y tipos celulares (Castle & Gill, 2017). Se expresa de forma 

constitutiva en todo tipo de células, no obstante, la expresión se ve regulada según la etapa 

de desarrollo. La secuencia de este gen está altamente conservada en vertebrados, por lo 

que puede ser un indicativo de que presenta una función biológica esencial (Manni et al., 

2020; Miranzadeh Mahabadi & Taghibiglou, 2020). En etapas tempranas del desarrollo, 

los niveles de PrPC aumentan, se estabilizan en la adultez y con el envejecimiento 

disminuye (Mahal et al., 2001).  

PrPC puede plegarse de forma incorrecta, de forma que adquiere una estructura rica en 

láminas β en vez de α-hélices en el extremo C-terminal, originando una versión patológica 

denominada proteína priónica scrapie (PrPsc) (Miranzadeh Mahabadi & Taghibiglou, 

2020). Es una proteína infecciosa cuya autopropagación es llevada a cabo mediante la 

unión a PrPC, de forma que desencadena un cambio conformacional generando nuevas 

PrPsc (Manni et al., 2020). La proteína PrPsc es el agente causal de las EETs, como podrían 

ser enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), síndrome de Gerstmann-Sträussler-

Scheinker (GSS), kuru e insomnio familiar fatal (FFI) (Sakudo & Onodera, 2015).  

Sabemos que la región promotora del PRNP posee una isla CpG, además de sitios de 

unión putativos a diversos factores de transcripción, como serían los activadores 

transcripcionales Sp1, HSE, AP-1 y AP-2. Estos sitios de unión regulan la expresión de 

genes como respuesta a varios estímulos (ej.: tratamiento con insulina, factores de 

crecimiento) por lo que podría estar implicada en numerosos procesos celulares aún sin 

identificar (Lidón et al., 2021; Miranzadeh Mahabadi & Taghibiglou, 2020; Sakudo & 

Onodera, 2015). Se cree que dicha proteína posee un papel neuroprotector, roles anti 

apoptóticos durante el estrés oxidativo, evita demielización, aporta plasticidad sináptica, 

crecimiento de neuritas, modulación de especies de superóxido dismutasa (SOD), entre 

otras. Sin embargo, ciertos estreses aumentan la expresión de este gen: el estrés oxidativo, 

genotóxico o del retículo endoplasmático (Castle & Gill, 2017; Lidón et al., 2020) 

aumentando la neurotoxicidad, y por lo tanto la muerte celular.  

3.4. RELACIÓN ENTRE PrPC Y AD 

En lo referente al AD, se ha demostrado que PrPC está directamente asociada con los 

niveles de tau y de Aβ. Se ha demostrado en diversos estudios que la proteína PrPC, por 

una parte, interacciona con los ligandos difusibles derivados de la proteína Aβ (ADDLs) 
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u oligómeros, las especies más tóxicas de las proteínas Aβ. En cambio, centrándose en la 

proteína tau, PrPC regula negativamente su expresión. De esta forma, se conjetura que la 

proteína PrPC puede tener un rol neuroprotector contra la AD, pero continúa existiendo 

controversia acerca de sus roles en el trastorno (Lidón et al., 2020, 2021). 

La asociación existente entre las Aβ y PrPC se debe a que PrPC es un receptor de estas. 

Reconoce a Aβ gracias al extremo N-terminal. Cuando los oligómeros de Aβ son 

reconocidos por un receptor celular, causan una supresión de la plasticidad sináptica, 

disfunción sináptica y deterioro cognitivo. Así pues, PrPC constituye un mediador de la 

disfunción sináptica inducida por el oligómero Aβ (Laurén et al., 2009). Sin embargo, la 

ausencia de este receptor celular no previene la disfunción neuronal ni afecta a los niveles 

de Aβ (Calella et al., 2010).  

A pesar de que no disminuye los niveles de Aβ de forma directa, algunos estudios 

determinan que podría regular su generación debido a que inhibe el funcionamiento de 

BACE1. Como consecuencia, APP no es procesado y por lo tanto los niveles de Aβ 

disminuyen (Fluharty et al., 2013). Asimismo, algunos autores han demostrado que la 

molécula AICD, generada del procesamiento de APP intracelular, regula al alza la 

expresión de PRNP. En consecuencia, se origina un feedback en bucle, el cual mantiene 

el equilibrio entre la degradación y la formación de Aβ (figura 2) (Kellett & Hooper, 

2009). Este hecho está respaldado por la disminución de los niveles de PrPC con el 

envejecimiento de forma que la inhibición de BACE1 no es tan fuerte y se genera más 

Aβ. Cabe destacar que la presencia de PrPC soluble podría secuestrar los oligómeros de 

Aβ en el espacio extracelular y bloquear sus efectos sinaptotóxicos, impidiendo la 

formación de los NFTs (Kellett & Hooper, 2009). 

La proteína tau por su parte, se ha demostrado que modifica el transcriptoma del cerebro 

de los pacientes de Alzheimer. Es, además, un regulador positivo de la expresión del gen 

PRNP mediante la unión a los factores transcripcionales AP-1 y Sp1 (Lidón et al., 2020). 

De la misma forma, PrPC regula negativamente la expresión de tau, originando una 

regulación cruzada entre ambos componentes. Esto podría explicar en parte el hecho de 

encontrar mayores niveles de expresión de PrPC en etapas iniciales de la AD, coincidiendo 

con el crecimiento exponencial de las formas solubles de tau (Vergara et al., 2015). 



TRABAJO FINAL DE GRADO 

 

 

15 
 

Aunque, tal y como puede apreciarse en la figura 6, la expresión de PrPC cae con el avance 

de la enfermedad.  

 

 

 

 

FIGURA 6. Sobreexpresión de PrPC en el hipocampo de pacientes de AD post mortem en estadios iniciales 

(Braak I-II) comparado a pacientes sanos (C: controles). A. Western blot (WB) de la expresión total de 

PrPC empleando anticuerpo anti-PrPC (monoclonal 6H4). Como control de carga se utilizó la proteína actina 

(Vergara et al., 2015). B-C. Expresión de PrPC en WB (B) y RT-PCR (C) en 13 cerebros sanos y 57 

pacientes de AD agrupados como: Control (pacientes sanos), AD Inicial (Braak I-II), AD Intermedio (Braak 

III-IV) y AD Tardío (Braak V-VI) (Lidón et al., 2021). 

3.5. MECANISMOS DE REGULACIÓN EPIGENÉTICA Y CONOCIMIENTOS ACTUALES EN 

TORNO AL AD Y A LA EXPRESIÓN DE PrPC 

La epigenética engloba aquellos mecanismos que conforman el fenotipo de forma 

reversible, sin cambios genotípicos. Algunos de estos métodos son la metilación del 

DNA, las modificaciones postranscripcionales de histonas (ya sean acetilaciones, 

metilaciones, fosforilaciones…) y los RNA no codificantes. En la AD, estos factores 

están alterados, y pueden contribuir a la expansión y desarrollo de la enfermedad. Las 

modificaciones epigenéticas tienen la capacidad de adaptarse rápidamente a los cambios 

originados en el medio debido a que son reversibles (Coppedè, 2021). 
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La primera prueba que apoyaba el papel de la metilación parcial del DNA en la 

patogénesis de la AD fue una metilación en menor grado en la región promotora del APP 

del lóbulo temporal de un paciente con AD. A partir de aquí, se han demostrado los 

diferentes papeles del aumento de la acetilación de histonas y de algunos microRNAs en 

la enfermedad (Coppedè, 2021). 

3.5.1. METILACIÓN DEL DNA 

La metilación del DNA está catalizada por una familia de DNA metiltransferasas. Estas 

enzimas transfieren un grupo metil de la molécula S-adenil metionina al quinto carbono 

perteneciente a un residuo de citosina (C) (Moore et al., 2013). El resto de las bases 

nitrogenadas se pueden metilar también, sin embargo, las Cs son los residuos en los que 

ocurre con más frecuencia. En aquellas Cs que se encuentren precediendo a una guanina, 

es decir, formando el dinucleótido CpG, la metilación es todavía más usual. Y estas CpG 

las encontramos en mayor frecuencia en las denominadas islas CpG. Sin embargo, la 

metilación se puede dar también en Cs que preceden a los nucleótidos adenina (A), C o 

timidina (T) en menor frecuencia. Aun así, en algunos tejidos, incluido el nervioso, estas 

metilaciones en lugares no CpG son más frecuentes de lo que se pensaba (Guo et al., 

2014; Jang et al., 2017). Una isla CpG consiste en una secuencia de unas 1000 pb con un 

porcentaje de G y C elevado (Deaton & Bird, 2011). Estas sirven como sitios de unión 

para factores transcripcionales ya que se encuentran habitualmente en regiones 

regulatorias, de manera que en su forma no metilada es cuando se permite la unión, sino, 

en cambio, el gen es silenciado (Nikolac Perkovic et al., 2021). Normalmente, la mayoría 

las islas CpG del genoma de mamíferos están metilados (Moore et al., 2013) y el 70% se 

encuentran dentro de promotores (Moore et al., 2013). En los promotores de los genes 

housekeeping, muy habitualmente se encuentran islas CpG en su interior. Estas 

secuencias están altamente conservadas en los humanos, lo que nos indica que deben tener 

una función esencial (Moore et al., 2013). 

Los patrones de metilación pueden ser estudiados por métodos como la 

inmunoprecipitación del DNA metilado, la conversión del DNA por bisulfito o ensayos 

basados en enzimas sensibles a la metilación (Moore et al., 2013). 
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PROMOTOR  PRNP 

Hoy por hoy, el patrón de metilación del promotor del gen PRNP y cómo afecta este a su 

expresión sigue siendo desconocido en humanos, a pesar de ser un gen de expresión 

constitutiva. Estudios del gen homólogo en ratones no afectado por la AD han sido 

realizados, de forma que el patrón de metilación y su correlación con la expresión del gen 

han sido descritos en diferentes tejidos de ratones (Dalai et al., 2017). Gracias al estudio, 

se ha determinado que la región promotora contiene una isla CpG desmetilada al tratarse 

de un gen housekeeping. La isla CpG se encuentra entre los nucleótidos -218 y +152 (unas 

370pb). No obstante, se encontraron dinucleótidos CpG en la región 5’ del promotor 

PRNP metiladas específicamente en función del tejido y del cultivo (Dalai et al., 2017). 

Paralelamente, se observó que la concentración de mRNA disminuía según el patrón de 

metilación de estas regiones. 

Para determinar la correlación entre la metilación y la expresión de PRNP, se estudió la 

diferenciación neuronal de una línea celular de ratón perteneciente a un carcinoma 

embrionario, la línea P19C6. Se observó como aumentó la expresión del gen conforme la 

región 5’ de la isla CpG se desmetilaba, lo que sucedía en las células diferenciadas (Dalai 

et al., 2017b). De esta forma, si se consigue caracterizar el patrón de metilación del 

promotor del gen PRNP, se puede determinar si hay diferencias entre diferentes estadios 

de Braak que se correlacionen con las variaciones en la expresión de PrPC (figura 6), entre 

diferentes tejidos y saber que factores de transcripción están activos y contribuyen a la 

expresión en la enfermedad. 

3.5.2. ACETILACIÓN DE HISTONAS 

La acetilación de histonas supone un aumento en la expresión de un gen, ya que hace la 

cromatina más accesible. Mediante histonas acetiltransferasas (HAT), la carga positiva 

de la histona es neutralizada, por lo que la atracción entre el DNA (cargado 

negativamente) y la histona disminuye, y este se encuentra más libre y accesible para la 

unión de los factores transcripcionales. Por lo tanto, el grado de condensación de la 

cromatina, es el responsable de la regulación de la transcripción del gen. El mecanismo 

contrario, la desacetilación de histonas, aumenta la carga positiva de las histonas, por lo 

que la unión de estas con el DNA cromosómica aumenta, compactando más la cromatina 

(Nikolac Perkovic et al., 2021). Se puede estudiar el nivel de acetilación de histonas 

mediante la inmunoprecipitación de cromatina, seguida de una RT-PCR. 
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PROMOTOR  PRNP 

Este mecanismo epigenético afecta a la transcripción del gen PRNP. El estudio realizado 

por Cabral et al. (Cabral et al., 2002) ha demostrado que la inhibición de una histona-

deacetilasa (HDAC) mediante el inhibidor tricostatina A (TSA) aumentaba la actividad 

del promotor, del mRNA y de la proteína PrPC. Otros inhibidores que también se ha 

demostrado su eficacia son el cAMP y el éster del forbol. Ambos inhiben la desacetilación 

de las histonas, de forma que aumentan la expresión el gen. De este modo, se determina 

que la expresión del gen PRNP está regulada en gran medida por la conformación espacial 

de la cromatina, ya que la rotura de las fibras de la cromatina permite la unión de los 

factores de transcripción, así como activadores de la transcripción, como serían Sp-1, AP-

1 y AP-2 (Mahal et al., 2001). Un incremento en la acetilación de histonas en estadios 

tempranos se podría correlacionar con el aumento de expresión en las primeras etapas de 

la AD de PrPC. 

3.5.3. MICRORNAs 

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes de entre 19 y 25 bp. Inducen el 

silenciamiento génico postranscripcional al unirse a la región 3’-UTR (del inglés 

untranslated regions) de RNA mensajeros (mRNA) complementarios y provocar, o su 

degradación al formar un dsRNA (del inglés double stranded DNA), o la inhibición de la 

traducción (Walgrave et al., 2021). En el caso de que la hibridación con el mRNA sea 

completa, el transcrito será degradado, pero, en cambio, si la secuencia es reconocida 

parcialmente (unos 7 nucleótidos), la traducción será inhibida (Kim, 2005). 

Los miRNA se originan mediante el procesamiento secuencial de un transcrito (primary-

miRNA) cuya conformación corresponde con un ‘hairpin’ que sufre una escisión por dos 

endonucleasas: Drosha (ocurre en el interior del núcleo) y Dicer (ocurre en el citoplasma), 

en ese orden respectivamente. Posteriormente pasa a formar parte de un complejo proteico 

denominado RISC con las proteínas argonautas (ARGO), cuya función es el 

silenciamiento de genes (Pushparaj et al., 2008) (figura 7). 
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FIGURA 7. Biogénesis de miRNAs (Kumar & Reddy, 2016). 

En lo referente al AD, varios estudios han demostrado la implicación de miRNAs en esta 

enfermedad y su potencial como biomarcadores o dianas terapéuticas. Estudios previos 

han demostrado que un gran número de miRNAs se encuentran desregulados en pacientes 

de AD, por lo que pueden estar implicados en el desarrollo de la enfermedad (Jia & Liu, 

2016; Kumar & Reddy, 2016, 2019). Los miRNAs se pueden encontrar tanto en tejidos 

como en fluidos circulatorios, como el plasma, la sangre, la saliva, la orina y el LCR. En 

comparación con los mRNA, los miRNA son bastante estables en diferentes fluidos 

biológicos (Kumar & Reddy, 2016; Nikolac Perkovic et al., 2021). Estas características 

provocan que los miRNAs puedan constituir biomarcadores fiables, sensibles y no 

invasivos. Se ha demostrado que miRNA-101 modula negativamente la expresión del 

APP en cultivos de células humanas, de forma que puede modular la acumulación de Aβ. 

En pacientes de AD se observó que está regulado negativamente, disminuyendo conforme 

la enfermedad avanza. Por consiguiente, la acumulación de Aβ en estadios finales puede 

que se incremente por la disminución de miRNA-101 (Jia & Liu, 2016; Long & Lahiri, 

2011). Por otra parte, se ha observado un decrecimiento en los niveles sanguíneos de 

miRNA-223, con una correlación positiva fuerte con valores de MMSE (ver más arriba), 

de forma que se especula que pueda ser un marcador de AD severo según las puntaciones 

de MMSE (Jia & Liu, 2016).  

PROMOTOR  PRNP 
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Otro de los miRNAs que se identificó como asociado al AD fue el miRNA-519, el cual 

está regulado positivamente (Jia & Liu, 2016) y según un estudio in silico de nuestro 

grupo en colaboración de la Dra. Eulàlia Martí, miRNA-519a-3p tiene como secuencia 

diana la región 3’-UTR del promotor de PRNP, la cual tiene una longitud de 1608bp. 

Además, ya se ha demostrado la degradación del mRNA de PRNP por los miRNA-519b-

3p y miRNA-519d-3p, pertenecientes a la misma familia (Pease et al., 2019). 

En AD, se ha demostrado su incremento en sangre (Zhao et al., 2019) y suero sin mostrar 

correlación con MMSE (Jia & Liu, 2016), en LCR (46) y en frontal cortex (FC) (Lau et 

al., 2013). Sabemos que el patrón de expresión de PrPC, como se observa en la figura 6, 

esta regulado negativamente en los estadios finales de la enfermedad, por lo que miRNA-

519a-3p puede ser uno de los responsables de la inhibición que sufre el gen. En Lau et al 

2013 (Lau et al., 2013), se determina su patrón de expresión por estadios de Braak de 

miRNA-519a-3p, de forma que se puede observar que tienen una correlación inversa con 

PrPC al inicio de la enfermedad.  

Es importante mencionar que la expresión de este mismo microRNA se encuentra 

reducida en la enfermedad de Parkinson en células madre pluripotentes inducidas (iPSC). 

Este hecho le confiere potencial a miRNA-519a-3p como biomarcador ya que podría 

llegar a ser un biomarcador fiable si permite discernir entre la AD y otras enfermedades 

con cuadros de demencia y degeneración cognitiva (Tolosa et al., 2018). 

Cabe destacar que la mayoría de los estudios realizados en torno a las modificaciones 

epigenéticas acaecidas en la AD han sido realizados con una cantidad de muestras 

limitadas. Además, debido a la dificultad que presenta el diagnóstico de los estadios 

iniciales las muestras son todavía más escasas. Así pues, nuestra línea de investigación 

principal se ha focalizado en los estadios iniciales del trastorno para entender los 

mecanismos de funcionamiento y así poder diagnosticar y tratar de forma más efectiva y 

temprana la AD.  

 

4. HIPÓTESIS 

Sabiendo que la expresión de la proteína PrPC, asociada al AD, varía según el estadio de 

Braak y Braak de la enfermedad, creemos que diversos mecanismos epigenéticos pueden 

estar implicados. Así, cambios epigenéticos que afectan a la transcripción, como serían 
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la metilación y la acetilación de histonas del promotor, podrían inducir el incremento en 

estadios tempranos, mientras que los que afectan al mRNA, como serían los miRNA, 

estarían vinculados con la reducción de expresión en etapas avanzadas. Poder determinar 

los mecanismos implicados nos serviría como biomarcadores para un diagnóstico más 

preciso y un tratamiento contra el desarrollo de la enfermedad. 

 

5. OBJETIVOS 

La expresión de la proteína PrPC está afectada por mecanismos epigenéticos, como se ha 

podido observar en ratones (ver introducción) y sabemos que aumenta en los estadios 

iniciales de la enfermedad, y posteriormente disminuye. Por ello, el objetivo principal de 

este trabajo es estudiar los mecanismos epigenéticos que afectan a la expresión de la 

proteína PrPC en los diferentes estadios de Braak y Braak de la enfermedad de la AD. Para 

ello, nos hemos propuesto los siguientes objetivos específicos:  

1º Análisis de la regulación transcripcional del promotor del gen PRNP en AD mediada 

por la metilación del promotor y la acetilación de las histonas asociadas al promotor. 

2º Análisis de la regulación postranscripcional del gen PRNP en AD mediada por el 

miRNA, miR519a-3p.  

 

6. METODOLOGÍA 

6.1. MATERIALES 

- 50mM Tris-HCL pH=8 

- 100mM EDTA Ph=8 

- 1% SDS 

- Proteinasa K 

- RNAasa  

- Etanol 70% y 95% 

- H2O nuclease free (Ambion,USA) 

- BamHI (New England BioLabs, ) 

- Taq AccuPrime (Invitrogen-Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, USA) 

- 10x Buffer II Taq AccuPrime (Invitrogen-

Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA) 

- BigDye Terminator v3.1 (Applied 

Biosystems; Warrington, Reino Unido) 

- 5x Sequencing Buffer v3.1 (Applied 

Biosystem, Warrington, Reino Unido) 

- Placa de 96 pocillos (Applied Biosystem, 

Singapur, Singapur) 

- 2x SYBR Green Master Mix (Qiagen, 

EEUU) 

- 2x miRCURY SYBR Green Master Mix 

(Qiagen, EEUU) 

- ROX reference Dye (Qiagen, EEUU) 
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6.2. MUESTRAS HUMANAS: 

El grupo de investigación posee muestras de cerebros humanos post mortem de pacientes 

sanos (C1-C13), así como de pacientes en diferentes estadios de la AD (AD1-AD50). Las 

muestras pertenecen al biobanco de Tejidos Neurológicos de IBIDELL-Hospital 

Universitario de Bellvitge y Universidad de Barcelona. 

Tabla 1. Pacientes control y AD, categorizados por estadios de Braak y Braak del I al VI usados en este 

estudio.  

 

Case number Braak and 

Braak stage 

Gender Age Post-mortem 

delay 

Analysis Tissue RIN 

C1 

C2 

C3 

C4 

C5 

C6 

C7 

C8 

C9 

C10 

C11 

C12 

C13 

AD1 

AD2 

AD3 

AD4 

AD5 

AD6 

AD7 

AD8 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

I 

I 

I 

I 

I 

I 

I 

I 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

F 

F 

M 

F 

F 

M 

F 

M 

M 

F 

M 

M 

F 

M 

39 

85 

78 

59 

43 

70 

51 

86 

46 

70 

82 

46 

61 

64 

53 

74 

79 

61 

67 

73 

70 

9h 15min 

N.A. 

N.A. 

N.A. 

4h 35min 

N.A. 

3h 30 min 

4h 

9h 35min 

13h 

11h 

20h 

2h 45 min 

2h 15min 

6h 15 min 

4h 

3h 35min 

5h 35min 

14h 40min 

15h 45min 

5h 

miRNA 

miRNA 

miRNA 

miRNA 

miRNA 

miRNA 

Met 

ChIP/miRNA 

miRNA 

ChIP/Met/miRNA 

Met/miRNA 

ChIP/Met 

Met 

Met 

ChIP/Met 

Met 

Met 

miRNA 

ChIP/mRNA 

ChIP/miRNA 

miRNA 

FC 

FC 

FC 

FC 

HIPO 

FC 

HIPO 

FC 

HIPO 

HIPO 

HIPO/FC 

HIPO 

HIPO 

HIPO 

HIPO 

HIPO 

HIPO 

FC 

HIPO/FC 

HIPO/FC 

FC 

7.00 

6.00 

6.10 

7.60 

N.A. 

2.60 

N.A. 

6.80 

N.A. 

6.60 

6.00 

2.90 

5.10 

N.A. 

8.50 

N.A. 

6.50 

6.60 

4.40 

4.90 

6.50 

- Bisulfito de sodio (Sigma-Aldrich,St. 

Louis, EEUU) 

- Hidroquinona (Sigma-Aldrich,St. 

Louis, EEUU) 

- GeneJet Gel Extraction and DNA 

Cleanup Micro Kit (Thermo Scientific, 

Vilnius, Lituania ) 

- 3N NaOH 

- Qiagen PCR purification Kit 

- 50mM Hepes-KOH pH 7,6 

- 500mM LiCl 

- 1mM EDTA 

- Agarosa (Conda-Pronadisa, Madrid, 

España) 

- Formaldehido 1% 

- 50 mM Heppes-KOH pH 7,5 

- 1mM EDTA 

- 0,5mM EGTA. 

- Glicogeno 2 µg/µl 

- 10M acetate de amonio pH = 7,8 

- H3K9ac; Abcam 

- ChromPure Rabbit IgG (Jackson 

Immuno Research) 

- 1% Igepal 

- 0,7% Na-Deoxicolat 

- Dynabeads-proteína G (Invitrogen-

Thermo Fisher Scientific) 

- 100mM NaCl 
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F: female; M: male; FC: Frontal cortex; HIPO: Hippocampus N. A.: not available 

 

6.3. EXTRACCIÓN DE DNA 

Inicialmente, se corta un fragmento de cerebro de uno 30mg tanto de muestras control 

como de muestras de estadios avanzados de AD. El fragmento de cerebro es resuspendido 

en un tampón de lisis que contiene: 100mM NaCl, 50mM Tris-HCL pH=8, 100mM 

EDTA Ph=8, 1% SDS y proteinasa K. La solución es incubada over-night (O/N) a 56ºC 

en agitación. Al día siguiente, se añade RNAasa y se vuelve a incubar durante 30 min a 

37ºC. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se introduce NaCl para neutralizar 

la carga negativa de los fosfatos. Finalmente, se procede a purificar el DNA por 

precipitación, de forma que, tras una primera precipitación, se traspasa el sobrenadante a 

otro eppendorf, el cual contine isopropanol para precipitar el DNA mediante una segunda 

precipitación. En esta segunda precipitación, el sobrenadante es descartado y el pellet es 

lavado con etanol al 70% para terminar de eliminar proteínas residuales, sales y azucares. 

AD9 

AD10 

AD11 

AD12 

AD13 

AD14 

AD15 

AD16 

AD17 

AD18 

AD19 

AD20 

AD21 

AD22 

AD23 

AD24 

AD25 

AD27 

AD30 

AD31 

AD32 

AD33 

AD34 

AD35 

AD36 

AD37 

AD38 

AD39 

AD40 

AD41 

AD42 

AD43 

AD44 

AD45 

AD46 

AD47 

AD48 

AD49 

AD50 

II 

II 

II 

II 

II 

II 

II 

II 

III 

III 

III 

III 

III 

III 

III 

III 

III 

IV 

IV 

IV 

IV 

V 

V 

V 

V 

V 

V 

V 

V 

V 

V 

V 

VI 

VI 

VI 

VI 

VI 

VI 

VI 

M 

F 

F 

F 

M 

F 

M 

M 

M 

F 

F 

F 

M 

F 

M 

F 

M 

F 

M 

F 

F 

M 

M 

M 

M 

F 

F 

M 

M 

F 

M 

F 

M 

F 

F 

F 

M 

F 

M 

65 

86 

75 

86 

55 

57 

69 

74 

77 

71 

77 

79 

84 
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El sobrenadante es descartado y el pellet se deja secar para posteriormente resuspenderlo 

en 30 µL de H2O nuclease free. Finalmente, se cuantifican las muestras con el 

espectrofotómetro NanoDrop ND-1000, con el programa ND-1000 V3.8.1. 

6.4. CONVERSIÓN POR BISULFITO 

Una vez extraído el DNA de las diferentes muestras cerebrales, este fue bisulfitado 

mediante el protocolo (Pappas et al., 2013). En el paso inicial de este método se utilizó la 

enzima BamHI debido a que no presentaba dianas de restricción en los amplicones. Se 

utilizan 2 µL de esta enzima para digerir 1 µg de DNA. Se incuba O/N a 37ºC y 

posteriormente se limpia y purifica mediante el kit “Thermo Scientific GeneJet Gel 

Extraction and DNA Cleanup Micro Kit”. 

A continuación, comienza la conversión del DNA de cadena simple por bisulfito. Esta 

técnica resulta en la deaminación de las Cs no metiladas a uracilos. Se desnaturaliza el 

DNA con NaOH 3N durante 15 min a 37ºC y posteriormente se purifica el DNA de igual 

manera que el paso anterior. Paralelamente, se prepara una solución de bisulfito de sodio-

hidroquinona, la cual debe ser preparada el mismo día de su uso. Esta solución se prepara 

diluyendo el bisulfito de sodio en H2O MQ, el pH ha de ser 5 y finalmente se añade 1 mL 

de una solución de hidroquinona (tiene 2 meses de caducidad). Esta solución se utiliza 

para sulfonar las Cs no metiladas del ssDNA, cuyo proceso se realiza en el Termociclador 

Mastercycler® EP, EPPENDORF. Tras la incubación, se obtienen las Cs sulfonadas en 

el carbono 6. A continuación, se procede a desaminar las citosinas-6-sulfonato a uracilo-

6-sulfonato con NaOH 3N. Los uracilos-6-sulfonados se convierten a uracilo mediante 

una desulfonación, y para ello se mezcla (en hielo) el DNA con glicógeno 2 µg/µl, 10M 

acetato de amonio pH 7,8 y etanol 95% ice cold (en ese orden) y se deja en hielo 10 min. 

Se procede a centrifugar a 4ºC para retirar la solución y quedarnos con el pellet, el cual 

se debe lavar con etanol al 70% ice cold y posteriormente centrifugar a 4ºC. Finalmente, 

se deja secar el DNA convertido y precipitado. 

Por consiguiente, los residuos de Cs metiladas no serán modificados ya que los iones de 

bisulfito empleados para la conversión no reaccionan con ellas. Gracias a esta técnica, y 

tras una posterior amplificación por PCR y secuenciación del amplicón resultante, se 

pueden determinar las Cs metiladas. Aquellas que aparezcan como C en los resultados de 

la secuenciación, corresponderán a Cs metiladas. Algunas de las timinas resultantes, en 
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cambio, corresponderán con Cs no metiladas que han sufrido la conversión a uracilo 

(Pappas et al., 2013) (figura 8). 

 

    

 

 

FIGURA 8. Representación del cambio de base en la secuencia de DNA con la conversión por bisulfito 

(Pappas et al., 2013). 

 

6.5. INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA (ChIP) 

Partiendo de 130mg de tejido cerebral de pacientes de AD en diferentes estadios de Braak 

y Braak, tanto de hipocampo como de FC, se disgregan las muestras mecánicamente con 

un embolo y se fijan con una solución de 1% de formaldehido, 50 mM Heppes-KOH pH 

7,5, 100mM NaCl, 1mM EDTA y 0,5mM EGTA durante 15 min a 4ºC. Tras la fijación, 

se lavan las muestras con PBS y se centrifugan a 4ºC con tampón salino (composición en 

la tabla siguiente), de lo que se obtienen los extractos celulares. 

Tabla 2. Composición de los tampones de lisis empleados en el protocolo de la ChIP. 

Tampón de lisis de membrana 

celular 

50mM Hepes-KOH Ph 7,5, 140 mM NaCl, 1mM 

EDTA, 10%glicerol, 0,5% Igepal, Triton X-100 

Tampón de eliminación de 

detergente 

200 mM NaCl, 1mM EDTA, 10mM Tris-HCl pH 

8, 0,5mM EGTA 

Tampón de disrupción del núcleo 100 mM NaCl, 1mM EDTA, 10mM Tris-HCl pH 

8, 0,5mM EGTA, 0,1% Na-Deoxicolato, 0,5% N-

Lauroilsarcosina 

 

Estos se sometieron a 10 ciclos de sonicación de 8s con un pulso del 50% y una potencia 

de 72%, utilizando la Ultrasonic Processor VP50H. De este lisado celular crudo, se 

guarda un 5%, el cual conformará el input, el resto se bloquea con PBS al 0,5% de 

albumina sérica bovina (BSA) y a continuación se hace un prelavado con Protein G 

Dynabeads sin anticuerpos. Es entonces cuando se realiza la inmunoprecipitación, la 
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mitad de la muestra se incuba con Protein G Dynabeads conjugados con el anticuerpo 

anti-histona 3 acetilada en la lisina 9 (H3K9ac), la cual se correlaciona con una 

transcripción activa, O/N a 4ºC, y la otra mitad se utilizará como control negativo y se 

incuba con el anticuerpo ChromPure Rabbit IgG.  

Finalmente, el DNA inmunoprecipitado se lava con tampón de lavado (50mM Hepes-

KOH pH 7,6, 500mM LiCl, 1mM EDTA, 1% Igepal, 0,7% Na-Deoxicolat) y se eluye 

con 50mM Tris pH 8, 10mM EDTA y 1%SDS. 

Para revertir las uniones con los anticuerpos, las muestras se incuban a 65ºC O/N. 

Finalmente el DNA se trata con RNAasa A y Proteinasa K, y se purifica utilizando el kit 

“Qiagen PCR purification Kit”. Es entonces cuando se analizará el DNA por PCR o RT-

PCR para cuantificar la acetilación de la histona. 

6.6. PCR 

Los primers utilizados fueron diseñados mediante el software de Methyl Primer Express 

v.1.0 para los necesarios en el análisis de la metilación y el programa Primer3Web 

(https://primer3.ut.ee/) para los destinados al análisis de la ChIP, los cuales corresponden 

con la pareja de primers Me2. 

Para el análisis de metilación, los primers se diseñaron de forma específica para la isla 

CpG teniendo en cuenta la desaminación del DNA. Así pues, se diseñaron dos tipos de 

primers: los BSPs (BSP1) y los MSP (nMeB4 y Me5). Los BSPs están dirigidos a 

regiones de la isla CpG que no poseen Cs, por lo que estos primers deberían tener facilidad 

a la hora de hibridar con el DNA bisulfitado debido a que la secuencia no ha cambiado. 

Sin embargo, la región contiene muchas Cs, por lo que es complicado diseñar un primer 

libre de ellas. Por otra parte, los MSP corresponden con dos parejas de primers que están 

dirigidos a la misma región, pero, sin embargo, uno posee las Cs convertidas (nMe) y el 

otro las mantiene como si estuvieran todas metiladas (Me) y por lo tanto no se convirtieran 

a timina. En este caso, solo están reflejadas las parejas de primers de las que se obtuvo 

amplificación. 

 

 

 

https://primer3.ut.ee/
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Tabla 3. Primer diseñados para los análisis de metilación y acetilación de histonas. 

 

PRIMER (5'-3') 

Tm 

(ºC) LONGITUD ANÁLISIS 

Me2-

PRNP-F 

GCCTGGTTTACGCCCATTTC 62 200 bp ChIP 

Me2-

PRNP-R 

CGCTCCGTTTAAAAACCCGT 62 200 bp ChIP 

nMeB4-

PRNP-F 

GTTAGGGAGTGATGGTATTT 54 135 bp Met 

nMeB4-

PRNP-R 

CAACCAACCAAAATTTAAATT 54 135 bp Met 

BSP1-

PRNP-F 

TTTGTTTAAAATAAGGAGTAGAAAG 56 292 bp Met 

BSP1-

PRNP-R 

AACTCATTAACTATAAAAATCATCT 56 292 bp Met 

MeB5-

PRNP-F 

GGGGGTATAGAGTGTGCGTC - 203 bp Met 

MeB5-

PRNP-R 

CGAACGTTTACCTACCTCGAT - 203 bp Met 

nMeB5-

PRNP-F 

GGGGGTATAGAGTGTGTGTT - 203 bp Met 

nMeB5-

PRNP-R 

CCCAAACATTTACCTACCTCAA - 203 bp Met 

 

Para el estudio de la metilación del promotor de PRNP se establecieron las condiciones 

descritas en las tablas 4 y 5. Pero, en primer lugar, se determinó la temperatura de 

hibridación específica para cada pareja de primers realizando PCRs con gradiente de 

temperatura, de forma que se establecieron las Tm (melting temperature) de la tabla 3. La 

temperatura de elongación viene determinada por la temperatura óptima de la DNA 

polimerasa. En este caso, se utiliza la Taq AccuPrime de Invitrogen. 
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Tabla 4. Componentes de la reacción de PCR 

REACTIVOS VOLUMEN 

10x Buffer II Taq AccuPrimer (sin MgSO4) 2,5 µL 

Extra MgSO4 50mM 1 µL 

Primer forward (10 µM) 1 µL 

Primer reverse (10 µM) 1 µL 

Polimerasa Taq AccuPrime  0,2 µL 

DNA 10-25 ng 

H2Odd (nuclease free) Hasta 25 µL 

 

Tabla 5. Programa de la reacción de PCR. 

 TEMPERATURA 

(ºC) 

TIEMPO CICLOS 

Iniciación 94 2 MIN X1 

Desnaturalización 94 30 S 

X40 Hibridación TM 30S 

Elongación 68 30S 

Elongación final 68 10 MIN X1 

Almacenaje 4 ∞ X1 

 

Una vez hemos obtenido el producto de la PCR, para aumentar la especificidad y la 

concentración de amplicón, se llevaron a cabo PCR nested de cada producto de PCR. En 

estas reacciones, se utilizan 2 µL del producto directo de la PCR inicial, y el resto de 

reactivos en las mismas cantidades que en la PCR directa, además de usar los mismos 

parámetros en el termociclador (Tabla 4 y 5) 

El producto de las PCR nesteds, en un principio se separaba el amplicón en un gel de 

agarosa de entre el 0,7% y el 1,5%, y con bromuro de etidio se detectaba el DNA en el 

GelDocTM XR + (BioRad) con Image LabTM Software. El gel se corrió a 100V durante 

aproximadamente 1h. Posteriormente se extraía la banda y se purificaba con el kit 

“Thermo Scientific GeneJet Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit”, sin embargo, 

el DNA fue eluido en 10 µL de H2Odd en lugar de utilizar el elution buffer. Al final se 

acabó directamente limpiando el producto de la PCR sin pasar por el gel de agarosa con 
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el mismo kit porque el DNA bisulfitado es delicado y se perdía mucho material durante 

el proceso. Las muestras se cuantificaron en el NanoDrop ND-1000, con el programa ND-

1000 V3.8.1, y finalmente se preparó la reacción de secuenciación.  

La reacción de secuenciación se lleva a cabo utilizando el kit de secuenciación BigDye 

Terminator v3.1 con los mismos primers empleados en la amplificación. Una vez 

terminada la reacción, los análisis de la secuencia fueron realizados por el servicio de 

genómica de la UB (CCiTUB). Las cantidades del resto de reactivos y los parámetros del 

termociclador son los expuestos en las tablas 6 y 7 respectivamente. 

 

Tabla 6. Componente de la reacción de PCR de secuenciación. 

REACTIVOS VOLUMEN 

5x Sequencing Buffer v3.1 1 µL 

Polimerasa BigDye 1 µL 

Primer forward o reverse (3,2 µM) 1 µL 

DNA 10-25 ng 

H2Odd (nuclease free)  Hasta 10 µL 

 

Tabla 7. Programa de la reacción de PCR de secuenciación. 

TEMPERATURA (ºC) TIEMPO CICLOS 

96 1 min x1 

96 10 s 

x25 Tª de hibridación 5s 

60 4 min 

4 ∞ x1 

 

6.7. RT-PCR 

La RT-PCR para la cuantificación de la cromatina inmunoprecipitada se lleva a cabo con 

“SYBR Green Master Mix” de Roche (Bergkällavägen, Suecia), mientras que en el caso 

de la cuantificación de miRNA se lleva a cabo con el kit “miRCURY LNATM SYBR 

Green PCR Kit” de Qiagen (Maryland, EEUU), producido en Estados Unidos. Se ejecuta 
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en StepOne Plus (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) y la cuantificación de 

fluorescencia y análisis de datos se establece calculando valores de Tm y Ct.  

En el caso del análisis de la ChIP, cada muestra de DNA dispone de 3 soluciones distintas, 

que son el producto de la inmunoprecipitación. Cada muestra contiene las soluciones de 

Input (control basal), IgG (control negativo) y αH3K9 (histona H3 (acetil K9) anticuerpo). 

En este caso, la relativización de la PCR se hace contra el input. 

Las diluciones se realizan normalmente 1/60. Una vez tenemos las diluciones, en una 

placa de 96 pocillos introducimos 3,5 µL del DNA diluido correspondiente en cada 

pocillo, y posteriormente 6,5 µL de la mix preparada con los reactivos, correspondiente a 

la tabla 7. 

Tabla 8. Componentes de la reacción de PCR para el estudio de acetilación. 

REACTIVOS VOLUMEN 

2x SYBR Green Master Mix 10 µL 

10 μM 3’-primer Me2-PRNP-F (0,3 μM 

concentración final) 

0,6 µL 

10 μM 5-’primer Me2-PRNP-R (0,3 μM 

concentración final) 

0,6 µL 

H2Odd (nuclease free) 5,3 µL 

 Vt= 20 µL 

Los eppendorfs donde se prepare la mix deben estar protegidos de la luz mediante papel 

de aluminio. El programa utilizado para la RT-PCR StepOne Plus son los reflejados en 

la tabla 9. 

Tabla 9. Programa de la reacción de PCR para el estudio de acetilación. 

TEMPERATURA (ºC) TIEMPO CICLOS 

95 10 min x1 

95 15 s 
x40 

62 1 min 

95 15s x1 

62 1 min x1 

95 15s x1 

 

En lo referente al análisis postranscripcional de los miRNA, haciendo uso de las 

herramientas bioinformáticas TargetScan, miRWalk, RNA22 y SUM se han podido 

determinar in silico los miRNAs que tienen una diana en el promotor de PRNP. El 

miRNA hsa-miR-519a-3p fue uno de los resultados obtenidos en todos los programas y 
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se sabía que este estaba up-regulated en AD, por lo que podía explicar la caída de 

expresión de PrPC. La secuencia de este miRNA es 5’-

AAAGUGCAUCCUUUUAGAGUGU-3’. 

En un primer lugar, debe realizarse una retrotranscripción a las muestras de RNA, que se 

encuentran almacenadas a -80ºC. Previamente, es necesario diluir los RNA templates con 

H2Odd nuclease free para trabajar con él a 5ng/µL. El cDNA se debe obtener con el kit 

de Qiagen (Maryland, EEUU) “miRCURY LNA RT Kit”. Para la retrotranscripción las 

proporciones necesarias son las siguientes:  

Tabla 10. Componentes de la reacción de retrotranscripción de las muestras para el estudio 

postranscripcional. 

REACTIVOS VOLUMEN 

5x Reaction buffer 2 µL 

Enzyme mix 1 µL 

RNA (5ng/ µL) 2 µL 

H2Odd (nuclease free) 5 µL 

 Vt= 10 µL 

También hay que realizar la retrotranscripción del control interno en el caso de que se 

vaya a utilizar para los miRNAs. El control interno es UniSp6 y la reacción se prepara 

con 0,5 µL de RNA y el 1,5 µL de diferencia con las muestras es agua (6,5 µL):  

Las soluciones se dejan incubando durante 1h a 42ºC y una vez ha transcurrido la hora, 

se inactiva la reacción subiendo la temperatura a 95ºC durante 5 min. Finalmente se 

cuantifica el cDNA en el NanoDrop ND-1000 con el programa ND-1000 V3.8.1. Gracias 

a la cuantificación, las muestras se pueden estandarizar y así realizar las diluciones de las 

muestras con concentraciones similares. 

Inicialmente, las diluciones se realizaban a 1/60 también, sin embargo, no se obtenían 

resultados. De esta forma, se estableció utilizar una dilución 1/20 y aumentar 5 ciclos más 

la elongación para obtener amplificación. En este caso, se debe realizar también la 

dilución del control interno UniSp6 Spike-in template, para así poder comprobar la 

eficacia de la síntesis de cDNA y la PCR. Cada pocillo de la placa de 96 contiene 3 µL 

del cDNA correspondiente y 7 µL de mix, reflejada en la tabla 11. Por otra parte, se 

realiza también un control negativo, donde en vez de cDNA se introduce H2Odd. 
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Tabla 11. Componentes de la reacción de RT-PCR para el estudio postranscripcional. 

REACTIVOS VOLUMEN 

2x miRCURY SYBR Green Master Mix 5 µL 

ROX reference Dye 0,5 µL 

Primer miRNA 1 µL 

H2Odd (nuclease free) 0,5 µL 

 Vt= 7 µL 

 

El primer que se utiliza de referencia es hsa-miR-103a-3p, el cual es de expresión estable, 

y el miRNA cuya expresión se quiere estudiar es el hsa-miR-519a-3p. Los parámetros de 

RT-PCR StepOne Plus son los reflejados en la tabla 12. 

Tabla 12. Programas de la reacción de RT-PCR para el estudio postranscripcional. 

TEMPERATURA (ºC) TIEMPO CICLOS 

95 2 min x1 

95 10 s 
x40 

56 1 min 

95 15s x1 

60 1 min x1 

95 15s x1 

 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1. ESTUDIO DE METILACIÓN DEL PROMOTOR DE PRNP 

Para poder estudiar el estado de metilación de la isla CpG del promotor de PRNP en los 

diferentes estadios de la AD, es necesario convertir el DNA extraído por bisulfito, 

posteriormente realizar una amplificación y finalmente secuenciar el amplicón. Las Cs 

que obtengamos en la secuenciación corresponderán con Cs metiladas. 

En un inicio, de gran parte de las muestras el grupo de investigación ya había extraído el 

DNA previamente, por lo que solo faltaban algunas muestras de FC por extraer. Se 

realizaron varias rondas de conversión por bisulfito del DNA y finalmente las muestras 

podían ser amplificadas mediante la PCR.  

Los diferentes primers diseñados estan dirigidos a las regiones que especifica las figuras 

9 y 10. Con el primer BSP1 se consiguieron secuenciar tan solo un par de muestras, la 

primera de AD-I y la segunda de AD-III, ambas de hipocampo. En la secuencia obtenida, 

todas las Cs estaban conservadas de la secuencia original, lo que quiere decir que dicha 
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region esta hipermetilada en los estadios estudiados, destacando que no solo las Cs 

pertenecientes a dinucleótidos CpG se encontraba metiladas. 

 

  

Figura 9. Análisis metilación del promotor de PRNP. A. Esquema de la región 5’ flanqueante del promotor 

PRNP que contiene la isla CpG y marcados los sitios de unión de los factores de transcripción, que son 

objeto de análisis en este estudio. Además, se observan las regiones de hibridación de los primers diseñados 

marcados con flechas. B-C. Geles de agarosa al 0,7%. B. Muestra gradiente de los amplicones de BSP1 

para determinar la Tm para los primers, donde la única banda observable es a 56ºC C. Amplificación 

representativa mediante los primers nMeB4 de una de las muestras. Véase el carril vacío a la izquierda del 

amplicón (señalado con una flecha blanca) en el que se usaron los primers MeB4. D-E. Cromatograma 

representativo de secuenciación por Sanger de los amplicones generados por BSP1 (D) y nMeB4 (E) con 

los respectivos sitios de unión a factores transcripcionales marcados. La secuenciación se realizó con los 

primers forward. 



TRABAJO FINAL DE GRADO 

 

 

34 
 

 

Figura 10. Fragmento del promotor estudiado. Las regiones negras son las que se han conseguido 

secuenciar en nuestro estudio y las grises las que todavía no se han conseguido. Los nucleótidos marcados 

de verde son Cs modificadas (no metiladas), mientras que los azules se han conservado (metiladas). Las 

flechas violetas marcan las secuencias diana del primer BSP1, y en su interior marcados con cuadros azules 

encontramos el factor de transcripción HSE. Las flechas azules marcan la región amplificada por los 

primers nMeB4, y en su interior marcado con un cuadro azul claro se puede observar el factor de 

transcripción AP-1. Las flechas rojas marcan los lugares de hibridación de los primer Me5, con el factor de 

transcripción SP-1 marcado en recuadros naranjas, aunque como se observa, no recoge los tres sitios de 

unión. 

Por otra parte, para el primer nMeB4 se consiguieron secuenciar todas las muestras 

disponibles, tanto de hipocampo como de FC. En este caso, solo se observó una C que no 

se encontraba modificada, y que por lo tanto estaba metilada. Esta misma C se obtuvo en 

todas las secuencias de todas las muestras, como se puede observar en la figura 11, 

encontrándose a pocos nucleótidos después del lugar de unión al factor de transcripción 

AP-1. Por otra parte, para el primer Me5, no se consiguió poner a punto la PCR por lo 

que no se consiguió amplificar dicha zona del promotor. 
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Figura 11. Cromatogramas ejemplos de secuencias del promotor de PRNP amplificado con los primers 

nMeB4 y secuenciado con nMeB4-PrnP-F, en los diferentes estadios de Braak y Braak: control (A) AD-I 

(B), AD-III (C) y AD-V (D). La flecha indica la citosina no metilada encontrada en las secuencias. 

7.2. ESTUDIO DE ACETILACIÓN DE LAS HISTONAS ASOCIADAS AL PROMOTOR DE 

PRNP 

Al inicio del estudio, el grupo contaba con inmunoprecipitaciones preliminares de 16 

muestras de hipocampo y 4 de FC, con sus respectivas muestras de input, IgG y αH3K9. 

Partiendo de este punto, se procedió a realizar PCR y RT-PCR para cuantificar la cantidad 

de promotor de PRNP inmunoprecipitado. 
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FIGURA 12. A. Ejemplo de electroforesis de los productos de la PCR con los primers Me2-PRNP-F/R 

de dos muestras en estadios distintos de AD (estadios II y III). B. Cuantificación obtenida de los 

resultados de RT-PCR de las muestras de hipocampo de pacientes de AD. 

En la figura 12, tanto en la 12a como 12b, se puede observar como aumenta la acetilación 

en los estadios I-II de la enfermedad bruscamente, aunque sin significancia estadística, 

respecto a los individuos controles, y gracias a la gráfica 13b podemos observar una 

tendencia a la bajada de acetilación en los estadios más tardíos de la enfermedad. Las 

muestras de FC correlacionan estos mismos resultados (datos no mostrados), pero al tener 

un número de muestras tan pequeño, se ha de aumentar la “n” para poder determinar si 

en ambos tejidos el resultado es el mismo. 

7.3. ANÁLISIS DE LA REGULACIÓN POSTRANSCRIPCIONAL DE PRNP 

Para analizar la regulación por microRNAs, se procede a analizar por RT-PCR. Se realizó 

un control cualitativo y cuantitativo del RNA extraído de todas las muestras, previamente 

extraído por el grupo, mediante Bioanalyzer, del servicio de genómica de la UB 
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(CCiTUB) para obtener el RNA Integrity Number (RIN), donde se observó que hay 

valores muy dispares entre muestras (tabla 1), muchas de ellas posean valores inferiores 

a 7, lo que indica una calidad baja del RNA almacenado. 

Tras la retrotranscripción, y posterior cuantificación del cDNA, se procede a realizar la 

RT-PCR utilizando los primers hsa-miR-519a-3p (Exiqon, Skelstedet, Dinamarca), y 

como referencia se utiliza el microRNA endógeno hsa-miR-103a-3p. 

 

Figura 13. A-B. Ejemplos de curvas de amplificación para hsa-miR-519a-3p (A), y dos ejemplos concretos 

de un control y un AD-II de FC entre el miRNA-519a-3p y el miRNA-103a-3p (B). C-D. RINs de las 

muestras correspondientes con la gráfica 9B. D-E. Expresión relativa de miRNA-519a-3p en hipocampo 

(D) y en FC (E). 
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Tras las RT-PCR, se observa un aumento en la concentración de miRNA-519a-3p en 

relación con los controles, tanto en hipocampo como en FC, de pacientes con AD desde 

etapas asintomáticas con significancia estadística en estos estadios tempranos a pesar del 

bajo número de muestras. En lo referente al RIN, se observa que se da amplificación tanto 

a RINs bajos como a altos (Figura 13B, 13C y 13D), y eso es debido a que los microRNAs 

están compuestos por secuencias muy cortas, de unas 22bp, de forma que a pesar de que 

el RNA esté muy fragmentado, es bastante probable que la rotura no se haya producido 

justo en la diana del microRNA. 

 

8. DISCUSIÓN 

En este estudio, los objetivos se centraban en el análisis de la regulación de la expresión 

de la proteína PrPC desde un punto de vista epigenético durante el transcurso de la AD. 

De esta forma, se ha analizado la metilación del promotor de PRNP, la acetilación de 

histonas del promotor y finalmente un miRNA que podía silenciar este gen de forma 

postranscripcional, y así estudiar si existía correlación con el patrón de expresión de PrPC 

en la enfermedad (Lidón et al., 2020). Se ha estudiado tanto en muestras de hipocampo 

como de FC en todos los estadios de Braak y Braak. 

En lo referente al análisis de metilación, hasta ahora hemos podido caracterizar las 

regiones que incluyen los lugares de unión a los factores transcripcionales HSE y AP-1, 

correspondiendo con una zona hipermetilada e hipometilada del promotor 

respectivamente y las cuales se encuentran adyacentes una de la otra. Se observa que en 

la región hipermetilada, no solo las Cs pertenecientes a CGs se encuentran metiladas, sino 

que en esta región todas están metiladas, lo que suele ser habitual en el sistema nervioso 

central (Cheng et al., 2015). Por otra parte, no se han encontrado diferencias en los 

patrones de metilación entre los diferentes estadios de Braak que pueda servir como 

biomarcador en estadios asintomáticos de la enfermedad ya que los patrones de 

metilación eran los mismos entre todas las muestras (figura 11), tanto en hipocampo como 

en FC.  

Por lo que se refiere al análisis del grado de acetilación de las histonas asociadas al 

promotor de PRNP, se ha observado un aumento en estadios iniciales de la enfermedad, 

Braak I y II, y posteriormente una tendencia al descenso en estadios más tardíos, Braak 
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III-VI en adelante. Este aumento en la acetilación se puede correlacionar con el patrón de 

expresión de PrPC, ya que esta también aumenta al inicio de la enfermedad y 

posteriormente disminuye (figura 6) (Mahal et al., 2001; Vergara et al., 2015). Esto es un 

indicador de que el promotor de PRNP está regulado por la acetilación de las histonas 

asociadas al promotor, ya que este mecanismo provoca la descondensación parcial de la 

cromatina y hace más accesible el DNA para la maquinaria transcripcional. Esto sugiere 

que el promotor está más activo en los estadios de Braak-I y II, coincidiendo con el 

incremento en la expresión de la proteína. Por ello, y sabiendo que la posibilidad de 

realizar ChIP en muestras de sangre ya ha sido reportada (Sadeh et al., 2021), sería 

necesario aumentar el número de muestras analizadas y corroborar la tendencia 

observada. Además de analizar la correspondencia en muestras de sangre y cerebro para 

poder incluirlo en la batería de biomarcadores no invasivos que se conocen hasta el 

momento (de Rojas et al., 2018; Leuzy et al., 2022b; Risacher et al., 2019). 

Con todo lo indicado, pensamos que el incremento de la expresión de PrPC en el inicio de 

la AD puede responder por un lado a factores genéticos además de a factores epigenéticos. 

En el primer caso, se sabe que el incremento de la expresión de la proteína tau incide 

directamente en el promotor de PRNP mediante la activación de AP-1 y Sp-1 (Lidón et 

al., 2021). Y tras nuestros resultados, y a pesar de no observar cambios en la metilación 

de C en las secuencias analizadas, sí que los hemos podido observar en el grado de 

condensación de la cromatina. 

Muchos estudios determinan que el patrón de expresión de algunos miRNAs está 

desregulado en pacientes de AD (Lau et al., 2013; Zhao et al., 2019), pero hasta día de 

hoy, ninguno se ha correlacionado con el patrón de expresión de PrPC. El miRNA-519a-

3p fue seleccionado por nuestro grupo con el fin de intentar explicar la bajada de 

expresión de PrPC en los estadios tardíos de la enfermedad, y para su detección en nuestras 

muestras se realizaron las RT-PCR. Gracias a este método, se pudo comprobar que este 

microRNA esta incrementado tanto en FC como en hipocampo desde estadios 

asintomáticos de la AD, lo que se corrobora con la bibliografía existente (Jia & Liu, 2016; 

Lau et al., 2013). Otros estudios demuestras también su incremento en sangre (Zhao et al., 

2019), plasma y LCR sin correlación con MMSE (Lusardi et al., 2016). Cabe destacar 

que la mayoría de los estudios no se ha centrado en estudiar la expresión del microRNA 

por estadios de Braak y Braak, solo un estudio se centró en la modulación por estadios, 

el (Lau et al., 2013). En nuestro caso, a pesar del bajo número de muestras, se obtuvo el 
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patrón de expresión incrementado esperado de miRNA-519a-3p, además de encontrar 

significancia estadística en los primeros estadios de Braak (AD-I/II), lo que nos siguiere 

el posible papel de biomarcador que posee. Otros microRNAs de esta misma familia, la 

miRNA-519, se ha demostrado que se unen a la región 3’UTR de PRNP y presuntamente 

degradan el mRNA de PrPC, estos son miRNA-519d-3p y miRNA-519b-3p (Pease et al., 

2019). De esta forma, miRNA-519a-3p podría tener la misma función y disminuir la 

concentración de PrPC en los estadios más avanzados de la enfermedad, donde su perfil 

de expresión decae.  

Es importante destacar que a pesar de que el promotor pueda estar hiperactivo desde 

etapas tempranas de la enfermedad, una constante elevación del miRNA519a-3p, también 

desde el inicio, explicaría que los niveles de PrPC no puedan mantenerse.  

El siguiente paso a realizar sería engrosar el tamaño muestral y, como en la ChIP, 

analizarlo en sangre y así poder utilizarlo como biomarcador no invasivo. Los miRNAs 

se expresan de forma ubicua por todo el cuerpo y además pueden atravesar la barrera 

hematoencefálica, de forma que pueden cuantificarse en los tejidos circulantes del cuerpo, 

como sangre, plasma o LCR, con correlación con los órganos de origen, lo que es una 

característica importante ya que esto les confiere potencial como biomarcador no invasivo 

(Hanna et al., 2019). Por otro lado, y tal y como hemos explicado anteriormente, el hecho 

de poder detectarlos en muestras de baja integridad de RNA (bajo RIN) es también una 

ventaja a la hora de señalarlo para su uso en clínica (Hall et al., 2012; Jung et al., 2010). 

De hecho, hemos podido demostrar su detección e incluso mayor concentración en 

muestras de nuestra colección de muy bajo RIN.   

Hasta ahora, los niveles de Aβ, tau total y tau fosforilada en LCR y en sangre han surgido 

como biomarcadores en relación con el avance de la enfermedad, sin embargo, todavía se 

necesita trabajo para poder caracterizar a la población y poder detectar la AD de forma 

temprana, ya que la enfermedad puede empezar entre 15 y 20 años antes de la aparición 

de los síntomas, impidiendo un seguimiento de los primeros estadios. El surgimiento de 

estudios longitudinales, por su parte, puede suponer un avance en el diagnostico 

permitiendo un análisis de potenciales pacientes (Leuzy et al., 2022a). Por otra parte, sería 

interesante realizar estudios con mimics para poder observar la relación entre la expresión 

de PrPC y miRNA-519a-3p, como se realizó en el estudio (Pease et al., 2019). 
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9. CONCLUSIONES 

La expresión de PrPC es multifactorial, viéndose regulada en este estudio por diversos 

factores epigenéticos. De entre los estudiados, a nivel pretranscripcional, el patrón de 

metilación en una región del promotor ha sido caracterizado, pero no se han encontrado 

diferencias entre estadios de AD que expliquen el aumento de la expresión e PrPC en 

estadios de Braak I y II, así como tampoco la disminución en los estadios más tardíos de 

Braak (V y VI). Por parte de la acetilación de la histona H3K9 asociada al promotor se 

ha determinado que aumenta en los estadios asintomáticos de la enfermedad respecto a 

los individuos sanos, lo que se puede correlacionar con el incremento en la expresión 

inicial de PrPC. De esta forma, la acetilación de histonas puede regular la expresión de 

PrPC durante todo el desarrollo de la AD. Finalmente, a nivel postranscripcional, el 

miRNA-519a-3p ha demostrado estar regulado positivamente durante todo el desarrollo 

de la AD, con significancia en estadios asintomáticos. Puede ser la causa de la caída de 

expresión en los estadios de Braak V y VI de PrPC, pero sería necesario aumentar el 

número de muestras y posteriormente realizar mimics para caracterizar la relación de este 

microRNA con la expresión de PrPC.  

Por consiguiente, el número limitado de muestras ha sido un factor limitante a la hora de 

desarrollar unas conclusiones robustas sobre la regulación epigenética de PrPC, pero a 

pesar de eso, se ha determinado que la acetilación de la histona H3K9 y el microRNA-

519a son posibles biomarcadores no invasivos y tempranos de la enfermedad que, con un 

análisis más exhaustivos sobre la relación con PrPC  y en otros tejidos, pueden ayudar a 

obtener un diagnóstico temprano de la enfermedad, permitiendo discernir entre otras 

enfermedades con cuadro clínico de demencia y la AD, así como abriendo nuevas líneas 

de investigación para posibles tratamientos. 
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11. AUTOEVALUACIÓN 

La búsqueda de biomarcadores tempranos para la AD es uno de los objetivos principales 

de este TFG e investigación, la cual conlleva la creación de una nueva herramienta a la 

hora de diagnosticar y tratar la AD. Los diferentes mecanismos epigenéticos estudiados 

presentan posibles dianas que permitan detectar la AD de forma temprana, precisa y poco 

invasiva, en contraposición con el método actual de detección de la AD, el cual está 

basado en la clasificación de los síntomas. En este estudio, las expectativas no se han 

podido alcanzar debido a que el tamaño muestral es reducido, sobre todo teniendo en 

cuenta la poca accesibilidad a muestras de estadios asintomáticos (AD-I/II). Sin embargo, 

hemos allanado el camino en la búsqueda de nuevos biomarcadores epigenéticos al 

caracterizar una región del promotor PRNP y encontrar posibles correlaciones entre los 

patrones de expresión de PrPC y la acetilación de histonas o el miRNA-19a. 

Debido a la elección de este tema de gran interés, he podido entender mejor la 

complejidad detrás de la investigación de la AD debido a la poca batería de muestras de 

estadios asintomáticos y la dificultad de la toma de muestras ante mortem. Aprender a 

realizar todo tipo de PCRs y tratamientos del DNA me ha permitido entender en 

profundidad la delicadeza de los procedimientos moleculares, así como los fundamentos 

de una RT-PCR. Por otra parte, la manipulación de muestras me ha permitido adentrarme 

en el mundo de la investigación y conocer el trabajo real de un laboratorio, los diferentes 

equipos de protección individual (EPI), el trabajo conjunto con compañeros de 

laboratorio, así como la organización óptima en el laboratorio y protocolos de deshechos 

biológicos. 

Por otra parte, tratar el tema de la AD me ha posibilitado la comprensión de la evolución 

del conocimiento sobre la enfermedad y la colaboración internacional por un objetivo 

común. Me sorprendió corroborar como de importante es estar actualizado en el tema ya 

que de un año para otro puede suponer una gran diferencia de información en la que se 

base un artículo. A nivel personal, este estudio me ha permitido acercarme en profundidad 

al mundo de la biomedicina, así como al mundo de la investigación, afianzando mi meta 

como profesional. Por tanto, puedo decir que estoy contenta con el trabajo realizado, así 

como con el conocimiento aprendido y la ayuda recibida por parte de mi tutor académico 

y mi supervisora de las prácticas. 
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