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RESUMEN

Los RNAs circulares (circRNAs) son moléculas de RNA caracterizadas por presentar un
enlace covalente entre sus extremos 3’ y 5’, son particularmente abundantes en neuronas
y se les atribuye un rol importante en el desarrollo del cerebro. Se ha descrito que ciertos
circRNAs actiian como “esponjas” de miRNAs y su expresién en neuronas puede variar
dependiendo de cambios en la actividad neuronal, estadio del desarrollo y sexo del animal,
por lo que se posicionan como moléculas con un posible rol protagénico en el
establecimiento de la sinapsis y la neuroplasticidad; ambos procesos dinamicos que se ven
alterados en trastornos del animo, como la ansiedad y la depresion. La depresion es la
principal causa de discapacidad en el mundo, con mayor prevalencia en mujeres que
en hombres, cuya etiologia se asocia a alteraciones de la funcién neuronal en el hipocampo
(HC), una region cerebral particularmente sensible a los mediadores del estrés. Los
modelos animales de estrés muestran cambios morfologicos y moleculares en ambos
polos del HC: hipocampo dorsal (HCd) e hipocampo ventral (HCv), relacionados con la
capacidad cognitiva y la respuesta emocional, respectivamente, siendo el HCv la region
clave para el génesis de conductas tipo depresivas. Sin embargo, pese a las diferencias en
laintensidad y lo variable de los sintomas asociados a la patologia depresiva dependiendo

del sexo, esto no se ha a abordado exhaustivamente en modelos animales de estrés.

Considerando los antecedentes expuestos, se planted la siguiente hipétesis: La expresion
de circRNAs relacionados a la plasticidad sindptica es modificada por el estrés crénico
en hipocampo ventral de forma diferencial entre ratas macho y hembra. Por lo que, el
objetivo de esta Tesis fue dilucidar el perfil transcripcional de los circRNAs expresados en
HCv de ratas, determinando los cambios de expresion producidos por el estrés croénico,
dependiendo del sexo. Ademas, de sefalar cémo estos circRNAs diferencialmente
expresados pueden afectar procesos de neuroplasticidad. Para ello se obtuvieron
muestras de RNA de HCv de ratas macho y hembra estresadas crénicamente, las que luego
fueron secuenciadas por tecnologia RNA-seq y se realizé analisis bioinformatico. Se
identificaron un total de 10.829 circRNAs distintos en HCv de ratas, de los cuales, un 1,2%

se expresa diferencialmente dependiendo del sexo. Se evidencié que, respecto a los



machos, una mayor cantidad de circRNAs son modulados en el HCv de ratas hembra por

el estrés cronico.

La asociacién entre la funciéon del gen de origen y los circRNAs diferencialmente
expresados indicé que, en ratas macho por efecto del estrés, los circRNAs estan
involucrados en la regulacion positiva del potencial sindptico excitatorio, regulacién de la
exocitosis de vesiculas sinapticas, formacién del complejo receptor GABA y ensamblaje de
la sinapsis. Mientras que, en las hembras, participan de la regulacion del transporte
mediado por vesiculas, axonogénesis, morfogénesis y diferenciacién neuronal. En este
contexto, se evaluo la funcion de circNIgnl como esponja de miRNAs en ratas macho y
hembra estresadas, siendo uno de los circRNAs diferencialmente expresado por efecto del
estrés cronico en ratas macho y no en hembras. Se identificaron 10 potenciales sitios de
interaccion con miRNAs, para 5 de los 49 miRNAs diferencialmente expresados en machos
por efecto del estrés cronico (miR-1188-5p, miR-760-3p, miR-129-5p, miR-485-5p y miR-
222-5p). Finalmente, se realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional con los mRNAs
regulados por los miRNAs cuya interaccién con circNlgn1l disminuyen su expresion,
destacando que circNlgn1 ejerceria un efecto favorable en la expresion de transcritos que
codifican proteinas que participan en la via de JNK, regulacion de la sinapsis y
modificacion de histonas. En conjunto, estos resultados sefialan que el estrés crénico es
capaz de modificar la expresion de ciertos circRNAs dependiendo del sexo del animal,
contribuyendo a la regulacion de miRNAs diferencialmente expresados en ratas macho y
hembra por efecto del estrés cronico y, con esto, participarian en procesos biologicos que
pueden afectar la morfologia de las neuronas del HCv. Esta Tesis describe por primera vez,
la diversidad de circRNAs su posible rol en los mecanismo que afectan la neuroplasticidad
frente al estrés cronico, destacando las diferencias que ocurren en el HCv de ratas macho
y hembra; al mismo tiempo, permitié la identificacion de circRNAs candidatos a

biomarcadores y que participan en mecanismos que propician la patologia depresiva.
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SUMMARY

Characterization of both chronic stress and sex effects on circular RNAs profile in rat
ventral hippocampus

circular RNAs (circRNAs) are covalently close sequences of RNA by the 5’ and 3’ ends.
Some of these molecules act as miRNAs sponges and are particularly abundant in neurons
especially through the brain development. Changes in the neuronal activity, development
stage and the animal sex, can modify the expression of several circRNAs. Then circRNAs
could have a major role in the maintenance of the synaptic and neuroplasticity dynamics,
altered processes in mood disorders like anxiety and depression. Depression is a
neuropsychiatric disorder and the major disability cause worldwide, it has twice
incidence in women than man, variable intensity, diversity of symptoms and detrimental
sex dependent effects over neuronal and brain levels. Anxiety and depression could be
recreated in animal models of chronic stress and allows check molecular changes in
several stress sensitive brain areas like hippocampus (HC) influencing mood disorders.
There are two subregions recognized in HC, dorsal hippocampus (HCd) where detrimental
effects of chronic stress are related to cognitive deficiencies and ventral hippocampus
(HCv) related to emotional processing and HHA regulation, also observed in depression.
Considering these backgrounds, it has been proposed the following hypothesis: “The
expression of synaptic plasticity related circRNAs is modified by chronic stress in the
ventral hippocampus in a different way between males and female rats”. Then the aim of
this thesis was to elucidate the circRNAs transcriptional profile in the rat HCv, determine
circRNAs expression change by chronic stress effect and if these are sex dependent effects.
At the same time, it intends to show how differentially expressed circRNAs could impact

neuroplasticity pathways.

For these it has been obtained RNA samples from male and female rat HCv under chronic
stress treatment, and then sequenced by RNAseq technology and then bioinformatics
analysis. It achieved the identification of several differentially expressed circRNAs related
to synaptic plasticity. It has been identified 10.829 different circRNAs in the rat HCv,
where 1,2% is sex dependent differentially expressed, the 1% of the identified circRNAs
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was differentially expressed by chronic stress effect in male rats, while in female rats were
1,6% chronic stress sensitive circRNAs. Thus, showing that the neurons from female HCv
is more sensible to chronic stress effects producing more circRNAs. Moreover, the genes
that produce differentially expressed circRNAs in male rats by chronic stress, have a role
in the regulation of excitatory synaptic potential, synaptic vesicles exocytosis, GABA
receptor complex and synapsis assembly. While in female rats are genes that have a role
in axonogenesis, vesicle mediated transport, morphogenesis and neuronal differentiation.
These biological process actives by chronic stress in male and female rats, circRNAs take
part, then the function of circNIgn1 as miRNAs sponge was evaluated, being a circRNA that
is highly expressed by chronic stress in male but not in female. circNlgn1 contains 10 MRE
for 5 of 49 differentially expressed miRNAs in male rats by chronic stress (miR-1188-5p,
miR-760-3p, miR-129-5p, miR-485-5p y el miR-222-5p) and 4 MRE for the differentially
expressed miRNAs in females. Then a prediction of the interaction between miRNAs and
mRNAs was considered recreating in silico the network interaction modulated by
circNlgn1 in female and male rats. Finally, an enrichment analysis was performed taking
the regulated mRNAs by differentially expressed miRNAs, whose interaction with
circNlgn1 makes them reduce their expression. Notably, circNIgn1 is doing an favorable
effect over the expression of transcripts that encode proteins, whose function is to
regulate the JNK pathway, synapsis and histone modifications. Taking together, these
results indicate that chronic stress is able to modify the expression of several circRNAs in
a sex dependent manner, contributing to regulate the expression of neuroplasticity
related miRNAs in male and female rats, probably affecting the morphology of neurons in
the HCv. Thus, this thesis makes an important contribution to the understanding of
circRNAs diversity and their roles in regulating neuroplasticity mechanisms in HCv and
propitiate depression onset, finding new elements that could be new biomarkers of the

pathology or pharmacological targets in the future.
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1. INTRODUCCION

1.1 Depresion: dificultades en el diagndstico y diferencias dependientes del sexo

La depresion es una patologia neuropsiquiatrica compleja que deteriora la calidad de
vida de los pacientes afectados, su entorno familiar, laboral y social. Se caracteriza por
sintomas persistentes, tales como: sentimientos de tristeza, pérdida de interés, anhedonia,
sentimientos de culpa, baja autoestima, trastornos del suefio y/o del apetito, sensacion de
cansancio, falta de concentracidn, pérdida de memoria y dificultad para tomar decisiones.
Actualmente, la depresion es un problema mundial, ya que es la principal causa de
discapacidad, afectando a cerca de 300 millones de personas y estableciéndose como una
de las principales causas de suicidio segun la Organizacion Mundial de la Salud (World
Health Organization, 2020). En Chile, la Encuesta Nacional de Salud 2016-2017 del
Ministerio de Salud, report6 que la prevalencia de depresién en la poblaciéon general
alcanza un 6,2%. Particularmente, en hombres la depresion llega al 2,1%, y en las mujeres
esta cifra se eleva a un 10,1%. En relaciéon con esto, el porcentaje de la poblacion
sospechosa de padecer depresién alcanza un 15,8%, siendo casi el doble en las mujeres
respecto a los hombres (10% en hombres y 21,7% en mujeres) (MINSAL, 2017).
Adicionalmente, en el ambito econémico la depresion es el principal motivo de emisioén de
licencias médicas, lo que aumenta cada afio el gasto publico por incapacidad laboral

(MINSAL, 2015).

El diagnéstico de esta patologia se basa en el criterio detallado en el Manual de
Diagnostico y Estadistica de Enfermedades Mentales (DSM-1V, The Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders), que elabora la Asociacion Americana de
Psiquiatria (DSM IV-TR, 2009). Este criterio evaltia a los pacientes de forma subjetiva-
cualitativa, verificando si éstos cumplen con los sintomas caracteristicos que persisten por
al menos dos semanas. Esta forma de diagnostico dificulta indicar posteriormente un
tratamiento 6ptimo para cada persona, debido a que la combinaciéon de diferentes
sintomas e intensidad son diversos y altamente heterogéneos entre los pacientes con
depresion. En parte, esto se ve reflejado cuando los multiples tratamientos actuales para

esta enfermedad, como el uso de medicamentos, psicoterapias y técnicas de estimulacion
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cerebral, solo logran que menos de la mitad de los pacientes alcancen una remisiéon

completa con el primer tratamiento (Akil y cols., 2018).

Entre los pacientes diagnosticados con depresién, hombres y mujeres presentan
diferencias en la incidencia, manifestaciéon, sintomas y eficacia del tratamiento. Las
mujeres tienen dos a tres veces mas probabilidades de desarrollar depresion que los
hombres (Ferrari y cols., 2013), exhiben sintomas mas severos y una alta comorbilidad
con ansiedad, mientras que los hombres poseen una mayor comorbilidad con el abuso de
sustancias (Martin y cols., 2013). De la misma manera, hombres y mujeres responden de
forma diferente frente al tratamiento con farmacos antidepresivos. Por ejemplo, algunos
estudios sugieren que las mujeres obtienen un mejor resultado con el tratamiento con
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRIs) respecto a los hombres
(Sramek y cols., 2016). Solo recientemente se ha comenzado a abordar los mecanismos
moleculares y celulares que subyacen a las diferencias basadas en el sexo. A pesar de la
gran cantidad de estudios clinicos y preclinicos en materia de depresidn, considerando su
prevalencia e impacto social, el conocimiento existente es insuficiente para comprender
el mecanismo especifico de la fisiopatologia de la enfermedad (Jentsch y cols., 2015).
Aspectos incluso a nivel celular deben comenzar a ser considerados, como por ejemplo la
influencia cromosdémica (genotipos XX o XY), que puede tener efectos profundos en la
actividad de las células de todo el cuerpo, incluyendo neuronas (Arnold y cols., 2012). Es
por esto que nuevos estudios son necesarios para comprender la etiologia de la depresion,
encontrar nuevos biomarcadores especificos para el diagnéstico objetivo-cuantitativo de
la enfermedad y establecer un tratamiento éptimo que contemple las diferencias basadas

en el sexo.
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1.2 Conexidn entre el estrés y la depresion

La etiologia de la depresion es multifactorial, y aiin no se ha establecido un mecanismo
que sea capaz de explicar todos los aspectos de la enfermedad. Un estudio en Suecia sobre
la depresion mayor, gracias a su registro nacional de gemelos, logré determinar por medio
de entrevistas personales a 42.162 participantes y una modificacion del criterio DSM 1V,
que la depresién tiene mayor probabilidad de ser heredada por mujeres que por hombres,
con un 42% y un 29%, respectivamente (Kendler y cols., 2006). No obstante, se
desconocen los genes que favorecen la aparicién de la depresion y se postula que son
varios los que contribuyen a la susceptibilidad de este cuadro. Ademas, la depresion es
influenciada por factores ambientales que se conjugan con el genoma. Experiencias
adversas, tales como el abuso fisico, sexual o emocional, son eventos conocidos como
estresores (Kaufman, J., 2018). El cerebro es central en la adaptacién al estrés,
percibiendo, integrando y determinando los factores que suponen una amenaza,
orquestando las conductas y respuestas fisioldgicas para responder ante los eventos
estresores. Sin embargo, la exposicion sostenida a este tipo de estimulos es un factor
de riesgo desencadenante del trastorno depresivo, fendmeno denominado como

estrés cronico (Gobinath, A. Ry cols., 2015).

Uno de los mecanismos principales por el cual el cerebro reacciona ante el estrés es la
activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA). Las neuronas parvocelulares
en los Nucleos Paraventriculares (NPV) del hipotalamo secretan el Factor Liberador de
Corticotropina (CRF) y Vasopresina. Estos neuropéptidos viajan a través del infundibulo
hasta alcanzar la hipéfisis, donde estimulan la liberacién de la hormona
Adrenocorticotropina (ACTH) al torrente sanguineo y ésta, a su vez, actia sobre la
corteza de las glandulas Adrenales induciendo la sintesis y liberaciéon de
Glucocorticoides (GCs). Los GCs, (cortisol en humanos y corticosterona (CORT) en
roedores) son hormonas que juegan un rol fundamental en la adaptacién del organismo
ante el estrés. Estas actian a través de los receptores de corticoides produciendo
acciones pleiotrépicas con la finalidad de preparar al organismo para lidiar con el estimulo
amenazante, aumentando el metabolismo de la glucosa, lipdlisis y protedlisis mientras

suprime el crecimiento, la reproduccién y el sistema inmune (Buckingham., 2006).
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Posteriormente, los GCs sefalizan por un mecanismo de retroalimentaciéon negativa al
NPV y la hipofisis para limitar la activacion de este eje. Sin embargo, la exposiciéon a un
estrés cronico altera la funcion de este sistema favoreciendo el incremento sostenido de
GCs en el torrente sanguineo y su sefializacién, propiciando el desarrollo de un amplio
rango de trastornos metabdlicos, inmunolégicos, endocrinos y neuropsiquiatricos como

la depresién (Sher y cols., 2013).

La sefializacion de los GCs a nivel celular ocurre a través de dos tipos de receptores de
corticoides: Receptores de Mineralocorticoides (MR) y Receptores de
Glucocorticoides (GR). Ambos tipos de receptores son abundantes en neuronas y varian
en cantidad en las distintas regiones cerebrales. Los MR unen CORT con una afinidad 10
veces mayor que los GR, por lo que los MR estan ocupados por los niveles basales de CORT,
mientras que los GR solo se saturan con los niveles de CORT alcanzados durante el estrés
o el maximo de CORT durante el ciclo circadiano (Reul y cols., 2015; Spencer y cols., 1993).
Ambos receptores son conocidos por actuar como factores de transcripcion, produciendo
efectos lentos y persistentes, a través de cambios en la expresion génica. Sin embargo,
también existe una familia de MR y GR unidos a membrana que producen la activacion de
vias no gendémicas de acciéon rapida, involucrados con un aumento en la actividad
glutamatérgica durante el estrés (Popoliy cols., 2012; Wang & Wang, 2009). Estos efectos
genomicos y no gendmicos inducidos por la exposicion al estrés cronico son capaces
de alterar la neuroplasticidad del cerebro, el cual es un proceso continuo que abarca
el conjunto de mecanismos moleculares a nivel neuronal necesarios para la mantencién
de la correcta comunicacién entre circuitos neuronales, lo que permite el remodelado del
cerebro y su adaptacion en respuesta a un estresor (Pittenger & Duman, 2008) (Figura

1).
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Figura 1. Alteraciéon del mecanismo de retroalimentacion negativa del eje HHA. El eje
Hipotalamo-Hipéfisis-Adrenal (HHA) o Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) mantiene el balance
homeostatico de la concentraciéon de corticoides en la sangre (glucocorticoides y
mineralocorticoides). El hipotdlamo secreta la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y
vasopresina (AVP). CRH estimula la liberacién de hormona adrenocorticotrépica (ACTH) por la
hipofisis. La ACTH estimula las glandulas adrenales para producir corticosteroides. El aumento de
los niveles de corticosteroides causada por diferentes estresores retorna a niveles basales
mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa ejercida a través de la activaciéon de GRs y
MRs. La correlacion estrecha entre el cambio crénico en la concentracion de GCs y la expresion de
GR fue reportada particularmente en el hipocampo. Es posible que el estrés crénico cause
desregulacion del eje HHA, resultando en un incremento en los niveles de GCs que contribuye a la
fisiopatologia de los trastornos depresivos. Ademas, es posible que la regulaciéon negativa de GR
(particularmente en el hipocampo) esté estrechamente relacionada con la desregulacion del eje
HHA. Modificado de Numakawa y cols., 2012.
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1.3 Modelo animal de depresién inducida por estrés crénico y sus efectos en el hipocampo

El modelo de estrés cronico por restriccion de movimiento en ratas es un modelo
animal utilizado para recrear los sintomas y conductas tipo depresivas, permitiendo el
estudio del transcurso de los cambios celulares y moleculares subyacentes a la
fisiopatologia de la depresion (Wang y cols., 2017). Este tipo particular de estrés emula la
desregulacion del eje HHA que ocurre en humanos induciendo un aumento en los niveles
de GCs en los roedores (Dalla y cols., 2005; Gobinath, A. R. y cols., 2015). Dichos efectos,
en términos generales son descritos como cambios neuroquimicos, morfoldgicos y
funcionales que propician alteraciones neuropatolégicas asociadas con el trastorno
depresivo como, por ejemplo, la reduccion en el volumen de regiones cerebrales
altamente plasticas e importantes como el hipocampo (HC) (Bremnery cols., 2000; Pinto

y cols., 2015).

El HC pertenece al sistema limbico, es una region cerebral heterogénea, puesto que su
conectividad a otras regiones del cerebro difiere a lo largo de su eje longitudinal (dorsal a
ventral en roedores, posterior a anterior en humanos). Funcionalmente, gracias a estudios
de lesion, se pueden distinguir subregiones del HC: el hipocampo dorsal (HCd), critico
parala memoriay el aprendizaje de tipo espacial; y el hipocampo ventral (HCv), que esta
involucrado con la conducta ansiosa, procesamiento de experiencias emocionales y el
control del eje HHA, limitando la liberacién de GCs una vez efectuada la respuesta al estrés
(McHugh y cols., 2011; Fanselow & Dong, 2010) (Figura 2). El HCd y el HCv tienen
distintas sensibilidades a mediadores del estrés como los GCs (Maggio & Segal, 2012;
Volobueva y cols., 2017), puesto que ambas porciones estan altamente enriquecidas en
receptores de GCs. El HCd tiene mayor cantidad de GR mientras que el HCv posee mayor

abundancia del MR (Robertson y cols., 2005).
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Figura 2. Modelo de estrés, el hipocampo y la conducta. Representacion de la extension del
hipocampo de roedores a lo largo del eje rostrocaudal y dorsoventral, comenzando en el ntcleo
septal formando el polo septal (rosado) y terminando en el I6bulo temporal para formar un polo
temporal. A lo largo del eje dorsoventral, el HC de roedores exhibe distintas conexiones
anatomicas. Las estructuras que se comunican con el HCd, en rosado, tienen un rol en el
aprendizaje espacial, memoria, exploracién y navegacidn, asi como también el procesamiento
visual espacial. Por otro lado, las estructuras conectadas al hipocampo ventral en verde son
reguladores importantes de la liberacion de hormonas del estrés (corticosterona), procesamiento
de recompensa, ansiedad, motivacidn y funciones ejecutoras. Lesiones selectivas del hipocampo
dorsal o ventral confirmaron un rol preferencial del HCd en la memoria espacial y para el HCv la
regulacion de la ansiedad innata y la liberacion de corticosterona inducida por estrés. ACC, corteza
cingular anterior; Acb, nicleo accumbens; AMY, amigdala; BST, ntcleo del lecho de la estria
terminal, HC, hipocampo; Hyp, hipotalamo; mPFC, corteza prefrontal medial (corteza infralimbica
y prelimbica); LM, nucleo mamilar lateral; MM,nicleo mamilar medial; RSP, corteza
retroesplenial; VTA, area tegmental ventral. Modificado de Bannerman y cols., 2014 y Leary &
Cryan, 2014.
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Los estudios anatdémicos en animales se han centrado principalmente en analizar
cambios neuroplasticos que ocurren en subregiones especificas del HCd: giro dentado
(DG), CA3 y CA1, subdivididos a su vez en capas de células piramidales, stratum oriens, y
el neuropilo que contiene las dendritas apicales, el cual incluye el stratum lucidum,
radiatum y molecular. Estudios en animales machos expuestos a estrés crénico han
indicado que los GCs afectan el nimero de células, atrofia dendritica, nimero de sinapsis
y volumen total (Tata & Anderson, 2010). De esta forma, se han reportado diferencias en
la plasticidad del HC por efecto del estrés cronico, dependiendo del sexo del animal. Es asi
que, por ejemplo, el estrés cronico afecta la neurogénesis en DG; produce una reduccion
en el namero de células en proliferacién y aumentan las células troncales quiescentes en
machos, mientras que no se observan efectos en ratas hembra (Hillerer y cols., 2013;
Westenbroek y cols., 2004). A nivel morfoldgico, la exposicion a estrés agudo produce
pérdida de espinas dendriticas en CA1 de ratas hembra y, por el contrario, produce un
aumento de espinas en ratas macho (Shorsy cols., 2001). Por otro lado, el estrés crénico
reduce los puntos de ramificacion y largo dendritico en dendritas apicales de
neuronas piramidales de CA3 en el HC de ratas macho. En hembras, aunque no se produce
atrofia de las dendritas, existe disminucién en el nimero de puntos de ramificacién de las
dendritas basales (Galea y cols., 1997). El estrés crénico impredecible (otro modelo de
estrés), produce alteraciones opuestas en el volumen de los polos hipocampales. Es asi
que este tipo de estrés cronico reduce el volumen del HCd, probablemente debido a una
disminucién en el largo de las dendritas apicales de las neuronas piramidales de CA3; en
cambio, el volumen del HCv aumenta bajo este estimulo (Pinto y cols., 2015). Para
determinar si los efectos de los GCs sobre el volumen del HC estdn mediados por los GCs,
se han utilizado abordajes como la administracién cronica de CORT. Esta hormona reduce
la densidad de neuronas inmaduras en el HCd e HCv de ratas macho, y en ratas hembra se
observa un efecto similar pero solo en HCv (Brummelte & Galea, 2010). Aunque otras
investigaciones sugieren que las hembras son menos susceptibles que los machos a los
efectos dafninos del estrés crénico, se debe considerar que los efectos dependen mucho de
la naturaleza, duracion del estresor y el trasfondo del ambiente hormonal de las hembras,
es decir, que los niveles de hormonas ovaricas contribuyen a disminuir los efectos dafiinos

del estrés (Shors ycols., 2001).

20



1.4 Efectos genéticos y epigenéticos del estrés sobre el HC con diferencias basadas en el
Sexo

A nivel molecular, la neuroplasticidad involucra la interaccién, coordinaciéon y
regulacion de numerosas proteinas especificas (enzimas, receptores, proteinas
estructurales, entre otras) que mantienen los procesos metabdlicos necesarios para la
comunicacién neuronal en los eventos de sinapsis. Para comprender los mecanismos
transcripcionales que subyacen a la sintesis de dichas proteinas en el contexto de la
depresion, Bagot y cols., 2016 utilizaron técnicas de secuenciaciéon masiva de RNA (RNA-
seq) sobre el modelo de estrés cronico inducido por dominancia social en ratones, para
evaluar perfiles transcripcionales de cuatro areas relacionadas con la depresién y la
sensibilidad al estrés: el Nucleo Accumbens, Corteza Prefrontal, Amigdalay el HCv. En esta
ultima region, mediante andlisis de redes de co-expresion de genes ponderados (WGCNA),
se encontraron modulos de genes con una alta correlacion de expresion y, por lo tanto,
probablemente corregulados, asociados con la susceptibilidad y resiliencia al estrés. En
este trabajo lograron identificar genes que previamente no estaban implicados en
depresion, que al sobreexpresarlos en HCv aumentan la susceptibilidad al estrés y las
conductas ansiosas (Bagot y cols., 2016). Este estudio sostiene que el HCv es una region
cerebral importante para la génesis de conductas ansiosas o tipo depresivas
inducidas por el estrés. Si bien el estudio se realiz6 en ratén, éste establece las bases
para comparar estructuras que forman un circuito en el que los cambios transcripcionales

son coordinados en areas con mayor conexion, como podria ocurrir con el HCd e HCv.

Las diferencias intrinsecas entre HCd e HCv, y sus respuestas diferentes al estrés ya
mencionadas estan siendo recientemente evaluados a nivel proteémico, transcripcional y
epigenético. Floriou-Servou y cols, 2018 muestra que en ratones macho sometidos a
estrés por restricciéon de movimiento, los mRNAs y proteinas que estan enriquecidos en el
HCd estan involucrados en la sefializacién de calcio y la funcién glutamatérgica, mientras
que la expresion de genes regulados por estresores en HCv son el doble en nimero
que en HCd y estan involucrados en potenciar vias metabdlicas. Ademas, a través de redes
de interaccion proteina-proteina generadas computacionalmente, encontraron un mayor

numero de redes de interaccion en el HCv e identificaron un grupo de genes que se
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expresa con un alto nivel de correlacidn respecto al gen que codifica la histona demetilasa
(Kdmé6b) en tres modelos diferentes de estrés agudo. KDM6B (Lisina Demetilasa 6B,
enzima especifica para la marca H3K27me3 represora de la transcripcién de genes)
disminuye la metilaciéon de su blanco enzimatico solo en HCv y, al realizar knockdown de
Kdmé6b, se sostiene la marca represora en el HCv produciendo una conducta de
hiperactividad/hipereactividad al miedo (Floriou-Servou y cols., 2018), evidenciando la
especial sensibilidad al estrés del HCv por sobre el HCd mediante un mecanismo de
modificacion de histonas que va a controlar la expresion de genes frente a eventos

estresores.

En muestras humanas post-mortem, se han realizado analisis de redes de co-expresion
de genes para poder entender las bases moleculares de las diferencias basadas en el sexo
que subyacen a la depresion. Labonté y cols., 2017 identificaron 150 clusteres de genes
especificos para cada sexo, a partir de datos de sujetos con depresion. Los analisis
muestran dos genes centrales presentes en estos clusteres en la corteza prefrontal:
DUSP6, una proteina fosfatasa asociada a MAP quinasa, que en el conjunto de mujeres
estaba regulado a la baja, pero no en hombres; y el factor de transcripcion EMX1 que en
hombres estaba regulado al alza, pero no en mujeres. Ambos genes no habian sido
asociados con la depresién previamente. Finalmente, demostraron con un modelo de
raton knockout que estos genes son necesarios y suficientes para causar conductas tipo
depresivas inducidas por estrés en forma especifica para cada sexo (Labonté y cols., 2017).
Este tipo de estudios proveen informacion valiosa para encontrar blancos moleculares
que subyacen a la susceptibilidad especifica de cada sexo a la depresiéon y, mas aun,
develan un programa de expresion de genes con diferentes actores en hombres y mujeres

pero que regula la expresién de un mismo fenotipo, es decir, la depresidn.

Es por esto que es conveniente y necesario un abordaje de este tipo para el analisis de
los cambios transcripcionales que ocurren en el HC, especificamente en el HCy,
permitiendo identificar la expresion intrinseca de grupos de genes en machos y hembras,
haciendo especial énfasis en los grupos de genes cuyos cambios en la expresion producto

del estrés cronico sean capaces de modificar vias que dan cuenta de los fenémenos
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neuroplasticos que ocurren en esta subregién del HC. Particularmente relevante son
aquellos procesos relacionados con el procesamiento del impacto emocional de las
experiencias y el control de los estados afectivos generales. Los andlisis transcriptémicos
permiten, ademas, identificar distintos tipos de transcritos que pueden mediar cambios
anatomico-funcionales, pudiendo constituirse como posibles biomarcadores, ya sea de
una predisposicion o desarrollo de una patologia neuropsiquiatrica y, en el contexto de

este trabajo en particular, el trastorno depresivo.

1.5 Nuevos enfoques transcriptomicos del estrés sobre el HC

Los estudios con técnicas de microarreglos y los avances recientes en la secuenciacion
masiva de RNAs, en conjunto con los andlisis bioinformaticos in silico, han aportado
enormemente en la deteccion e identificacion de mecanismos moleculares propios del
metabolismo de los RNA que se activan en respuesta al estrés. Las iniciativas
transcriptémicas para estudiar el genoma humano de manera exhaustiva, como el
proyecto ENCODE (del inglés, Encyclopedia of DNA Elements), han revelado que mas del
75% de nuestro genoma es transcrito en algun tipo de RNA y solo entre el 1-2% del RNA
producido corresponde a RNAs que codifican proteinas. El resto corresponde a una gran
proporcion de RNAs no codificantes (ncRNAs), entre los cuales se distinguen RNAs
asociados a la traduccion, RNAs ribosomales (rRNAs) y RNAs de transferencia (tRNAs).
Los RNAs pequefios (SRNAs) clasificados por un tamafio menor a 200 nt, incluye a los
microRNAs (miRNAs), importantes en el mecanismo de degradacion de mRNAs; y por otro
lado encontramos RNAs mayores a 200 nt, conocidos como RNAs largos no codificantes
(IncRNAs), los cuales tienen diversas funciones como la regulacién de la transcripcion,
modificaciones postranscripcionales y remodelamiento de la cromatina, entre otras

(Dunham y cols., 2012; Palazzo & Lee, 2015).

Se ha evidenciado que el estrés cronico gatilla cambios en la expresion de miRNAs en
el HCd de ratas macho a través de técnicas de microarreglos, estudios in silico y
confirmacién por RT-gqPCR. Entre los miRNAs que demuestran ser sensibles al estrés se
encuentran los miRNAs del clister mir 379-410 y el mir 17-92 (Jin y cols., 2016). Por

ejemplo, el miR-92a y el miR-485 incrementan su expresién por estrés crénico,
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influenciando vias de sefializacion relacionadas al crecimiento del ax6n y AMPc (Mufioz-
Llanos y cols., 2018). Adicionalmente, el efecto combinado de estos dos miRNAs podria
influenciar factores de transcripciéon y enzimas modificadoras de histonas, entre otros
(Munoz-Llanos y cols., 2018). Estos cambios en la expresiéon de miRNAs involucran toda
una maquinaria que debe ser coordinada para aumentar los niveles de algunos miRNAs y
disminuir otros, permitiendo lograr una respuesta adaptativa al estrés a través del control
de los niveles de expresion de proteinas claves para la comunicaciéon neuronal. En este
contexto, es necesario contemplar un nivel poco explorado para la regulaciéon de los

miRNAs, como RNAs circulares o circRNAs.

Los circRNAs son transcritos que se caracterizan por poseer un enlace covalente entre
los extremos 5’y 3’. Debido a la ausencia del extremo 3’ libre, los circRNAs son resistentes
a las exonucleasas, extendiendo su vida media por sobre los RNAs lineales (Jeck &
Sharpless, 2014). El principal mecanismo propuesto para la biogénesis de circRNAs es a
partir de un pre-mRNA en un proceso de corte y empalme no canénico mediado por el
espliceosoma llamado back-splicing, que es potenciado por la presencia de secuencias Alu
(Zhang y cols., 2014) (Figura 3). Se ha descrito que un 83% de los circRNAs se originan a
partir de genes que codifican proteinas (Guo y cols., 2014). En cuanto a la composicién de
su secuencia, la mayoria de los circRNAs abarcan menos de 5 exones, pueden incluir
intrones y en tamafio pueden variar con un rango promedio estimado de 500nt (Guo y
cols., 2014). Algunos circRNAs que contienen secuencias exdnicas poseen un ORF, por lo
que se propone que podrian ser traducidos. En general, los circRNAs son evolutivamente
conservados a través de las especies, incluyendo roedores y humanos, por lo que se
propone que poseen una funcidén conservada e importante para el desarrollo de los
organismos (Rybak-Wolf y cols., 2015). De hecho, un eje de regulaciéon circRNA-miRNA-
mRNA anormal esta involucrado en la patogénesis de enfermedades del sistema nervioso

central, como el Parkinson y el Alzheimer (Chen y cols., 2016).
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Figura 3. Back-splicing como un mecanismo para la biogénesis de circRNAs.
Representacion esquematica para la biogénesis de mRNAs y circRNAs. Se representa el
mecanismo de corte y empalme canénico, los intrones son removidos y los exones se empalman,
generando un mRNA maduro a partir del pre-mRNA o se pueden formar otras variantes de splicing
por eventos de corte y empalme alternativos. Los circRNAs son generados por un mecanismo de
corte y empalme alternativo, conocido como back-splicing en el cual un sitio dador 5’ (5’ss) se
empalma a un sitio aceptor 3’ (3’ss) rio arriba en lugar de un 3’ss rio abajo. Se pueden generar
variantes de corte y empalme resultando circRNAs que contienen solo un ex6n o multiples exones.
Los exones corresponden a las cajas coloreadas y los intrones a lineas solidas. La estructura de 5’
cap se muestran como puntos rojos en los mRNAs y las colas 3’ Poli-A como A(n). El corte y
empalme constitutivo (azul) y el alternativo (rojo) se representan con lineas punteadas. Extraido
de Pfafenrot & Preufier, 2019.

Respecto a las funciones descritas para los circRNAs, se destaca su potencial para el
secuestro de miRNAs. Un mecanismo ampliamente estudiado es el de CDR1as o CiRS-7
(RNA circular contra miRNA-7), que actiia como “esponja” con cerca de 70 sitios de union
putativos para el miRNA-7 (miR-7), disminuyendo su disponibilidad para actuar sobre los
mRNAs blanco (Hansen y cols.,, 2013). Un aumento en los niveles de miR-7, por
disminucién de CiRS-7, se presenta en patologias psiquiatricas afectando la densidad de

espinas dendriticas via el eje miR-7/SHANK3 (Choi y cols., 2015; y cols., 2016). Los

25



circRNAs, ademas, pueden mediar la degradacion, almacenaje, destinacién y localizacién
de los miRNAs. Por ejemplo, si el circRNA es totalmente complementario al miRNA, éste
puede inducir su degradacion mediado por Argonauta (AGO), proteina efectora del
complejo silenciador inducido por RNA (RISC). Por otro lado, si el sitio de unién es parcial
(menor a 12 nt), ninguno es cortado por AGO, permitiendo que los circRNAs puedan
actuar como sefiuelos para miRNAs y para proteinas de unién a RNA (RBPs), regulando,
de esta forma, la interaccion de estas proteinas con sus blancos. Ademas, pueden unirse a
varias RBPs actuando como una plataforma para el ensamblaje de grandes complejos
proteicos (Jeck & Sharpless, 2014). También pueden participar en la regulacion de la
transcripcion en neuronas, por ejemplo, circRNAs que retienen intrones (conocidos como
EIciRNAs) quedan retenidos en el nucleo permitiendo el reclutamiento de la RNA
polimerasa II a la region promotora de un gen estimulando su transcripcion (van Rossum

y cols, 2016).

Los circRNAs son producidos en tejidos especificos. Interesantemente, el cerebro en
particular ha sido destacado como uno de los 0rganos con expresion mas abundante
en circRNAs, donde se propone que juegan un rol crucial durante el desarrollo neuronal
(Rybak-Wolfy cols., 2015; You y cols., 2015). Ademas, en un estudio basado en conjuntos
de datos de RNA-seq publicos de ratas macho y hembra, se evaluaron los niveles de
circRNAs en 8 6rganos durante cuatro etapas del desarrollo, demostrando la existencia de
circRNAs que se expresan de forma dindmica espaciotemporal, oérgano-tejido y
sexualmente especifica (Mahmoudi & Cairns, 2019). Los analisis por ontologia de genes
muestran que los circRNAs altamente expresados en el cerebro serian grupos de
circRNAs funcionales relacionados con el proceso de sinapsis y son abundantes tanto
en sinaptosomas de hipocampo de rata (You y cols, 2015), como también en
sinaptoneurosomas de ratdn. Estos ultimos, corresponden a una fracciéon enriquecida de
vesiculas que contienen terminales presinapticas ancladas a vesiculas con terminales
postsinapticas (Rybak-Wolf y cols., 2015). Entre estos circRNAs se identificd, mediante
hibridacién in situ de alta resolucién, circRNAs que estan especialmente enriquecidos en
la sinapsis, como circ_Homer1_a, el cual ademas aumenta sus niveles en presencia de

bicuculina, un antagonista del receptor GABAa, que aumenta la actividad neuronal,
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demostrando que los niveles de circRNAs en el compartimiento sindptico pueden ser
regulados por la actividad sinaptica (You y cols., 2015). Esto indica que los circRNAs
podrian tener una participacion en los procesos de plasticidad neuronal que
implican la formacién o detrimento de nuevas conexiones entre neuronas. Sin embargo,
los circRNAs presentes en estas estructuras no han sido estudiados en los procesos
de neuroplasticidad que ocurren en las subregiones del HC en respuesta al estrés
cronico. Se sugiere que los circRNAs pueden estar involucrados en un amplio rango de
respuestas neuronales al estrés y su expresiéon o funciéon aberrante puede contribuir al
desarrollo, progresion y la severidad de enfermedades neurolégicas como la depresion
(Shao & Chen, 2016). Recientemente se identificoé un circRNA expresado diferencialmente
en monocitos de sangre periférica de pacientes con depresion mayor, conocido como
hsa_circRNA_103636, el cual es regulado a la baja comparado con pacientes sanos. Este
tipo de estudios evidencian el potencial de los circRNAs como biomarcadores para el
diagndstico de la depresidon mayor (Jiang & Li, 2016). La habilidad caracteristica de los
circRNAs para actuar como esponjas para multiples blancos incluyendo miRNAs,
proteinas y posiblemente otros IncRNAs, hacen de estas moléculas un objetivo de estudio
interesante con el potencial para modular multiples vias de sefializacion. La identificaciéon
de circRNAs que cambian su expresién en HCv, por efecto del estrés crénico permitira
elucidar qué miRNAs podrian estar viendo alterada su funcién y, a su vez, qué transcritos
codificantes y vias asociadas a procesos celulares estan siendo afectadas por estos
cambios. Ademas, tienen el potencial de ser utilizados como biomarcadores del proceso
de neuroplasticidad debido a su larga vida media, permitiendo la identificaciéon de
diferencias notorias entre las vias que son activadas en HCv de machos y hembras en

respuesta al estrés crénico.
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2. HIPOTESIS

La expresion de circRNAs relacionados a la plasticidad sinaptica es modificada por el
estrés crénico en hipocampo ventral de forma diferencial entre ratas macho y hembra.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar si la exposicion a estrés crénico por restriccién de movimiento produce un sesgo
respecto al sexo en la expresion de circRNAs asociados a plasticidad sinaptica en
hipocampo ventral de ratas.

3.2 Objetivos Especificos
1- Determinar si la expresion de los circRNAs en hipocampo ventral es diferente entre
ratas macho y hembra no estresadas.

2- Determinar si la exposicion al estrés cronico cambia el perfil de expresion de circRNAs
en hipocampo ventral de ratas y si ésta, ademas, presenta un sesgo asociado al sexo.

3- Identificar las vias involucradas en la plasticidad sinaptica representadas por aquellos
genes que producen circRNAs en condiciones de estrés.

4- Identificar circRNAs expresados diferencialmente, involucrados en la plasticidad
sinaptica con diferencias en la direccion del cambio entre machos y hembras por efecto
del estrés crénico.

4. METODOLOGIA

4.1 Modelo animal de estrés crénico por restriccién de movimiento

Los animales utilizados en este trabajo fueron solicitados en el marco del proyecto
Fondecyt Regular n°® 1190899. Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho y hembras
adultas virgenes con ciclo estral normal (8-10 semanas de edad), criadas en cuatro grupos
por caja, en una habitaciéon con temperatura y humedad controlada con un ciclo de
luz/oscuridad estandar. Ademas, se les permitié comida y agua a libre disposicion. Todos
los procedimientos se realizaron de acuerdo con los protocolos establecidos por el comité
de ética local para la experimentacidn con animales de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas de la Universidad de Chile y aprobados por el comité institucional

28



Certificado n°: 19239 - CYQ - UCH. Estos protocolos consideraron, la guia para el uso y el
cuidado de animales de laboratorio del NIH (National Research Council, 2011). Las ratas
se manipularon una vez al dia por al menos 3 semanas antes de iniciar los procedimientos
experimentales, de forma que los animales se adaptaran al manipulador. El manejo
consistié en pesar las ratas y, en el caso de las hembras, ademas se tom6 una muestra de
frotis vaginal entre las 8:00 y 9:00 h para determinar la fase del ciclo estral. Para el estudio
se seleccionaron los animales que mostraron una ganancia de peso normal y las hembras

que exhibieron un ciclo estral regular de 4-5 dias.

Se realiz6 un seguimiento del consumo de alimento por cada caja, obteniendo un
promedio por animal. Se contabilizé el nimero de deposiciones por animal durante el
procedimiento de estrés, se sumd la cantidad de heces durante las sesiones de estrés,
mientras que para los animales control se obtuvo un promedio por animal para las heces
contabilizadas luego de 2,5 horas de haber sido los animales introducidos en una caja de
mantencién y con viruta limpia (determinado cada 3 dias). Estos fueron pesados todos los
dias, tomando como referencia el primer dia de inicio de las sesiones de estrés, de forma

de determinar el porcentaje de ganancia de peso de los animales.

Para investigar los efectos del estrés crénico, ratas macho y hembras se sometieron a
estrés cronico por restriccion de movimiento (2,5 horas diarias por 14 dias) utilizando
cilindros de acrilico. Los animales fueron sacrificados por decapitacién 24 horas después
de la ultima sesion de estrés para la posterior obtencion del hipocampo, separados en las
porciones dorsal (HCd) y ventral (HCv). Para el grupo de ratas hembra, la extraccion del
hipocampo se llev6 a cabo durante la etapa estro del ciclo estral, donde los niveles de
estrogeno son menores. El tejido se extrajo rapidamente sobre una placa enfriada a 4°Cy
sumergido en 900 pL de solucién RNAlater™(Qiagen, California, USA) y matenidos a 4°C
durante 24 horas. Posteriormente, el tejido sin liquido se almacené a -80°C hasta la etapa
de extraccion de RNA. Se seleccioné un grupo de 10 ratas hembra y 10 ratas macho. Del
grupo de ratas hembra previamente se descartaron las que no tuvieran un ciclo estral
regular de 4-5 dias antes de las sesiones de estrés y se seleccionaron las muestras con una

mayor cantidad de RNA obtenido del proceso de extraccion.
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4.2 Extraccion y cuantificacion de RNA de HCv de ratas

Se realiz6 un homogeneizado de tejido en 1400 pL de soluciéon comercial QIAzol Lysis
Reagent (Qiagen, California, USA), con UltraTurrax a maxima velocidad. Luego, se dejé
por 5 min a temperatura ambiente y el volumen se separ6 en dos tubos que fueron
tratados simultdaneamente como se describe a continuacién. Se agregaron 140 pL de
cloroformo y se agit6 vigorosamente 15 min, se dejo 2-3 minutos a temperatura ambiente
y se centrifugd 15 min a 12.000 x g a 4°C. Se transfirié la fase acuosa a otro tubo, se agregé
un volumen de etanol al 70% y se mezclo6 vigorosamente por Vortex. Con micropipeta se
tomo la muestra incluyendo cualquier precipitado formado, se agregd a una columna
RNeasy Mini spin (Qiagen, California, USA) en un tubo colector de 2 mL y se centrifug6 a
mas de 8000 x g por 15 s a temperatura ambiente. En la columna quedaron retenidos los
RNAs mayores a 200 nt y el eluido de la columna (el cual contenia los miRNAs) se colocé
en un nuevo tubo de 2 mL. En seguida, se afiadieron 450 pL de etanol 100% (0,65
volimenes) y se mezcl6 vigorosamente con Vortex. Se transfirié 700 pL de la muestra en
una columna RNeasy MinElute (Qiagen, California, USA) en un tubo colector de 2 mL. Se
centrifugd 15s a 8000 x g a temperatura ambiente y el eluido se descarté. Se agregaron
500pL de buffer RPE a la columna RNeasy MiniElute, se centrifugd 15s a 8.000 x g para
secar la columna y luego se centrifug6 con la tapa abierta por 5 min a mas de 8.000 x g.
Finalmente, se puso un nuevo tubo colector de 1.5mL y se agregé a la columna 10uL de
agua libre de RNasas. Se centrifug6 1 min a mas de 8000 x g para eluir la fraccién
enriquecida en miRNAs. Se repiti6 este ultimo paso dos veces y se obtuvo para cada

hipocampo dos tubos con un volumen de 30 puL de RNA eluido.

Paralos RNAs menores a 200nt se agreg6 700 pL de buffer RWT en la columna RNeasy
Mini spin. Se centrifugd 15s a mas de 8.000 x g para lavar la columna y se descarté el
eluido. Se agregé 500 puL de buffer RPE a la columna, se centrifugd 15s a 18.000 x g y se
descarté el eluido. Este lavado se realizé dos veces y en la ultima vez se descarto el
colectado, y se centrifugd 1 min a maxima velocidad con la tapa abierta. Se puso la columna
en un nuevo tubo de 1.5mL, se toman 15 uL de agua libre de RNasas y se centrifugd 1 min
a mas de 8.000 x g para eluir el RNA total (RNAs mayores a 200 nt). Se repitié este paso,

logrando para cada hipocampo dos tubos con un volumen total de muestra de 30pL.
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Se realiz6 la cuantificacion por Nanodrop™ (NanoDrop 2000/2000c
Spectrophotometer, Thermo Scientific) y por Qubit™ mediante el Kit de ensayo BR de
RNA Qubit Quant-iT™de los RNAs mayores a 200 nt y RNAs menores a 200 nt. Se
seleccionaron las muestras con mayor concentracién para ser enviadas a secuenciar, las
cuales fueron numeradas del 1 al 20 para los RNAs mayores a 200 nty 21 al 40 para los
RNAs menores a 200 nt. De las muestras cuantificadas por Qubit, éstas corresponden en
promedio a un 67,3% de lo cuantificado por Nanodrop™. Ademads, el método de
purificacion de RNAs por columna fue Optimo, ya que las muestras no estaban
contaminadas con DNA. Luego de todas estas etapas, fueron enviadas a secuenciar en la

empresa BGI.

4.3 Cuantificacion, preparacion de librerias y secuenciacion del RNA de hipocampo
ventral de ratas por BGI

La empresa BGI volvié a cuantificar las muestras, utilizando el instrumento Agilent
2100 Bionalyzer (Agilent RNA 6000 Nano Kit), se determiné la concentracion de RNA
total, su integridad RIN (RNA integrity number) y el tamafio de los fragmentos. La Figura
4 presenta el trazado de un electroferograma para la obtencién del RIN, a partir de la
electroforesis capilar en gel realizada por el BioAnalyzer. Los dos picos principales
corresponden a los rRNAs 28S y 18S. El RIN de estas muestras fue siempre mayor a 8.6, lo
que indica una integridad 6ptima (RIN > 8.0) para realizar la preparacién de librerias y
posterior secuenciacion. La Figura 5 presenta un electroferograma representativo de las
muestras de RNA menores a 200 nt, para las cuales se obtuvo una concentraciéon éptimay
un RIN promedio de 2.6, por lo cual estaban calificadas para la preparacion de librerias y

posterior secuenciacion.
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Figura 4. Electroferograma representativo de los RNAs mayores a 200nt. Se muestran en
unidades fluorescentes contra cantidad de nucleédtidos de los fragmentos de RNA presentes en la
muestra, se destacan los dos picos principales correspondientes a rRNA 28S y 18S, coincidentes
con la imagen del gel de la electroforesis capilar, la integracién de las areas, obtencién de la
concentracion de la muestra y la integridad con el valor RIN de 8.6.
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Figura 5. Electroferograma representativo de los RNAs menores a 200nt. Se muestran en
unidades fluorescentes contra cantidad de nucleédtidos de los fragmentos de RNA presentes en la
muestra, el pico muestra que son fragmentos menores a 200 nt, coincidentes con la imagen del gel
de la electroforesis capilar, la integracion de las areas, obtencién de la concentracidon de la muestra
y la integridad con el valor RIN de 2.6.
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Una vez calificadas las muestras para la preparacion de librerias, la compaiiia BGI
utilizé6 200 ng de las muestras de RNA mayores a 200 nt. Las muestras, luego de ser
depletadas de rRNA, se fragmentd el RNA, posteriormente se realizé una transcripcion
reversa, se fosforilaron los extremos, se ligaron adaptadores tipo burbuja, se realizé una
amplificacién por PCR, se separaron las hebras dobles de DNA y se circulariz6 cada hebra.
Estas hebras simples fueron sustrato para la secuenciaciéon por sintesis de DNA en
nanobolas en la plataforma DNBseq™ (BGI, Hong Kong, China), la cual utiliza replicaciéon
por circulo rotatorio (RCR) con la polimerasa del fago Phi29, de alta procesividad y
fidelidad, generando lecturas pareadas de 150 bases (Figura 6A). Para las muestras de
RNA menores a 200 nt, se utilizaron 200 ng y se resolvieron los fragmentos mediante una
electroforesis en el gel de agarosa, seleccionando aquellos con un tamafio de entre 18-30
nt, se ligaron con un adaptador 3’ (36-50 nt) y luego un adaptador 5’ (62-75 nt), y
finalmente se procedio a realizar la transcripcidon reversa para una posterior amplificacion
por PCR. Estos productos se purificaron en un gel PAGE y los cDNAs fueron denaturados
por temperatura y circularizados. Estos circulos de cDNA de hebra simple son usados
como libreria final a secuenciar por la plataforma DNBseq™, generando lecturas de 50
bases (Figura 6B). El resultado de la secuenciacién obtenido con la plataforma DNBseq™
son los archivos FASTQ estdndar, conteniendo informacién referente a la secuencia
nucleotidica y su respectiva calidad de secuenciaciéon (puntaje Phred en formato ASCII)

para cada lectura secuenciada (Figura 6C).
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Figura 6. Esquema que representa las etapas para la preparacion de librerias de
secuenciacion. (A) Preparacion de librerias para RNAs mayores a 200 nt y (B) para RNAs
menores a 200 nt. (C) Archivo FASTQ secuenciado por DNBseq usando un sistema de calidad
Phred +33. La primera y la tercera fila son los nombres de las secuencias generadas por el
analizador de secuencias. La segunda linea es la secuencia; La cuarta linea es la calidad de la
secuencia, donde cada letra corresponde a la base en la segunda linea; la calidad de esa base es
igual al valor ASCII del caracter en la cuarta linea menos 33. Ejemplo si el valor ASCII de A es 65,
entonces la calidad de la base es 32.

4.4 Pipeline computacional para la prediccion de circRNAs

El analisis bioinformatico comenz6 tras la adquisicién de los archivos en formato
FASTQ desde la empresa BGI. Estos archivos fueron generados a partir de las 20 muestras
de HCv, separadas en RNAs mayores a 200 nt (etiquetadas del 1 al 20) y menores a 200 nt
(etiquetadas del 21 al 40). Para la identificacion de circRNAs, se utilizan los 20 pares de
archivos FASTQ correspondientes a las muestras de RNA mayores a 200 nt, que contienen
lecturas de extremos pareados o paired ends (PE) de 150 bases. Para asegurar la calidad
de las lecturas obtenidas para cada muestra, se realiz6 un trimming de los datos

eliminando secuencias provenientes de los adaptadores utilizados para preparar la
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libreria de secuenciacion, los primeros y ultimos nucleétidos de mala calidad de cada
lectura, ademas de las lecturas de baja calidad en general. Este paso fue realizado
utilizando la herramienta Trimmomatic versiéon 0.39 (Bolger y cols., 2014), usando un
puntaje o score Phred de corte Q>28. Los archivos resultantes, ahora con lecturas de “alta
calidad”, contenian en promedio 31 millones de lecturas por muestra y fueron utilizados
para la prediccién y cuantificacién de circRNAs presentes en cada una de las muestras

(Figura 7).

Se escribieron scripts en Bash para automatizar el paso a paso referente a la prediccion
de circRNAs y se analizaron todas las muestras de RNAseq (20 pares de archivos FASTQ)
de manera secuencial (Figura 7), usando los programas CIRCexplorer3 (May cols., 2020)
y CIRIZ (Gao y cols, 2018). Los resultados de ambos predictores fueron analizados de

manera independiente y finalmente fueron comparados.

Factor Fach_:r Parametros de Li(:untrol de calidad Archivos necesarios Identificacion de circRNAs
Sexo tratamiento secuenciacion e la secuenciacidon) de input Cuantificacion y r truccion
Genoma de Rereferencia
5 control Rné.fq
10Machos » RNAs > 200nt CIRCexplorer3
5 estrés RNAseq FASTQC 20 pares archivos fastq Alignner STAR >
HCv 20 pares Fastq 3 Trimmomatic Read_1.fq -
n=20 S PE 150bp valor Phred Read_2fq CIRI2
10 Hembrash» N 40Millones de lecturas Q>28 Alignner bwa 3
5 estrés Archivos de anotacion
RefSeq (NM_XXX)
Ensembl (ENS_XX)
Analisis de Analisis de
Expresion Diferencial Expresion Diferencial

R : Cruce de resultados
>  Generar matriz de cuentas e Analisis Manual Evaluar [a cantidad de
circRNAs identificados

en comun por
—»  Generar matrizde cuentas <—T—* DESeq2 por ambas herramientas
Andlisis Manual ‘

Figura 7. Flujo de trabajo a partir de los datos de secuenciacién. Incluye el control de calidad
y la automatizaciéon para la identificacion de circRNAs con los algoritmos de prediccion de
circRNAs utilizados CIRCexplorer3 y CIRI2. Posteriormente un analisis de expresion diferencial
con DESeq?2 y un analisis manual.
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Se utiliz6 el software CIRCexplorer3, el cual recibe como entrada los archivos FASTQ
pareados (readl y read?), el genoma de referencia (Rattus norvegicus, rn6) y archivos de
referencia conteniendo la anotaciéon de los genes de la misma versién del genoma
disponible en UCSC Genome Browser (knownGene.txt y refFlat.txt). En una primera etapa,
CIRCexplorer3 realiza un alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia
usando el alineador HISAT2 versién 2.0.5 (parameters: hisat2 --no-softclip --score-min L,-
16,0 --mp 7,7 --rfg 0,7 --rdg 0,7 --dta -k 1 --max-seeds 20) (Kim y cols., 2015) y el archivo
de anotacién. En esta etapa, son mapeadas principalmente las lecturas correspondientes
a genes codificantes o por eventos de splicing canonico, obteniendo como salida un archivo
que conserva todas las lecturas no mapeadas por este alineador. Las lecturas sin mapear
ahora sirven de entrada para el alineador STAR (--chimSegmentMin 10) (Dobin y cols.,
2013), que mapea estas lecturas al genoma de referencia apoyado con el mismo archivo
de anotacion, pero esta vez identificando y obteniendo las lecturas candidatas a formar
back splice junctions (BS]), sitio de identificacidon de los circRNAs. Luego, para identificar
de forma precisa las posiciones de los sitios dador y aceptor de cada evento de back-
splicing, cada BS] es remapeada contra el archivo de anotacién (Zhang y cols., 2014),
obteniendo un archivo de salida llamado “circRNA_known.txt”. Este archivo contiene
columnas con diversas anotaciones en relacion al circRNA predicho, tales como:
circRNA_ID, cromosoma, inicio, término, hebra, cantidad de lecturas para las BS], cantidad
de exones contenidos en el circRNA, tamafio de estos exones, intrones flanqueantes a la

BSJ, el transcrito que origina al circRNA, entre otras.

De forma complementaria, se utilizo6 el software CIRIquant, ultima version de CIRI2
que incluye un primer paso de alineamiento de transcritos codificantes con HISAT?2, al
igual que CIRCexplorer3, pero luego sigue el pipeline de CIRI2. CIRIZ es una herramienta
para la identificacion de novo de circRNAs. CIRI2 utiliza como entrada los archivos FASTQ
pareados (readl y read2) y el mismo archivo de genoma de referencia y de anotacion
utilizados con CIRCexplorer3. Las lecturas son mapeadas al genoma de referencia
utilizando el alineador BWA (Li & Durbin, 2009). Este alineador escanea los archivos SAM
(obtenidos del mapeo contra el genoma de referencia) dos veces. Brevemente, durante el

primer escaneo se detectan las BS] con sefiales PCC (Paired Chiastic Clipping), que reflejan
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un circRNA candidato. Se implementa un filtro usando un mapeo de extremos pares (PEM)
y sefiales de splicing junction (GT-AG) para los eventos de BS]. Después de agrupar las
lecturas BS] y registrar los candidatos de circRNAs, CIRIZ escanea nuevamente el
alineamiento SAM para detectar las BS] adicionales y, mientras tanto, realiza un filtrado
adicional para eliminar candidatos falsos positivos resultantes de lecturas mapeadas
incorrectamente a genes homologos o secuencias repetitivas (Gao y cols.,, 2015).
Finalmente, se obtiene como salida un archivo “out.ciri”, el cual contiene informacién de
anotacion referente al circRNA predicho: circRNA_ID, cromosoma, inicio, término, hebra,
cantidad de lecturas BSJ, cantidad de lecturas mapeadas al interior del circRNA, intrones

flanqueantes, entre otros.

Tras la obtencidn de la salida de ambas herramientas, sus resultados fueron analizados
por separado, con los 20 pares de archivos con la lista de circRNAs identificados
manipulados en R v3.6.1. El identificador “circRNA_ID” de estos circRNAs predichos
consiste en la unién del cromosoma de origen, la posicién de inicio y término del locus del
circRNA (ej. Chr2:22950023|22964734). De esta manera, ambas herramientas permiten
recuperar el mismo circRNA a partir de sus coordenadas genémicas. Para esto, se debe
sumar 1 nt a la coordenada de inicio al circRNA_ID obtenido por CIRCexplorer3, debido a
que en esta herramienta se realiza el alineamiento considerando la posicién 0 como el
inicio, mientras que en CIRI2, el inicio es considerado como la posicién 1 en el genoma de
referencia (Liu y cols., 2019). De esta forma, ambos identificadores provenientes de las
diferentes herramientas pueden ser comparados entre ellos y con la base de datos

circAtlas 2.0 (Jiy cols., 2019).

4.5 Analisis de expresion diferencial de circRNAs

Para realizar los analisis de expresion diferencial de circRNAs, se trabajé en paralelo
los resultados obtenidos por CIRCexplorer3 y CIRIZ. Utilizando el circRNA_ID y el nimero
de lecturas cuantificadas por cada programa, se construye una “matriz de cuentas”. En
esta matriz, la primera columna corresponde a circRNA_ID, mientras que el titulo de las
demas columnas corresponde a un identificador asociado a cada muestra (namero de la

muestra, sexo y condicion). El contenido de estas columnas es la cantidad de lecturas
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referente a cada muestra. Basado en la literatura (Xi y cols., 2019), son considerados como
expresados en una condicién aquellas muestras conteniendo mas de dos lecturas en la
matriz. Luego, se suma 1 cuenta a toda la matriz para evitar los ceros en el andlisis de

expresion diferencial.

El andlisis de expresién diferencial se realiz6 a través de dos abordajes distintos. El
primero utiliza el programa DESeq2 (Love y cols., 2014). Esta herramienta no requiere
una normalizacién previa de los datos, siendo realizada internamente. Se utiliza como
entrada la matriz de cuentas generada en el paso anterior y un archivo de anotaciéon
conteniendo identificadores para cada una de las condiciones utilizadas. Para determinar
circRNAs expresados diferencialmente se estableci6 un umbral de p-value < 0,05 y un
|log2(FC)| > 1. El segundo abordaje consistié en una normalizacién realizada usando la
cantidad de lecturas para un circRNA por la suma de lecturas obtenidas para esta muestra.
De esta forma se obtienen valores normalizados y, en seguida, se aplica una
transformacién de los datos a escala log2, luego se obtiene el promedio de estos valores
para cada condicién y realizar las comparaciones. Finalmente, para obtener los circRNAs
diferencialmente expresados, obtenemos las veces de cambio log2(FC) a través de la
sustraccion entre las condiciones en comparacién (Formula 1). Consideramos como
diferencialmente expresados aquellos circRNAs con un |log2(FC)| > 1. Los resultados de
los dos abordajes fueron comparados con el objetivo de definir el conjunto final de
circRNAs expresados diferencialmente, obteniendo una mayor robustez de los datos al ver

similitudes entre ambos.

cuentas circRNA =

cuentas circRNA
} X condicién2 referencia

logZ(

))_(cuudiufml - log2 ( = log2(Veces de cambio)

Y.cuentas circRNAs en la muestra Y.cuentas circRNAs en la muestra

Formula 1. Normalizaciéon de cuentas de circRNAs. Calculo de las veces de cambio de los
circRNAs durante la comparacion de condiciones.

4.6 Analisis de enriquecimiento funcional

Con la informacién del conjunto de circRNAs diferencialmente expresados se realizé un
analisis de enriquecimiento funcional usando R v3.6.1, a través del paquete enrichR v2.1

(Kuleshov y cols., 2016), utilizando como entrada los genes de origen de los circRNAs
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expresados diferencialmente, y como background se utilizaron todos los genes presentes
en la anotacion del genoma humano. Estos genes fueron asociados con la libreria de
Proceso Biolégico y Componente Celular del Gene Ontology (GO Biological Process, GO

Cellular Component). La visualizacidn fue realizada con el paquete de R ggplot2 v3.2.1.

4.7 Analisis de expresion diferencial de miRNA

El andlisis de identificaciéon y expresion diferencial de miRNAs fue realizado en el
Laboratorio de Neuroplasticidad y Neurogenética por Wladimir Corrales, a partir de los
datos de secuenciacién de las muestras etiquetadas del 21 al 40, las cuales corresponden
a los RNAs menores a 200 nt. Se utilizo Rsubread version 2.0.0 (Liao & Smyth, 2019) para
las etapas de alineamiento y cuantificacion de los transcritos y la anotaciéon de los
transcritos fue realizada con los datos de miRBase que incluye 764 miRNAs de rata
(Kozomara & Griffiths-jones, 2011). Consideramos como diferencialmente expresados

aquellos miRNAs con un [log2(FC)| > 0.5 y p-value<0.05.

4.8 Anélisis de expresion de mMRNAs

Se realiz6 el andlisis de transcritos codificantes utilizando el genoma de referencia de
rata Rattus norvegicus, rn6 y el archivo de anotacion de los genes de la misma version del
genoma disponible en UCSC Genome Browser (Rnor_6.0.98.gtf). Adicionalmente, se
descargaron los archivos de indice para utilizar HISAT2 con esta version del genoma de
referencia (ftp://ftp.ccb.jhu.edu/pub/infphilo/hisat2/data/rné6.tar.gz). Las lecturas
fueron alineadas usando HISATZ2 con los parametros -dta-cufflinks y -S, que hace la
busqueda de sitios de corte y empalme para luego entregar el informe del alineamiento a
medida para usar con cufflinks y guardar el alineamiento en formato SAM. Usando
samtools (Liy cols., 2009) (view -bS), se convierte el archivo SAM a BAM y luego se ordena
(samtools sort). Se ejecuta cuffcompare y cuffdiff (-FDR 0.2) (Trapnell y cols., 2012), el
cual toma el archivo gtf de transcritos con los archivos BAM de las muestras y produce los

archivos con los niveles de expresion de transcritos, transcritos primarios y genes.
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4.9 Prediccion de sitios de unién a miRNAs en circNIgnl

La prediccion de sitios de uniéon a miRNAs, también conocidos como MREs, presentes
en la secuencia de circNlgn1 fue realizada con RNA22 (Miranda y cols., 2006) utilizando
la secuencia de los miRNA expresados diferencialmente obtenida de miRBase (Kozomara

& Griffiths-Jones, 2011)

4.10 Prediccion de blancos de miRNAs

Las interacciones miRNA-mRNA fueron predichas utilizando la base de datos miRDB
(Chen & Wang, 2020). Los puntajes de prediccién de miRDB van entre 50-100. Estos
puntajes son asignados por su algoritmo y recomiendan utilizar un valor de prediccion de
interaccion mayor a 80 para encontrar interacciones mayormente probables. Los
transcritos seleccionados para la interacciéon con circNlgn1 son transcritos presentes en
los datos de expresion de estos animales y que tienen un valor de prediccion de
interaccion con los miRNA seleccionados mayor a 90 y para el analisis de enriquecimiento

de blancos un valor mayor a 60.

4.11 Construccion de la red circRNA-miRNA-mRNA
La representacion de la interaccion de circNlgnl con los miRNA diferencialmente
expresados, y de estos con sus probables transcritos blancos se realizé utilizando el

software Cytoscape 3.8.0 (Shannon y cols., 2003).

4.12 Cuantificacion y analisis estadisticos

Todas las pruebas estadisticas, las significancias estadisticas de la comparacién de
promedios y el nimero de muestras estan expuestos en las respectivas leyendas de
figuras. Los andlisis estadisticos bioinformaticas estan descritos en las respectivas
secciones de métodos.
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5. RESULTADOS

5.1 Evaluacion de los efectos del estrés crénico en ratas macho y hembra

Dentro de los efectos fisiolégicos que produce el estrés cronico en las ratas, se
encuentra en primer lugar una alteracion del consumo de alimento diferente en ratas
macho y hembra. El estrés cronico no afecté el consumo de alimento diario en ratas macho.
Sin embargo, en hembras, el grupo estresado consumié en promedio 8 g menos que el
grupo control y 10 g menos que los machos estresados. Estos resultados evidencian que
el estrés cronico afecta el consumo de alimento mayormente en ratas hembra (Figura 8A).
En segundo lugar, otro parametro fisioloégico que cambia por efecto del estrés cronico es
el namero de heces por dia, de manera que las ratas macho producen dos veces mas heces,
mientras que las hembras producen cinco veces mas heces en comparacién con sus
respectivos controles. La activacién del eje HHA por efecto del estrés, con la consecuente
liberacion de CRH, puede producir un aumento en la motilidad intestinal (Lenz y cols.,
1988), que parece ser mas efectivo en ratas hembra que en machos (Figura 8A). En tercer
lugar, una evaluacidon del porcentaje de ganancia de peso de los animales luego del
experimento evidenci6 que las ratas macho aumentaron de peso con una ganancia 2 veces
mayor que las ratas hembra control. Este porcentaje de ganancia de peso se redujo
aproximadamente en el 50% por efecto del estrés crénico. Este pardametro, ademas,
muestra que el estrés afecté6 en mayor medida a las ratas macho, probablemente por un
mayor gasto energético durante la sesion de restriccion y/o menor absorcidon de
nutrientes reflejado en el aumento del niimero de deposiciones. En las hembras, no se
evidencian mayores diferencias en este parametro ya que, con la disminucion en el
consumo del alimento, sumado a la mayor cantidad de heces, estas ratas lograron

conservar su masa probablemente optimizando su metabolismo (Figura 8A).
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Un cuarto parametro fisioldgico evaluado fue la regularidad del ciclo estral en las ratas
hembra durante el periodo de estrés crénico. El ciclo estral de las ratas no se vio
mayormente afectado, con el grupo de ratas control mostrando un ciclo estral regular de
cuatro dias. En ratas estresadas cronicamente, a pesar de que presentan una tendencia a
permanecer mas dias en diestro, no muestra diferencias respecto al grupo control. Estos
resultados indican que hubo una tendencia de las ratas estresadas a disminuir la cantidad

de dias que estaban en el metaestro y aumentaron los dias en diestro (Figura 8B).
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Figura 8. Evaluacion de los efectos del estrés sobre parametros fisioldgicos: (A) consumo de
alimento diario promedio por animal, niimero de heces por dia, porcentaje de ganancia de peso al
final del experimento. Los graficos representan valores promedio +SEM de los correspondientes
grupos experimentales. (B). Efecto del estrés cronico en el ciclo estral de las ratas hembra .Se
representa el progreso de los ciclos de una rata perteneciente al grupo control y el ciclo estral de
una rata perteneciente al grupo estrés, en etapas a lo largo de los dias la flecha indica el comienzo
de las sesiones de estrés cronico por restriccion de movimiento (P: Proestro, E: Estro, M:
Metaestro, D: Diestro) y finalmente se presenta cantidad de dias promedio en cada etapa del ciclo.
Se aplico el test de Mann Whitney, comparando la cantidad de dias promedio en cada etapa para
las cuatro etapas del ciclo por separado (hembras control (n=5), hembras estrés (n=5)), y no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo estrés vs control.
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Finalmente, el conjunto de alteraciones en los parametros descritos para ratas macho
y hembra indican que hubo alteraciones fisiolégicas importantes por efecto del estrés
cronico, permitiendo continuar con la extracciéon del hipocampo y verificar, mediante
secuenciacion de RNA, los efectos transcriptomicos del estrés en el hipocampo ventral de

ratas, con un enfoque particular en la identificacion de circRNAs.

5.2 Diversidad de circRNAs en HCv de ratas

Luego de la secuenciacion, la compafiia BGI hizo entrega de los archivos FASTQ
filtrados; es decir, sin lecturas de baja calidad y sin secuencias perteneciente a
adaptadores. Se inform6 para las muestras mayores a 200 nt un promedio de 44,8
millones de lecturas limpias, su distribuciéon en porcentaje de bases se muestra en la
Figura 9A, y la distribucion de calidad de las bases a lo largo de las lecturas se muestra en
la Figura 9B. Para las muestras de RNA menores a 200 nt, se obtuvieron, en promedio, 20
millones de lecturas limpias, donde cerca del 50% corresponde a fragmentos de 22 nt

(Figura 9C).
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Figura 9. Reporte de la composicion de las bases y calidad de las lecturas.(A) Composicion
de las lecturas en bases sobre el eje x, la posicidn 1-150 corresponde a lalectura 1 (read 1),y 151
a 300 bp representa a la lectura 2 (read 2), donde se muestra un composicion balanceada, la curva
A se superpone con la curva T, y la curva G con la curva C. (B) Distribucion de la calidad de las
bases en la escala Phred se presentan ambas lecturas sobre el eje X, mostrando calidad superior a
Q>33. (C) Reporte distribuciéon de longitud para los RNA menores a 200nt. Se presenta el
porcentaje de lecturas compuestas por determinada cantidad de nucleétidos, alrededor del 50%
de las lecturas posee un largo de 22 nt.

Para asegurar ain mas la calidad de las lecturas a utilizar en los andlisis de
identificacion de circRNAs, se realizé un “trimming” eliminando lecturas de baja calidad y
remanentes de los adaptadores utilizados en la preparaciéon de librerias, como se
describi6 en la seccion de metodologia. Este proceso conservé un 70% de las lecturas que,
en promedio, corresponden a 32,1 millones de lecturas por muestra (Figura 10A). Luego,
se utilizaron los algoritmos de deteccion de circRNAs, CIRCexplorer3 y CIRI2. Estas

herramientas identifican la caracteristica principal de los circRNAs a partir del
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alineamiento, la unién circular denominada back-splice-junction (BS]) y determinan la
cantidad de lecturas pertenecientes a esta union para cada circRNA. Ademas, se determin6
que la suma de las lecturas mapeadas a la BS] en cada muestra corresponde al 0.026% de

las lecturas totales (Figura 10B).

Sin contemplar la condicién experimental correspondiente a cada muestra, y
seleccionando los circRNAs que presentan mas de dos lecturas para la unién
caracteristica, CIRCexplorer3 logr6 identificar en promedio 783+180 circRNAs por
muestra (Figura 10C), mientras que CIRI2 logré identificar un promedio de 1050332
circRNAs (Figura 10D). La cantidad de circRNAs identificados se ve influenciada por la
cantidad inicial de lecturas totales para cada muestra, lo que se verifica en las muestras
nimero 12 y 16, las cuales poseen una menor cantidad de lecturas totales y al mismo
tiempo en éstas se identifican la menor cantidad de circRNAs (Figura 10D). Se identificé
un total de 10.829 circRNAs, CIRCexplorer3 permiti6 detectar 5.483 circRNAs
distintos (no redundantes), mientras que CIRI2 logré identificar 8.820. Ambas
herramientas detectaron en comun 3.474 circRNAs, equivalente al 32% de los candidatos.

(Figura 10E).

La descripcion obtenida mediante el andlisis con CIRCexplorer3 permite caracterizar
los circRNAs en cuanto a: (i) numero de exones que retienen del transcrito de origen,
donde se encontré que el 68,7% (3776/5483) de los circRNAs contienen entre 1y 5
exones (Figura 10F); (ii) La longitud en nucleétidos que existe entre el sitio dador y
aceptor del evento de back-splicing, encontrando que el 46% (2513/5483) de los circRNAs
abarca menos de 10.000 nt, y que el 10% (553 /5483) tiene una distancia menor a los 500
nt (Figura 10G); (iii) La distribucion de los circRNAs respecto al cromosoma de origen
seflala que el 10% proviene del cromosoma 1, siendo el cromosoma que mas produce
circRNAs y solo 4 circRNAs son originados en el cromosoma Y (0,07 %), con el nimero mas
bajo (Figura 10H). Finalmente, la dltima caracterizacién (iv) considera el tamafio de los
exones presentes en los circRNAs identificados y se obtuvo un tamafio promedio de 840

nt, donde un 78% (4295/5483) tiene un tamafo de menos de 1kb (Figura 10I).
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Figura 10. Diversidad de circRNAs identificados. (A) Niumero de lecturas en millones de
lecturas obtenidas tras la secuenciacion y posterior filtro de control de calidad para cada muestra.
(B) Representacion del porcentaje de lecturas mapeadas en cada muestra con HISAT2, porcentaje
de lecturas no mapeadas y porcentaje de lecturas identificadas para circRNAs correspondiendo al
0,02% de las lecturas. (C) Numero de circRNAs identificados por CIRCexplorer3 y (D) CIRI2 en
cada una de las muestras. (E) Cantidad de circRNAs identificados (no redundantes) por cada una
de las herramientas y los circRNAs identificados por ambas. (F) Nimero de exones utilizados en
circRNAs identificados por CIRCexplorer3 (G) distancia genémica en kilobases que existe entre el
sitio dador y aceptor. (H) Numero de circRNAs identificados por cromosoma. (I) Distribucion de
la longitud de circRNAs considerando el tamafio de los exones contenidos, el promedio de tamafio
de circRNAs es de 840 nt.
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5.3 Identificacion de circRNAs expresados diferencialmente por sexo y en respuesta al

estrés cronico.

El analisis de expresion diferencial de circRNAs permite obtener aquellos que
presentan mayor expresion y los que presentan menor expresion en determinada
condicion respecto a la otra. Se realizaron cuatro comparaciones que permiten
evidenciar: (i) La expresidon diferencial de circRNAs entre grupos control, obteniendo
veces de cambio de ratas hembra respecto a las ratas macho (Figura 11A); (ii) el
efecto del estrés cronico sobre la expresion de circRNAs en ratas macho (Figura 11B);
(iii) el efecto del estrés crénico sobre la expresion de circRNAs en ratas hembra
(Figura 11C); y (iv) la expresion diferencial de circRNAs de ratas hembra estresadas
respecto a las ratas macho estresadas (Figura 11D). Segun el andlisis realizado con
los resultados obtenidos con CIRCexplorer3, al comparar los grupos controles de
ratas hembra y ratas macho, se encontraron 56 circRNAs, de los cuales 35 tienen alta
expresion en ratas hembra y 21 tienen alta expresion en machos (Figura 11A). Un
total de 41 circRNAs cambian sus niveles de expresion significativamente en HCv
producto del estrés crénico en ratas macho (Figura 11B) y 44 circRNAs en ratas
hembra (Figura 11C). Por ultimo, comparando las ratas hembra estresadas con las
ratas macho, 47 circRNAs estan expresados diferencialmente, 32 poseen un mayor
nivel de expresion en ratas hembra que en ratas macho y 15 poseen un menor nivel
de expresion (Figura 11D). Se resumen estos resultados junto con la direccion del

cambio en la Figura 11E.
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Figura 11. Analisis de expresion diferencial para circRNAs identificados con
CIRCexplorer3 utilizando DESeq2. Los graficos volcadn representan (A) la expresion
diferencial de circRNAs en ratas no estresadas dependiendo del sexo; el efecto del estrés en
ratas (B) macho y (C) en ratas hembra sobre los niveles de expresion de circRNAs (aumento
en rojo, disminucién en azul). (D) Se representa la comparaciéon entre machos y hembras
estresadas. Para cada una de las comparaciones como valor umbral p -value <0.05 y las veces
de cambio |log2(FC)|>1. (E) Muestra el resumen en numero de circRNAs expresados
diferencialmente y la direccién de cambio para las cuatro comparaciones.

48



Se realizé el mismo andlisis y comparaciones con los resultados obtenidos
mediante CIRIZ. Al comparar la expresion de circRNAs segun el sexo entre los
animales control, se observa que 50 circRNAs estdn altamente expresados en ratas
hembra contra 38 circRNAs que estan altamente expresados en machos (Figura 12A).
Por otro lado, el estrés créonico en ratas macho induce un aumento en los niveles de
40 circRNAs y la reduccion en los niveles de 43 circRNAs (Figura 12B). En el caso de
las ratas hembra, 51 circRNAs aumentan su expresion y 41 disminuyen su expresion
en respuesta al estrés (Figura 12C). Finalmente, con la idea de comparar el efecto del
sexo sobre la respuesta del estrés, se comparo la expresion ratas hembra y machos
estresadas, y se determind que 52 circRNAs poseen un mayor nivel de expresion en
ratas hembra que en ratas macho y 26 poseen un menor nivel de expresion en ratas
hembra en comparacion a las ratas macho (Figura 12D). El resumen de los circRNAs

obtenidos para cada una de las comparaciones se muestra en la Figura 12E.
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Figura 12. Analisis de expresion diferencial para circRNAs identificados con CIRI2
utilizando DESeq?2. Los graficos volcan representan (A) la expresion diferencial de circRNAs
dependiendo del sexo en ratas no estresadas; (B) expresion diferencial de circRNAs por efecto
del estrés en ratas macho y (C) en ratas hembra (aumento en rojo, disminucién en azul), (D)
expresion diferencial de circRNAs al comparar ratas hembra estresadas respecto a ratas
macho estresadas. Para cada una de las comparaciones se consider6 como valor umbral
p<0.05 y las veces de cambio |log2(FC)|>1. (E) Muestra el resumen en niimero de circRNAs
expresados diferencialmente y la direcciéon de cambio para las cuatro comparaciones.



Posteriormente, se contrastaron los resultados de los circRNAs expresados
diferencialmente obtenidos por ambas herramientas (CIRIZ y CIRCexplorer3), respecto a
laidentidad y direccién de cambio. En la Figura 13, se indica el nimero total de circRNAs
expresados diferencialmente obtenidos en cada comparaciéon (#Total circRNAs). Estos
resultados indican que 1,2% (130/10.829) de los circRNAs identificados en conjunto
entre ambos algoritmos, se expresan diferencialmente por efecto del sexo y un 10,8% de
estos circRNAs son identificados, al mismo tiempo, por ambas herramientas. El estrés
cronico en ratas macho produce la expresién diferencial de un 1% (110/10.829) de los
circRNAs identificados, de los cuales 12,7% son identificados por ambos algoritmos,
mientras que un 1.6% (125/10.829) de los circRNAs se expresa diferencialmente en ratas
hembra, donde un 8.8% de estos circRNAs es identificado por CIRIZ y CIRCexplorer3. Por
ultimo, un 1.1% (120/10.829) de los circRNAs se identifican como diferencialmente
expresados al comparar los grupos de ratas macho y hembra estresados con una

coincidencia de 4%.

Es importante mencionar que el analisis de expresion diferencial realizado con DESeq2
fue filtrado por p-value < 0.05. En la Tabla 1 se indican los circRNAs diferencialmente
expresados, identificados por ambas herramientas en cada una de las comparaciones
realizadas. Se descarté el uso del p-value ajustado dado que la poca abundancia de cuentas
para los circRNAs, torna el andlisis realizado por DESeq2 demasiado restrictivo

descartando posibles candidatos positivos.
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Figura 13. Nimero circRNAs consenso entre CIRCexplorer3 y CIRI2 diferencialmente
expresados al comparar las cuatro condiciones experimentales. Se presenta el nimero de
circRNAs expresados diferencialmente obtenidos por cada herramienta y el grado de coincidencia
segun el andlisis realizado con DESeq2 en cada uno de los contrastes realizados. (A) Comparacion
entre grupos control, 130 circRNAs se expresan diferencialmente;(B) 102 circRNAs son
diferencialmente expresados por efecto del estrés en ratas macho y (C) 123 en hembras;(D) 107
circRNAs son expresados diferencialmente al comparar los grupos estresados identificado
circRNAs caracteristicos de machos y hembras por efecto del estrés.
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Tabla 1. circRNAs diferencialmente expresados identificados en comun por

CIRCexplorer3 y CIRI2 en el analisis con DESeq2

circRNAs diferencialmente expresados en ratas hembra respecto a machos control

circAtias 1D | GircRNAID | Hebra | Nombre del gen | Regulacién | log2(FC) | _p-value | p-ajustado]

rno—Gabrg3_0001
rmo—-Specc1l_0001
rno-Chchd6_0001
rno—-Ari8b_0001
rno—Rrn3_0007
rno-Cacna2d1_0006
rno-AC126641_0007
rno-Morc3_0005
rno—-Wdr47_0005
rno—Epb4115_0001
rno-Srp54a_0003
rno—Ptpra_0004
rno—Ubac2_0001
rno—-Kmt2e_0004

chr1:112435003|112436794
chr20:14358034|14375435
chrd:121539774[121545300
chr4:140870956|140876764
chr10:3191466|3204962
chrd:15748952|15780820
chr1:136685583|136699335
chr11:34060061|34073206
chr2:211409922|211433553
chr13:35597461|35608096
chr6:76020952|76031336
chr3:123031310[123043172
chr15:108315937[108318732
chr4:8223839(8242710

Gabrg3 Up
Speccil Up
Chchdé Up
Arl8b Up
Rrn3 Up
Cacna2d1 Up
Sv2b Up
Morc3 Up
Wdrd7 Down
Epb41l5 Down
Srp54a Down
Ptpra Down
Ubac2 Down
Kmt2e Down

2.765528
2.432956
2321924
2.078000
1.847993
1.700439
1.700438
1.231325
-1.700438
-1.807352
-1.807352
-1.847993
-2.201630
-2.432953

0.0009262812
0.0069261124
0.0097911262
0.0044175344
0.0428440246
0.0418413248
0.0179796915
0.0283789025
0.0259205273
0.0151500665
0.0258724843
0.0405482612
0.0147426436
0.0054501024

0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442
0.8729442

circRNAs diferencialmente expresado en ratas macho por efecto del estrés cronico

rno-Gabrg3_0001
rno-MIlt3_0005
rno-Hdac4_ 0007
rno-Dmd_0004
rmo-AC126641_0007
rno-Slc4a4_0001
rno-Srp54a_0003
rno-Lrp6_0009
rno-Ptpra_0004
rno—-Dennd4c_0002
rmo—Cnksr2_0002
rmo-AABR07058158_0001
rno-Kmt2e_0004
rno-Epb4115_0001

chr1:112435003|112436794
chr5:106171073|106202563
chr9:99266782(99267021
chrX:51713404|51794841
chr1:136685583|136699335
chr14:20749844|20769564
chr6:76020952|76031336
chr4:168219619|168221653
chr3:123031310[123043172
chr5:105182876|105187360
chrx:39860824|39885483
chr7:102723272|102724348
chr4:8223839|8242710
chr13:35597461|35608096

Gabrg3 Up
MIIt3 Up
Hdac4 Up
Dmd Up
Sv2b Up
Slic4ad Up
Srp54a Down
Lrp6 Down
Ptpra Down
Dennd4c Down
Cnksr2 Down
AABRO7058158.1 Down
Kmt2e Down
Epb41l5 Down

3.263028
2.070387
2.070386
1.999995
1.906889
1.722464
-1.637427
—-1.754885
—1.847993
—1.847994
-1.963472
-2.044392
-2.432953
—2.485422

7.531562e-05
1.902481e-02
1.792270e-02
3.010685e-02
7.337071e-03
2.304511e-02
3.897070e-02
2.379656e-02
4.054826e-02
4.025370e-02
4.567702e-03
5.738564e-03
5.450102e-03
3.178075e-03

0.4129555
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145
0.9600145

circRNAs diferencialmente expresados en ratas hembra por efecto del estrés cr(')nico

e N 7 [T P e T T ey

rno-AABR0O7006458_0001
rno—-Ntrk3_0001
rno-Sdccag8_0001
rno-Tmem192_0002
rno-Tusc3_0004
rno-Hnrnph1_0007
rno—-Fmnl2_0001
rno-Unc79_0004
rno-AC126641_0005
rmo-Dgkb_0010
rno-Mlip_0003

chr1:235393348/|235395737
chr1:140131617|140142798
chr13:95003381|95013012
chr16:26628564|26633439
chr16:56313380|56326806
chr10:35876012|35876397
chr3:38609105|38614592
chr6:126864142|126883987
chr1:136690161|136699335
chr6:57720452|57821418
chr8:84443615|84482700

+ o+ o+ o+

+

Vps13a
Ntrk3 Up
Sdccag8 Up
Tmem192 Up
Tusc3 Up
Hnrnph1 Up
Fmnl2 Down
Unc79 Down
Sv2b Down
Dgkb Down
Miip Down

2.584959
2.070389
1.999998
1.925998
1.925996
1.700438
-1.584962
-1.830074
-1.999998
-2.152002
-2.632265

0.002711768
0.024268399
0.010550926
0.034326843
0.036957894
0.031079040
0.049051762
0.011826992
0.028223496
0.005425272
0.004590028

0.9280854
0.9280854
0.9280854
0.9280854
0.9280854
0.9280854
0.9280854
0.9280854
0.9280854
0.9280854
0.9280854

circRNAs diferencialmente expresados en ratas hembra respecto a macho estresadas

circAtlas_ID

rno—-Gabrg1_0004
rno-Glis3_0002
rno-Arih1_0016
rno-AABRO7058539_0002
rno—-Gabrg3_0001

chr14:39985574|40035210
chr1:246472166|246476440
chr8:64205385|64214997
chr7:122834691|122835329
chr1:112435003|112436794

Nombre del gen Ragulaclén

+

+

Gabrg1
Glis3 Up
Arih1 Up
AABRO7058539.1 Up
Gabrg3 Down

log2(FC) | _p-value | p-sustaco|

2.485424
1.925997
1.925996
1.700440
—-1.777605

0.004642952
0.031436810
0.032947219
0.029202201
0.005602496

= oA a
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Ademas, se realizé un andlisis de expresion diferencial manual como alternativa al
analisis con DESeq2, de forma de validar estos resultados en un analisis menos restrictivo
y asi identificar una mayor cantidad de circRNAs para un posterior andlisis de
enriquecimiento con los genes de origen de los circRNAs. A partir de los resultados
obtenidos con CIRCexplorer3, se realizé el mismo esquema de comparaciones descrito
anteriormente. Al contrastar la expresion entre grupos control, se identificaron 325
circRNAs expresados diferencialmente dependiendo del sexo. En detalle, se identificaron
184 circRNAs de alta expresion en ratas hembra, mientras que 141 circRNAs tienen una
mayor expresion en machos (Figura 14A). El efecto del estrés sobre el HCv produce la
expresion diferencial de 306 circRNAs en ratas macho, donde 164 circRNAs aumentan y
142 disminuyen su expresion (Figura 14B), mientras que en las ratas hembra, 312
circRNAs se detectaron como diferencialmente expresados, correspondientes a 177
circRNAs que aumentan su expresion, mientras que 135 circRNAs disminuyen su
expresion (Figura 14C). Por ultimo, comparando los grupos de ratas estresadas, se
obtiene un total de 307 circRNAs que presentan expresion diferencial por efecto del
estrés, 150 circRNAs que estan altamente expresados en ratas hembra, mientras que en
los machos son 157 circRNAs (Figura 14D). Se resumen las cantidades de circRNAs

obtenidos para cada una de las comparaciones en la Figura 14E.
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Figura 14. Analisis de expresion diferencial manual para la cuantificacion de circRNAs
realizada con CIRCexplorer3. Se presentan graficos de dispersion para visualizar (A) la
comparacion entre controles e identificar circRNAs diferencialmente expresados
dependiendo del sexo; (B) del efecto del estrés en ratas macho y (C) en ratas hembra sobre
los niveles de expresion de circRNAs (aumento en rojo, disminucion en azul). (D) Se presenta
la expresién diferencial de circRNAs al comparar ratas hembra estresadas respecto a ratas
macho estresadas. Se considerd para cada una de las comparaciones como valor umbral las
veces de cambio |log2(FC)|>1 (diagonales en negro). (E) Resumen en nimero de circRNAs
expresados diferencialmente y la direccién de cambio para las cuatro comparaciones.
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De forma similar, se realiz6 el andlisis de expresion diferencial manual de circRNAs
con los resultados otorgados por CIRIZ con el mismo esquema de comparaciones. Para
evaluar el efecto del sexo, se compararon los grupos de ratas macho y hembra control,
identificando 234 circRNAs altamente expresados en hembras y 222 circRNAs en machos
(Figura 15A). El analisis de ratas macho estresadas indicé que 229 circRNAs aumentan y
187 disminuyen su expresion (Figura 15B). Por otro lado, en ratas hembra estresadas se
verificd que 262 circRNAs aumentan su expresion; en cambio 230 circRNAs disminuyen
su expresion (Figura 15C). Al comparar ambos grupos estresados (Figura 15D), se
obtienen 228 circRNAs de alta expresion en ratas hembra estresadas mientras que 201
circRNAs presentan alta expresion en las ratas macho estresadas. Se resume el nimero de
circRNAs que cambian para cada una de las comparaciones en la Figura 15E, donde se
puede observar que las hembras estresadas presentan un mayor nimero de circRNAs que

cambian su expresion respecto a las otras comparaciones.

Finalmente, se compardé el nimero de circRNAs diferencialmente expresados y el grado
de coincidencia segun el andlisis realizado manualmente para los resultados obtenido con
CIRCexplorer3 y CIRI2. De estos analisis se puede concluir que aproximadamente un 18%
de los circRNAs expresados diferencialmente son identificados por ambas herramientas
y que, ademas, coinciden en la direcciéon del cambio en cada una de las comparaciones

(Figura 16).
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Figura 15. Analisis de expresion diferencial manual para la cuantificacion de circRNAs
realizada con CIRI2. Se presentan graficos de dispersion para visualizar (A) la comparacién
entre controles e identificar circRNAs diferencialmente expresados dependiendo del sexo; (B)
El efecto del estrés en ratas macho y (C) en ratas hembra sobre los niveles de expresién de
circRNAs (aumento en rojo, disminucién en azul). (D) Se presenta la expresion diferencial de
circRNAs al comparar ratas hembra estresadas respecto a ratas macho estresadas. Se
considerd se consider6 para cada una de las comparaciones como valor umbral las veces de
cambio |log2(FC)|>1 (diagonales en negro). (E) Resumen en ntimero de circRNAs expresados
diferencialmente y la direccién de cambio para las cuatro comparaciones.
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Figura 16. Numero de circRNAs diferencialmente expresados segun el analisis realizado

I.Y Hembras Control vs Machos Control ;] Machos Estrés vs Machos Control

CIRCexplorer3 CIRI2 CIRCexplorer3 CIRI2
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manualmente para los resultados obtenidos tras la identificacion y cuantificacion con
CIRCexplorer3 y CIRI2. Se incluyen los niveles en log2(FC) de circRNAs expresados en
direcciones opuestas en ratas macho y hembra por efecto del estrés cronico, relativo a sus
respectivos controles en una escala de color desde el azul (menor expresion por efecto del estrés)
al amarillo (mayor expresion por efecto del estrés).
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El andlisis de expresion diferencial manual permitié6 aumentar el nimero de
circRNAs identificados para cada una de las comparaciones. Ademas, se corroboré que
los circRNAs diferencialmente expresados obtenidos con DESeq2, estan contenidos en
los resultados del andlisis manual y coinciden en la direccién del cambio (aumento o
disminucion). Sin embargo, se observaron leves diferencias en las veces de cambio
para cada circRNA, lo cual puede ser atribuible al método de normalizacion. Se verifica
que existen circRNAs expresados diferencialmente en ratas macho y hembra
dependiendo del sexo, donde ademas en ratas hembra existe un efecto mayor del
estrés cronico en cuanto al nimero de circRNAs expresados diferencialmente. A partir
de la Figura 16, se puede estimar que un 6% de los circRNAs identificados
(650/10.829) se expresa diferencialmente dependiendo del sexo, un 5.6%
(614/10.829) se expresa diferencialmente por efecto del estrés crénico en machos y
un 6.2% (668/10.829) en ratas hembra. En la Tabla 2 se presentan los 5 circRNAs
diferencialmente expresados encontrados en comin por ambas herramientas que
tienen mayor y menor expresion en cada una de las comparaciones. Adicionalmente
se identificaron circRNAs que cambian su expresion en direcciones opuestas por

efecto del estrés cronico dependiendo del sexo (Figura 16E).
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Tabla 2. circRNAs diferencialmente expresados mayor expresion identificados en comiin
por CIRCexplorer3 y CIRI2 en el analisis manual

circRNAs diferencialmente expresado en ratas hembra respecto a machos control

rno—Ari8b_ 0001 chr4:140870956|140876764 Arl8b Up 2.891388
rno-Gabrg3_0001 chr1:112435003|112436794 = Gabrg3 Up 2.285872
rno—Specc1l_0001 chr20:14358034|14375435 - Speccil Up 2.213495

rno—Polk_0001 chr2:27326040|27333634 = Polk Up 2.152217

mo-AC126641_0007 chr1:136685583|136699335 = Sv2b Up 1.995816
rmo-Arl15_0002 chr2:45801785|45859187 + Arl15 Down -1.947469
rno-intergenic_000068  chr6:76613548|76626199 = Ralgapa1 Down -2.030825
rno—-Epb4115_0001 chr13:35597461|35608096 = Epb4115 Down -2.143627

rno-Kmt2e_0004 chr4:8223839(8242710 = Kmt2e Down -2.232663
rno—-Mctp1_0008 chr2:3809212|3839676 + Mctp1 Down -2.469546

circRNAs diferencialmente expresado en ratas macho por efecto del estrés

rno-Slc4a4_0001 chr14:20749844|20769564 - Slc4ad Up 2.964866
rno—Gabrg3_0001 chr1:112435003|112436794 - Gabrg3 Up 2.946366
rno-Hdac4_0007 chr9:99266782|99267021 - Hdac4 Up 2.030624
rno—-Nign1_0003 chr2:111771931|111772738 - Nign1 Up 2.030624
rno—-MIIt3_0005 chr5:106171073|106202563 - MIIt3 Up 2.020464
rmo-Dgkb_0010 chr6:57720452|57821418 + Dgkb Down -1.861543
rno-Kmt2e_0004 chr4:8223839|8242710 - Kmt2e Down -2.117373
rno-Cnksr2_0002 chrx:39860824|39885483 Cnksr2 Down -2.197855
mo-AABRO7058158_0001 chr7:102723272|102724348 + AABRO7058158.1 Down -2.270900
rno—Epb4115_0001 chr13:35597461|35608096 - Epb4115 Down -2.528337

circRNAs diferencialmente expresados en ratas hembra por efecto del estrés

circAtlas_ID circRNA_ID Nombre del gen Regulacuén log2(FC)

rno—intergenic_000068 chr6:76613548|76626199 = Ralgapa1 2.686671
rmo-AABR0O7006458_0001 chr1:235393348|235395737 = Vps13a Up 2.394190
rno-Dscaml1_0001 chr8:49754716|49757732 + Dscamii Up 2.300591
rno-Sdccag8_0001 chr13:95003381/95013012 + Sdccag8 Up 2.234832
rno-Ppp3ca_0002 chr2:242041488|242041689 + Ppp3ca Up 2.234832
rno-Ankib1_0013 chr4:27509135|27563899 + Ankib1 Down -1.806237
rmo-Tte3_0018 chr11:34668090(34722272 + Ttc3 Down -2.000934
rno-Mlip_0003 chr8:84443615|84482700 = Milip Down -2.111077
rno-Dgkb_0010 chr6:57720452|57821418 + Dgkb Down —-2.344450
rno-Unc79_0004 chr6:126864142|126883987 + Unc79 Down -2.632451

circRNAs diferencialmente expresados en ratas hembra respecto a macho estresadas

rno-Rere_0002 chrs: 16?516580|1675810?4 Rere 2.167704
rno—Pcf11_0006 chr1:157470070|157490006 = Pcf11 Up 2.162024
rno-Gabrg1_0004 chr14:39985574|40035210 + Gabrg1 Up 2.053784
rmo-Rgs7_0002 chr13:93158564(|93184258 - Rgs7 Up 1.892820
mo-AABRO7058539_0002 chr7:122834691|122835329 + AABR07058539.1 Up 1.859382
rno-RGD1311595_0002  chr1:247922779|247945662 = RGD1311595 Down -1.730144
rno—-Mtm1_0001 chr6:18825578|18834272 + Mtm1 Down -1.810626
rno-Pik3r1_0002 chr2:31816051|31816763 = Pik3r1 Down -1.866224
rno-Ppp3cc_0001 chr15:51936365|51944899 = Ppp3cc Down -1.962546
rno-Unc79_0004 chr6:126864142|126883987 + Unc79 Down -2.143982



5.4 Los circRNAs diferencialmente expresados son originados a partir de genes que
modulan la plasticidad sindptica en estrés cronico

Con los resultados obtenidos tras la identificacion, cuantificacion con CIRCexplorer3 y
CIRIZ, sumado al posterior analisis de expresion diferencial manual, se selecciond la
“unién” de los conjuntos de circRNAs (# total de circRNAs contenidos en el diagrama de
Venn) presentados en la Figura 16. Este criterio permite aumentar el nimero de genes
a una cantidad 6ptima para realizar un analisis de enriquecimiento funcional. Los
circRNAs obtenidos de las comparaciones entre grupos control (Figura 16A) representan
circRNAs que tienen alta expresion en machos y en hembras en condiciones basales,
mientras que los circRNAs obtenidos en las comparaciones entre grupos estrés (Figura
16D) representan los circRNAs de mayor expresion en machos y en hembras por efecto
del estrés. Utilizar estos grupos permite obtener las vias en las que participan los genes

de origen de los circRNAs que aumentan su expresion en las condiciones control y estrés.

Se tomo la consideracion de que el aumento de los circRNAs es producto de que el gen
hospedero estd siendo transcrito activamente. Asi, es posible que parte de estos
transcritos contribuya a la formacién de los circRNAs para potenciar de alguna forma la
accion del gen requerido por la neurona. La informacién entregada por las herramientas
de identificacion de circRNAs incluye la anotacién del transcrito que da origen al circRNA
y con esto el nombre del gen. Esta informacion se utilizé para realizar un andlisis de
enriquecimiento funcional asociando términos o vias al conjunto de genes que producen
circRNAs. Con esto, se buscé evidenciar si los genes que dan origen a los circRNA estan
relacionados con la plasticidad sinaptica, reflejando por asociaciéon una posible funcién

celular y fisiologica de los circRNAs.

En la Figura 17 se puede evidenciar que en ratas control los términos significativos
asociados a procesos bioldgicos, segin la terminologia GO, incluyen fosforilacion de
proteinas, modificacion de peptidil-serina, regulacion positiva del desarrollo y guia del
axon. Ademas de términos GO relacionados a componentes celulares como centros

organizadores de microtibulos y remodelamiento de cromatina. En cambio, para los
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genes de origen de los circRNAs expresados diferencialmente por efecto del estrés
cronico, se distinguen términos relacionados con transmision sinaptica, desfosforilacion
de proteinas, transporte mediado por vesiculas y modulacién de sinapsis; y procesos
celulares como dendrita y complejo receptor GABAa, membrana vesicular citoplasmatica,
que tienen un enfoque mas bien local, ya que son procesos que ocurren en la terminal

sindptica y que podrian estar siendo modificados por efecto del estrés crénico.

Al realizar el mismo abordaje, pero considerando los genes hospederos de circRNAs
que aumentan su expresion por efecto del estrés crénico en machos y hembras por
separado (Figura 18), se encontr6 que en ratas macho existe una sobrerrepresentacion
de funciones bioldgicas asociadas con la regulacion positiva del potencial sinaptico
excitatorio, ensamblaje de la sinapsis, desarrollo de la proyeccién neuronal, regulacion de
la morfogénesis de dendritas y organizacion de la densidad postsinaptica. Estos términos
representan la presencia de genes como Nignl, Nrxnl, Pten, Rims1, Rims2, Magi2, Rhoa y
Nell2. Por otro lado, la terminologia GO para componentes celulares incluye componentes
del transporte de vesiculas de GABA y el complejo receptor GABAA, que incluye a genes
como Sytl, Gad2, Gabrgl y Gabrg3. En ratas hembra los términos GO correspondientes a
procesos bioldgicos incluyen la axonogénesis, morfogénesis de la proyecciéon neuronal,
guia y desarrollo del axdn, las cuales involucran muchos mas genes, entre estos estan
Epha5, Ntngl, Fgfr2, Ank3, Nupl55, Nrcam y Brk2. Los términos GO respecto a
componentes celulares se presentan genes asociados al transporte de vesiculas,
endosoma tardio y centros organizadores de microtibulos, términos representados por

genes como Sgsm1, Htt, Kiflb, Rab11a, Uvrag, Rapgef2, Rabgap1 y Sorb1.

62



Anadlisis de Enriquecimieto genes parentales circRNAs
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Figura 17. Analisis de enriquecimiento funcional para los genes que dan origen a los
circRNAs altamente expresados en condiciéon control y estrés. Los términos fueron
filtrados por un p-value < 0.05 para el test exacto de Fischer. Se muestran los Top10 con puntos
coloreados en base al “Puntaje combinado o Combined Score” (cs= log(p)*z, p= p-value del
Fisher exact test, y un z= z-score para la desviaciéon del ranking esperado). Los Hits
corresponden al nimero de genes incluidos en el término, los cuales a su vez pertenecen a la
anotacion “GO biological process 2018” y “GO cellular component 2018”.
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Analisis de Enriquecimieto genes parentales circRNAs
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Figura 18. Analisis de enriquecimiento funcional para los genes que dan origen a los
circRNAs expresados diferencialmente con alta expresion por efecto del estrés en
hembras y machos. Los términos fueron filtrados por un p-value < 0.05 para el test exacto de
Fischer. Se muestran los Top10 con puntos coloreados en base al “Puntaje combinado o
Combined Score” (cs= log(p)*z, p= p-value del Fisher exact test, y un z= z-score para la
desviacion del ranking esperado). Los Hits corresponden al ndmero de genes incluidos en el
término, los cuales a su vez pertenecen a la anotaciéon “GO biological process 2018” y “GO
cellular component 2018”.
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Siguiendo la hipotesis que el estrés crénico afecta la expresion de circRNAs con una
posible funcién en la plasticidad sinaptica, los términos asociados a los genes que
producen estos circRNAs reafirman esta visidn, destacando procesos bioldgicos que
regulan los eventos de sinapsis en machos, mientras que en hembras se destacan procesos

de desarrollo neuronal y transporte vesicular.

Un término GO para componente celular interesante, y que refleja lo mencionado
anteriormente, es “Dendrita (GO:0030425)”, el cual esta presente en el top 10 de los genes
que dan origen a circRNAs que se expresan diferencialmente en animales sometidos a
estrés cronico (Figura 17). Este término esta representado en la primera comparacion
por genes como Homerl, Nignl, Shank3, Als2, Map2, MagiZ2, Nf1, Adcy2, Atxn10, Gabrg1,
Gabrg3 y Strn3. Los genes Homerl1, Nignl y Shank3 producen proteinas que funcionan
como andamiaje, permitiendo reclutar a otros elementos para la formaciéon y
sostenimiento de la sinapsis. Gabrgl y Gabrg3 son genes que producen proteinas que van
a formar parte de las subunidades del receptor GABAA, el cual participa en sinapsis de tipo
inhibitorias. En la comparacion por sexo (Figura 18), este término esta representado en
ratas hembra estresadas por genes como Ephas, Atxn10, Ank3, Htt, Kiflb, Als2, Nsmf,
MagiZ2, Strn3, GabraZ y Nign1.
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5.5 Evaluacion in silico de los probables efectos de un circRNA diferencialmente

expresado por efecto del estrés cronico dependiente del sexo

De los genes involucrados en la plasticidad sinaptica que aumentan la expresion de
circRNAs en HCv por efecto del estrés se encuentra el que codifica para Neuroligina-1
(Nlgn1). Eltranscrito de Nign1 (ENSRNOT00000092660.1) produce al menos 15 circRNAs
diferentes. Solo uno de estos es predominante por su alta expresion, reconocido por sus
coordenadas chr2:111771932-111772738, el cual contiene en su secuencia el exon 2 del
gen Nignl. Este circNlgnl se identificO en este estudio por ambas herramientas,
CIRCexplorer3 y CIRI2. Al evaluar sus cambios de expresion en las distintas condiciones,
se verifico que este circRNA en particular aumenta sus niveles de expresion en ratas
macho por efecto del estrés y no en hembras (Figura 19). Esta diferencia entre machosy
hembras resultd ser interesante por lo que se evalud la posible funcion de este circRNA

como esponja de miRNA y su relacién con la expresién de mRNAs.

circNIgn1

CIRCexplorer3 CIRI2
A Expresion Diferencial DESeq2 B Expresion Diferencial DESeq2
Machos Control vs Hembras Control - —l 1 —@
Machos Control vs Machos Estrés 1 —0%* Ty 1 ——® s (p=0.069)
Hembras Control vs Hembras Estrés - L J 1 L
Machos Estrés vs Hembras Estrés r_ 1 L

4 2 0 2 a P 2 0 2 4
log2FoldChange log2FoldChange

Figura 19. Veces de cambio de circNIgn1. Se grafican las veces de cambio para circNlgn1 con
los datos obtenidos con (A) CIRCexplorer3y con (B) CIRIZ en la expresion diferencial con DESeq?2.
Los puntos representan el log2(FC) o veces de cambio para el esquema de cuatro comparaciones
realizadas entre los grupos. Las lineas punteadas en rojo indican el umbral |log2(FC)|>1.
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Se realiz6 el analisis de expresion diferencial de miRNAs con los RNAs menores a 200
nt en el Laboratorio de Neuroplasticidad y Neurogenética (Wladimir Corrales).
Brevemente, se identific6 un total de 49 miRNAs diferencialmente expresados en ratas
macho por efecto del estrés, con 21 miRNAs que aumentan su expresion y 28 miRNAs que
disminuyen su expresion. Mientras que, en las ratas hembra, 32 miRNAs se expresan
diferencialmente, 15 miRNAs aumentan su expresion y 17 miRNAs disminuyen su
expresion (Figura 20). Utilizando la base de datos miRBase (Kozomara & Griffiths-Jones,
2011) se obtuvo la secuencia de los miRNAs diferencialmente expresados en animales
macho y hembra por efecto del estrés. Por otro lado, se obtuvo la secuencia de circNIgn1
en la base de datos de circAtlas, donde se identific6 como circNlgn1_0003. Utilizando el
software RNA22 (Miranday cols., 2006), se realizd la busqueda de MREs (miRNA Response
Elements) en la secuencia de circNlgnl, que podrian sugerir una interacciéon con los

miRNAs diferencialmente expresados por efecto del estrés créonico en ratas macho y

hembra.
A , B .

Macho Estrés vs Macho Control Hembra Estrés vs Hembra Control
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Figura 20. Expresion diferencial de miRNAs por efecto del estrés cronico en ratas macho y
hembra. (A) miRNAs diferencialmente expresados por efecto del estrés cronico en ratas macho.
(B) miRNAs diferencialmente expresados por efecto del estrés créonico en ratas hembra. Se
considerd para cada una de las comparaciones como valor umbral p<0.05 y las veces de cambio
|log2(FC)|>0.5.
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Se identificaron 10 potenciales MRE para miRNAs en la secuencia de circNlgn1 para 5
de los 49 miRNA que se expresan diferencialmente en machos por efecto del estrés
cronico: miR-1188-5p, miR-760-3p, miR-222-5p, miR-485-5p y miR-129-5p. La reduccién
en estos miRNAs en machos estresados es consistente, reflejando una posible interacciéon
con circNlgn1, ya que presentan baja expresion por efecto del estrés crénico en machos
respecto a los controles (Figura 21A). Por otra parte, el nivel de expresion de circNlgn1
no cambia en ratas hembra estresadas y al evaluar la interaccién de circNlgn1 con los
miRNAs diferencialmente expresados, se obtuvieron solo 4 MRE para 4 de los 32 miRNAs;
es decir, el miR-346, miR-92a-3p, miR-505-5p y miR-431. A diferencia de lo que ocurre en
los machos, la expresion de todos estos miRNAs es alta en ratas hembra estresadas
(Figura 21B). Este fendmeno propio de los machos sugiere que circNIgn1 podria actuar
como un competidor enddgeno secuestrando y promoviendo la degradacién de miRNAs,
permitiendo que los mRNAs blanco de estos miRNAs conserven altos niveles de expresion

s6lo en ratas macho.

Adicionalmente, se identificaron los mRNAs que pueden competir con circNIgn1 por la
unién de miRNAs haciendo uso de la base de datos miRDB y posteriormente se filtraron
estos mRNAs identificando aquellos que tuvieran niveles de expresion mayor en machos
estresados respecto a su control. Con esta informaciéon se realizé un andlisis de

enriquecimiento para verificar el impacto en los procesos celulares. (Figura 22).
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Figura 21.Red de interaccion circNlgn1-miRNA-mRNAs en ratas macho y hembra por efecto
del estrés cronico. Representacion de las posibles interacciones influenciadas por circNIgn1 en
(A) ratas macho estresadas y en (B) ratas hembra estresadas. La interacciéon de circNlgn1_0003
con los miRNAs fue evaluada con RNA22 con un p-value<0.1. La interaccién de miRNAs y mRNAs
fue obtenida de la base de datos mirDB. Se representan las interacciones con un valor de “target
score >90”.
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La red circRNA-miRNA-mRNA en ratas macho indica una posible regulaciéon de la
cascada de la via asociada a la kinasa JNK, representada por la pérdida de la interaccion
entre miR-760-3p-DUSP15, miR-222-5p-ZMYND11, y miR-126-5p-MAP4K4. Ademas,
sugiere una regulaciéon positiva de la transcripcion desde el promotor de la RNA
polimerasa II por miR-129-5p-RBFOX1 y miR-129-5p-CELF5 y la regulacion de la
metilacion de histonas por miR-485-5p-OGT.

Analisis de Enriquecimiento
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o @
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o
c
‘= Regulacién positiva de la transcripcion desde el promotor de la RNA polymerase Il (GO:0045944) - X .
QE) ® Puntaje Combinado
= Regulacion de la morfogénesis de un epitelio (GO:1905330) - = 200
Regulacion de la morfogénesis de érganos (GO:2000027) - L 150
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Figura 22. Enriquecimiento de las posibles vias afectadas por la red circNIgn1-miRNA-
mRNAs en ratas macho estresadas. Se utilizaron transcritos con un valor de prediccion de
interaccion de mirDB mayor a 60. Se muestran aquellos 10 primeros términos con menor p-value
de un test exacto de Fischer. La intensidad de color de los puntos esta en base al “Puntaje
combinado o Combined Score” (cs= log(p)*z, p= p-value del Fisher exact test, y un z= z-score para
la desviacién del ranking esperado). Los Hits representados por el tamafio del circulo,
corresponden al nimero de genes incluidos en el término, los cuales a su vez pertenecen a la
anotacion “GO biological process 2018".
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6. DISCUSION

El cerebro esta encargado de integrar los diversos estimulos sensoriales, tanto internos
como externos, para iniciar respuestas fisioldgicas y conductuales que permiten al
organismo adaptarse al entorno en una relacién continua y dinamica a lo largo de la vida.
El HC es una de las regiones cerebrales imprescindibles del sistema limbico para dar lugar
a procesos cognitivos basicos como la memoria, la cual permite procesar y adquirir las
experiencias sensoriales de eventos amenazantes o potencialmente adversos conocidos
como estresores, facilitando la adaptacion y la sobrevida. La percepcion de eventos
estresores activa de forma simultanea diversos circuitos neuronales claves en el cerebro,
que coordinan y preparan al organismo para sobreponerse a la situacion de estrés, como
la activacion del eje HHA con la consecuente liberacién de GCs. La acciéon inmediata de
estos mediadores del estrés resulta beneficiosa para hacer frente a los desafios. Sin
embargo, la exposicion recurrente y sostenida en el tiempo a eventos estresores, es decir,
el estrés crénico, puede inducir efectos nocivos en diversos érganos y areas cerebrales
altamente plasticas como el HC, impidiendo el proceso de adaptacion y desencadenando

patologias neuropsiquiatricas como la depresion.

6.1 Efectos diferenciales del estrés sobre el eje dorso-ventral del hipocampo

Los estudios respecto a la alteracién de la funcién del HC en el contexto del estrés
cronico y el trastorno depresivo, se centran en los cambios bioquimicos y morfologicos
que ocurren en esta estructura por influencia de la activaciéon de receptores de GCs,
sistemas de neurotransmisores y accion de neurotrofinas sobre la neuroplasticidad,
proceso dindamico que incluye neurogénesis, reduccion del numero de neuronas,
ensamblaje, mantencién y desensamblaje de sinapsis que forman los distintos circuitos
neuronales. Estos cambios ocurren por activacion de diferentes mecanismos moleculares
que afectan la expresién de genes, el procesamiento de transcritos y la modificacién de la
funcion de proteinas esenciales para la funcién neuronal, cuyos efectos se reflejan en
cambios conductuales en modelos animales de estrés cronico, reconocidos como sintomas

tipo depresivos o de ansiedad.
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Actualmente, se reconocen dos subregiones del HC que son funcionalmente distintas a
lo largo de su eje dorso-ventral: el HCd, encargado del procesamiento de la memoria
espacial; y el HCv, que procesa las experiencias de tipo emocionales, mayormente
relacionado al estrés. Esto se ha demostrado por experimentos de lesiéon y se ha
evidenciado que la expresion de genes en HCd se correlaciona con la expresion en regiones
corticales involucradas en el procesamiento de la informacién; mientras que los genes
expresados en HCv se correlacionan con regiones involucradas con el procesamiento
emocional y el estrés, tales como la amigdala y el hipotalamo (Gulyaeva 2015; Fanselow
2010). El estrés cronico afecta la morfologia neuronal en ambos polos del HC. Pinto y cols.,
2015 demostraron que en HCd disminuye la longitud de las dendritas apicales de CA3 y
CA1, sumado a una reduccion del volumen del HCd, mientras que en HCv aumenta el largo
de las dendritas apicales de CA3 y el volumen de este polo hipocampal. Ademas,
relacionaron estos cambios sefialando un deterioro cognitivo y un aumento de las

conductas de tipo ansiosas de las ratas sometidas a estrés crénico (Pinto y cols., 2015).

6.2 La expresion de mRNAs cambia en HCd e HCv desde el desarrollo postnatal

Estudios 6micos recientes abordan las diferencias entre estas subregiones del HC de
ratas macho por secuenciacion de RNAs (RNA-seq), destacando que, a lo largo del
desarrollo postnatal (cercano al destete) y etapa juvenil (14,28 y 45 dias), en ambos polos
hay una expresion mayor de transcritos relacionados a la potenciacién a largo plazo en
HCd comparado al HCv, mientras que en el HCv se expresan mayormente transcritos que
participan en la transmision colinérgica y la sinapsis GABAérgica (Lee y cols., 2017).
Adicionalmente, Floriou-Servou y cols., 2018 destaca que en comparacién al HCd, el HCv
es particularmente sensible a los cambios inducidos por el estrés agudo, afectando la
expresion de una mayor cantidad de transcritos. Asi mismo, en HCd se expresan
transcritos asociados a la sinapsis glutamatérgica; y en HCv a vias metabdlicas, sefialando
que la expresion la demetilasa Kdmé6b sb6lo en HCv es responsable de sostener una
conducta de resiliencia a estimulos novedosos (Floriou-Servou y cols., 2018). Sin embargo,

ala fecha no se ha realizado un estudio que permita identificar los efectos producidos por
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el estrés créonico sobre el transcriptoma de ambas regiones del HC. Es por esto que,
teniendo en cuenta la distincion funcional de ambos polos del HC y su rol en la conducta,
sumado a la sensibilidad del HCv a los efectos del estrés, ésta es una regién cerebral
particularmente relevante para el estudio de los eventos moleculares a nivel
transcripcional que contribuyen al desarrollo de patologias neuropsiquiatricas como la
depresion, permitiendo el estudio de nuevos mecanismos que explican la patologia desde
el punto de vista molecular, identificacion de nuevos blancos farmacoldgicos y posibles

biomarcadores, incluso previo al desarrollo de la patologia.

6.3 Expresion de RNAs circulares en el cerebro y su posible funcién

En la ultima década, los estudios transcriptémicos han permitido abordar los cambios
moleculares que ocurren en torno a la expresion de genes y sus funciones a nivel celular
de manera integrativa en los diversos tejidos, revelando nuevos niveles de regulacion de
la expresion de transcritos y proteinas, cuyos niveles de expresion pueden ser
caracteristicos de condiciones patolédgicas. Los circRNAs fueron el foco de esta Tesis.
Recientemente han surgido numerosas investigaciones que buscan caracterizar la
expresion y la funcion de los circRNAs en diversos tejidos. Entre las funciones descritas
para los circRNAs, se incluye el secuestro de RNAs pequefios no codificantes conocidos
como miRNAs, cuya funcidén es actuar como reguladores postranscripcionales de la
traduccion de mRNAs. De esta forma, un circRNA puede impactar la regulacién de la
sintesis de muchas proteinas. Interesantemente, la expresion de estos RNAs en el cerebro
es alta en comparacion a otros tejidos (You y cols., 2015), lo que, sumado a los cambios en
su expresion a lo largo del neurodesarrollo, los posicionan como importantes reguladores
y posibles biomarcadores de los procesos neuroplasticos en el cerebro. Mas aun, existe un
patron de expresion particular de circRNAs en distintas areas cerebrales y, sumado al
hecho de que derivan de transcritos que originan proteinas importantes para la funciéon
cerebral, sugiere un rol especifico en las regiones donde se expresan (van Rossum y cols.,

2016). En esta Tesis se describe por primera vez el efecto del estrés cronico sobre la
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expresion de circRNAs en HCv de ratas y, ademas, como el sexo modula la respuesta en la

expresion de circRNAs frente a un evento estresor crénico.

6.4 Caracteristicas de los circRNAs expresados en HCv de ratas.

En el cerebro de humanos se han identificado 32.350 circRNAs, mientras que en el
cerebro de ratones 25.120. La comparacion entre ellos determin6é que los circRNAs
evolucionan rapido ya que, por ejemplo, se ha identificado que solo un 4.4% de los
circRNAs encontrados en humanos se expresan también en ratones, lo que es un
porcentaje relativamente bajo respecto al 67% de conservacién en genes codificantes de
proteinas (Ji y cols.,, 2019). A su vez, se ha evidenciado una expresion diferencial de
circRNAs dependiendo del area cerebral (bulbo olfatorio, corteza prefrontal, HC y
cerebelo), destacando que el cerebelo es el que tiene mayor expresién de circRNAs,
seguido por la corteza prefrontal y el HC, lo cual es atribuido a la mayor densidad de
células neuronales comparado con las otras regiones (Rybak-Wolf y cols., 2015; Van

Rossum y cols., 2016).

En esta Tesis, mediante la técnica de RNA-seq y los algoritmos de identificacién de
circRNA CIRCexplorer3 y CIRIZ, se logro6 la identificacién de 10.829 circRNAs candidatos.
La proporcién de lecturas correspondientes a la BS] de los cerca de 800 circRNAs
identificados por muestra, corresponde en promedio a un 0,026% de las lecturas totales
obtenidas del transcriptoma de HCv de ratas. Esto da cuenta a grandes rasgos de una
diversidad y una menor abundancia de circRNAs en HCv respecto a los transcriptomas de
cerebro completo que se han estudiado en otras investigaciones, donde se ha descrito que
la proporcion de lecturas para circRNAs respecto a las lecturas totales en cerebro de

ratones corresponde al 0,08% (You y cols., 2015).

En esta Tesis, los circRNAs identificados con CIRCexplorer3 permitieron realizar una
caracterizacion en cuanto al numero de exones que retienen del transcrito de origen;
revelando que el 68.7% de los circRNAs contiene entre 1 y 5 exones, con una longitud

promedio de 840 nt, algunos incluso incluyen hasta 20 exones. Esta caracteristica también
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ha sido reportada en circRNAs de ratas identificadas en al menos 11 tejidos (Zhou y cols.,
2018). Con respecto a la distancia en nucledtidos que existe entre el sitio dador y aceptor
del evento de back-splicing, se pudo constatar que en 46% de los circRNAs esta distancia
es menor a 10 kb, y que solo en el 10% es menor a los 500 nt. La distancia entre las
secuencias inversas complementarias contenidas en intrones adyacentes a estos puntos
de circularizacién, como las secuencias Alu, constituye un factor adicional importante en
la formacién de circRNAs puesto que va a permitir acercar los extremos dador y aceptor
de la secuencia del pre-mRNA, facilitando el evento de back-splicing. Se reconoce por
ejemplo que una longitud de 1.434 nt para secuencias Alu convergentes mas cercanas es
necesaria para la circularizaciéon de secuencias pertenecientes al pre-mRNA y formar
circRNAs (Zhang y cols., 2016). Se propone, ademas, que a mayor distancia existe mayor
probabilidad de encontrar mas secuencias para la circularizacion, permitiendo un mayor
nimero de alternativas para la circularizaciéon y por lo tanto una mayor diversidad de
circRNAs. Ademas, en la circularizacion participan otros elementos en cisy/o en trans, que
junto a la maquinaria de splicing, ya sea durante la transcripcion o post-
transcripcionalmente, promueven la formacion de una variante de circRNA u otra (Zhang

y cols., 2014).

La distribuciéon de los circRNAs respecto al cromosoma de origen parece ser
conservada en distintos tejidos y presentan una proporcién en promedio del 10% de
circRNAs provenientes del cromosoma 1 en ratas (Mahmoudi & Cairns, 2019). De hecho,
en esta Tesis también se evidencié que un 10% de los circRNAs provienen del cromosoma
1 y solo 4 circRNAs son originados en el cromosoma Y (0,07%). Esto podria estar
relacionado con el nimero de genes codificantes presentes en cada cromosoma y el
tamarfo, como reporta la base de datos Uniprot (Genome & Project, 2004), que indica que
el cromosoma 1 es el que tiene un mayor ntimero de genes codificantes (3.560), siendo el
mas grande y el cromosoma Y es el que tiene menor cantidad de genes codificantes (12),
siendo el mas pequefio. No obstante, no se ha realizado una correlaciéon entre genes
codificantes y nimero de circRNAs asociados a estos cromosomas. (Genome & Project,
2004). En general, esto nos da cuenta que las mayores diferencias en las expresion de

circRNAs es atribuida a los cromosomas autosémicos, por lo que los sesgos observados
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dependiendo del sexo podrian ser explicados por condiciones fisiolégicas sexo-
especificas, como las hormonas sexuales y diferencias en los patrones de expresion de

genes.

6.5 Asociacion entre el origen y funcion de los circRNAs en HCv

En esta Tesis se realizé un anadlisis de expresion diferencial, de forma paralela, con los
circRNAs obtenidos con CIRCexplorer3 y CIRI2. La implementacion de mas de una
herramienta permite sin duda complementar la predicciéon de circRNAs en las muestras
de tejido y robustecer el analisis. Ambos algoritmos pertenecen a la categoria de split-
alignment-based-approach, los cuales consideran las lecturas que abarcan las uniones BS]
y las separan en segmentos, los que luego son alineados a la secuencia de referencia (en
este caso el genoma de la rata) en un orden reverso. CIRCexplorer3 requiere de un archivo
de anotacion para remover falsos positivos durante la etapa de filtrado y, por otro lado,
CIRIZ es un algoritmo que realiza una deteccién de novo, totalmente independiente del
archivo de anotacién. Sin embargo, se utilizé este archivo de anotacién para aumentar la
sensibilidad y mejorar el false discovery rate (FDR), al permitir acotar la busqueda y
trabajar con un menor nimero de candidatos y mas confiables (Gao & Zhao, 2018). El nivel
de coincidencia fue de un 32% respecto a la totalidad de especies de circRNAs que fueron
identificadas. Este bajo nivel de coincidencia puede atribuirse a los distintos abordajes
utilizados por ambas herramientas para la identificaciéon de circRNAs (Hansen y cols.,,

2015).

En cuanto a la identidad de los circRNAs encontrados en el transcriptoma de HCv de
rata, podemos tener una nocién de su posible funcién conociendo el gen de origen. La
comparacion realizada con DESeq2 entre controles macho y hembra, permiti6
identificar un total de 130 circRNAs que estan expresados diferencialmente en HCv, de los
cuales 14 circRNAs fueron identificados en comun por las herramientas CIRCexplorer3 y
CIRIZ. De éstos, tres circRNA presentan la mas alta expresion en HCv de hembras:
circGabrg3_0001, circSpecc1l_0002 y circMkln1_0012. Mientras que en machos hay una
alta expresion de circKmt2e_0004, circUbac2_0001, circPtpra_0004.
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Una asociacidn entre los circRNAs y la funcién asociada al gen de origen es como se ha
elucidado la funcién de varios circRNAs. Bajo esta premisa se constaté que en hembras
circGabrg3_0001 deriva del gen Gabrg3, que codifica la subunidad y3 del receptor de
GABAAa, la cual le confiere al receptor la sensibilidad a benzodiacepinas, farmacos
moduladores positivos del receptor GABA utilizados para tratar la ansiedad generalizada
(Gregery cols., 1995; Knoflach y cols., 1991). El producto génico de Sepcc1l, del cual deriva
circSpecc1l_0002, participa en la organizacion del citoesqueleto de actina y la
estabilizacion de microtibulos requerido para la adhesion celular y migraciéon (Saadi y
cols., 2011). El circMkln1_0012 deriva del gen Mlkn1 que codifica una proteina requerida
para la internalizacién, via endosoma, de la subunidad a1 del receptor GABAA, para su
posterior degradacion (Heisler y cols., 2012). Por otro lado, en machos se evidenci6é un
aumento en la expresion de circKmt2e_0004, derivado del gen KmtZe, que produce la
lisina N-metil transferasa 2, enzima que participa en la metilaciéon de la histona H3K4m3
(Wood y cols., 2019). Adicionalmente, el circUbac2_0001 deriva del gen UbacZ, cuyo
producto proteico pertenece al complejo de degradacién asociado a reticulo
endoplasmico, un importante sistema de control de calidad para la mantencién de la
homeostasis de proteinas (Zhu y cols., 2017). El circPtpra_0004 deriva del gen Ptpra, que
codifica para un miembro de la familia de proteinas tirosina fosfatasas que es esencial
para la migraciéon neuronal hipocampal y la LTP (Petrone y cols., 2003). Asi mismo, el
analisis de expresidn diferencial manual de los grupos de ratas macho y hembra control
evidencio que los genes que producen los 650 circRNAs diferencialmente expresados, que
son originados a partir de genes que participan principalmente en procesos biolégicos
como fosforilaciéon de proteinas, guia del axon, sinapsis quimica, reorganizacion de
microtubulos y cromatina. Estos términos estan de acuerdo con la funcién de los tres
genes sefialados anteriormente: circGabrg3_0001, circSpecc1l_0002, circMkiln1_0012,
circKmt2e_0004, circUbac2_0001 y circPtpra_0004.

En ratas macho el efecto del estrés produce la expresion diferencial de 110 circRNAs,
con 14 circRNAs que fueron identificados por ambos anadlisis (CIRCexplorer3 y CIRI2),
donde destaca el aumento en la expresion en tres circRNAs. El circMI1t3_0005 deriva del

transcrito de MlIt3, que codifica una histona metiltransferasa (Qiao y cols 2015). Mientras
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que, el circHdac4_0007 proviene del transcrito de Hdac4, que codifica la histona
deacetilasa 4, 1a cual actia como un regulador negativo de la expresion de las subunidades
aly a4 del receptor GABAa (Press y cols., 2019). Por otra parte, es interesante destacar
que circGabrg3_0001, que se expresa mas en ratas hembra control respecto a ratas macho
control, corresponde al circRNA de mayor expresion en ratas macho por efecto del estrés.
En esta comparacion también se destaca que los circRNAs que disminuyen su expresion
por efecto del estrés cronico son circKmt2e_0004 y circPtpra_0004, cuya expresion es
mucho mayor en ratas macho control respecto a las hembras, estos ahora disminuyen
significativamente su expresion por efecto del estrés cronico. También disminuye el
circEPB41L5_0001, cuya funciéon ha sido recientemente descrita como supresor de
tumores en glioblastoma, donde su gen de origen, Epb4115, produce una proteina
involucrada en la diferenciaciéon neuronal y formacion de adhesiones focales. Se ha
descrito que existe un eje circEPB41L5/miR-19a/EPB41L5/Akt, donde el circEPB41L5
actia como un RNA esponja para el miR-19, el cual reprime a EPB41L5. A su vez, la
proteina EPB41L actda como un regulador negativo de la actividad de la proteina RhoC.
Esta GTPasa en estado inactivo impide la activacion de Akt y, consecuentemente, la
proliferacidn, invasiéon y migracién del tumor (Lvy cols., 2020). Adicionalmente, el analisis
de expresion diferencial manual determiné que el efecto del estrés cronico en ratas
macho produce la expresion diferencial de 614 circRNAs, cuyos genes de origen segun el
analisis de enriquecimiento funcional estan representados en la terminologia GO por los
procesos biolégicos: regulacion positiva del potencial sinaptico excitatorio, ensamblaje de
la sinapsis, desarrollo de la proyeccién neuronal, regulacién de la morfogénesis de

dendritas y organizacion de la densidad postsinaptica.

Al determinar los efectos del estrés créonico sobre la expresion de circRNAs en el HCv
de ratas hembra, se identificaron 125 circRNAs con 11 de ellos comunes entre ambos
algoritmos de identificacion. Los 3 circRNAs mayormente expresados corresponden a
circSdccag8_0001, circVps13a_0001 y circNtrk3_0001. El circSdccag8_0001 deriva del
gen Sdccag$, el cual codifica una proteina con un rol en la migraciéon neuronal durante el
desarrollo (Insolera y cols., 2014). El circVps13a_0001 proviene del gen Vps13a, el cual

codifica una proteina que regula etapas del ciclo de proteinas en la red cis-golgi de
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endosomas tempranos y tardios, lisosomas y membrana plasmatica (Mun y cols., 2019).
El circNtrk3_0001 deriva del gen Ntrk3, conocido por codificar TrkC, un receptor tirosina
quinasa que activa la via de las MAPK al unir su ligando NT-3. Un knockout de este gen en
HCv de ratones produce hiperexcitabilidad de esta region del HC frente al aprendizaje del
miedo y el procesamiento de memorias, que es recuperado con la intervencion
farmacolégica con un inhibidor de la recaptaciéon de GABA (Amico y cols., 2013). Por otro
lado, disminuye el circUnc79_0004, un circRNA que fue identificado en el estudio de You
y cols., 2015, como un circRNA que aumenta su expresion durante el neurodesarrollo
junto al mRNA de Unc79, su gen de origen que codifica para la proteina UNC79, la cual
participa del complejo canal de fuga de Na*, UNC79-UNC80-NALCN actia como proteina
auxiliar controlando la excitabilidad de neuronas en el hipocampo. UNC79 contribuye a la
sensibilidad ante descensos de Ca*2 extracelular sefializados por un receptor acoplado a
proteina G, aumentando la excitacién neuronal (Lu y cols., 2010). La disminucién de este
circRNA en particular podria indicar una disminucion en la expresion del transcrito y con
esto resultar en un descenso en la excitabilidad neuronal por efecto del estrés crénico en
HCv en hembras. También disminuye la expresion del circSv2Zb_0005, cuyo gen de origen
codifica una glicoproteina asociada a vesiculas sinapticas en neuronas glutamatérgicas,
SV2B, que disminuye su expresién en hipocampo de pacientes con Alzheimer y pacientes
con esclerosis hipocampal. Algunos autores la asocian con zonas en que hay pérdida de la
sinapsis (Bartholome y cols., 2017; Crévecceur y cols., 2014). Otro circRNA, el
circDgkb_0001, recientemente ha sido descrito como una molécula que aumenta su
expresion, participando en el eje circDgkb/miR-873/GLI1, promoviendo la proliferacién,
migracion e invasion en una linea celular de neuroblastoma (Yang y cols., 2020). Sin
embargo, este circRNA disminuye su expresién en HCv de las hembras, indicando que el
estrés cronico puede potenciar mecanismos que desfavorecen los procesos antes
sefalados. Respecto al resto de los genes que producen los 668 circRNAs expresados
diferencialmente por efecto del estrés en ratas hembra obtenidos del andlisis de
expresion diferencial manual, estos tienen funciones representadas por la terminologia
GO para proceso biol6gico como la Axonogénesis, Morfogénesis de la proyecciéon neuronal,
y Guia y desarrollo del ax6n. Estos términos también estan de acuerdo con la funcién de

los tres genes que producen los circRNAs de mayor expresidn, segin el andlisis con
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DESeq2. Esto da cuenta de como estos procesos podrian ser potenciados o perjudicados
por efecto del circRNA producido por estos genes. Sin embargo, cual de estos dos efectos
es el que ocurre sobre esta via, depende del mecanismo bioquimico que atin no ha sido

descrito para los circRNAs identificados en esta Tesis.

Al comparar los grupos de ratas macho y hembra estresados se obtienen 120
circRNAs expresados diferencialmente, de los cuales solo 5 fueron comunes para ambos
algoritmos. Los 4 circRNAs de mayor expresidn en ratas hembra estresadas respecto a los
machos son circGabrg1_0004, circGlis3_0002, circArih1_0016 y circEP300_0002. Como se
describi6, Gabrg1 codifica la subunidad y1 del receptor GABAa. Por otro lado, Glis3 es un
factor de transcripcion en neuronas del hipocampo, cuyas mutaciones derivan en una
pérdida de la densidad de espinas dendriticas y atrofia de las dendritas (Calderari y cols.,
2018). Arih1 codifica una ubiquitin ligasa E3 que participa en la regulacién de la mitofagia
(Palikarasy cols., 2018). El circEP300_0002 deriva del gen EP300, que codifica una histona
acetilasa asociada a diversas enfermedades neurolégicas (Valor y cols., 2013). A partir del
andlisis de expresion diferencial manual se obtuvieron 686 circRNAs diferencialmente
expresados, segin el andlisis de enriquecimiento funcional y la terminologia GO para
procesos biologicos se identifican los términos transmision sindptica, desfosforilacion de

proteinas, transporte mediado por vesiculas y modulacién de sinapsis.

En resumen, hasta este punto se logré cumplir con la identificacion de circRNAs
expresados diferencialmente en HCv de ratas dependiendo del sexo, y los cambios de la
expresion de éstos por efecto del estrés crdénico. Los circRNAs circGabrgl_0004 y
circGabrg3_0001 resultan ser dos candidatos muy interesantes a evaluar por medio de
experimentos bioquimicos, dado que son los circRNAs con mayores veces de cambio y que
su expresion es reafirmada por la prediccion de los dos algoritmos. circGabrg3_0001 tiene
mayor expresion en ratas hembra control que en ratas macho control, pero este aumenta
su expresion en ratas macho estresadas, teniendo una expresion mayor incluso que las
hembras estresadas. Sin embargo, en las hembras estresadas se expresan mayormente
circGabrg1_0004 y circNtrk3_0001, los cuales podrian ser propuestos como

biomarcadores de estrés en HCv de hembras. Queda pendiente dilucidar el posible rol de
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estos circRNAs provenientes de los genes que codifican para las subunidades del receptor
de GABAAy, asi mismo, determinar la sensibilidad al estrés de los mRNA dependiendo del
sexo. Brevemente, los receptores GABAa corresponden a una superfamilia de canales
ionicos de Cl- dependientes del ligando GABA, principal neurotransmisor inhibidor del
SNC. ComUnmente son conformados por combinaciones de 5 subunidades de un total de
19 subunidades identificadas por homologia de secuencia. La combinacién mas
abundante corresponde a dos subunidades a, dos B y una y. Las subunidades a y y
permiten la unién de farmacos ansioliticos, como las benzodiacepinas, especificamente la
subunidad a1 posee una mayor afinidad, mientras que la subunidad y3 es esencial para
la regulacion alostérica. Cambios en la funcion del receptor GABA reflejan una regulacion
diferencial de genes para las subunidades. La regulacion génica se controla
predominantemente a nivel de inicio de la transcripcién y la interaccién combinatoria de
factores de transcripcion, donde los GCs son capaces de intervenir (Eskay, 1985). Algunos
de los genes que codifican para las subunidades de estos receptores estan regulados en
clusters ubicados en diferentes cromosomas. En humanos se ha reportado el cluster g1-
a4-a2-y1, ubicado en el locus 4p14-q12; el cluster B2-a6-al-y2 en el locus 5q31.2-q25;
y el claster B3-a5-y3, ubicado en el locus 15q11-q13 (Steiger, 2004; Greger,1995). La
relacion fisica de las subunidades de GABAA en el genoma puede ser requerida para
coordinar la expresion de estos genes. Las hormonas esteroideas (progesterona,
estrogeno y corticoides) podrian alterar los niveles de mRNA de las distintas subunidades
de forma diferencial entre machos y hembras, a través de la activaciéon de sus respectivos
receptores cuyo mecanismo de accion es unirse a elementos de respuesta identificados en
los promotores de los genes que codifican para las subunidades del receptor GABAA. En
particular, se han identificado elementos de respuesta para el receptor de andrégenos que
afectan la expresion de las subunidades a4 y y1. Por otro lado, se han identificado
secuencias consenso para el receptor de estrégeno que afecta las subunidades al y a4.
(Steiger, 2004). En esta compleja regulacion de las subunidades de GABA se podrian
encontrar mecanismos que necesiten la formacion de los circRNAs circGabrg1_0004 y
circGabrg3_0001, para para favorecer el ensamblaje de receptores GABAa
preferentemente con ciertas subunidades. De esta forma, los circRNAs estarian

involucrados en procesos que implican cambios tanto en la neurotransmision de tipo
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excitatoria, como en la neurotransmisién inhibitoria. Notablemente, y de acuerdo a lo
encontrado en esta Tesis, derivan a partir de genes que participan en la dindmica

vesicular, ensamblaje de la sinapsis y modificaciones a la cromatina.

La expresion de circRNAs inducida por estrés cronico puede tener un efecto sobre la
neuroplasticidad segtin la funcién del gen de origen. Un ejemplo claro de esto es el
mecanismo propuesto para circHomer1_a, el cual proviene del gen que codifica para
HOMER1, proteina con un rol importante en la organizacién de la densidad postsinaptica,
ya que actiia como andamiaje para receptores de glutamato mGluR. Es conocido que la
actividad neuronal causa un aumento en la expresion de una variante del gen Homer1 de
expresion temprana inmediata, Homerla, mientras que la expresion de Homerlb/c no
cambia. La proteina truncada codificada por Homerla interfiere con la interaccién nativa
entre mGIuR y la proteina de andamio funcional codificada por Homer1b/c. El mecanismo
propuesto para la funcién de circHomer1_a tiene relacion con el uso del sitio dador del
exén 5 del transcrito de Homerlb/c para formar la unién cabeza cola, o BS], para la
biogénesis de circHomer1_a. De esta forma, el aumento en la expresion de circHomer1_a
puede prevenir la sobreexpresion potencial de Homer1b/c, lo cual seria perjudicial para
la mantencion de la sinapsis ante una actividad sostenida. Es entonces concebible en este
caso que el aumento en la expresién de Homerla por una sefial de poliadenilacién rio
arriba del transcrito y la biogénesis de circHomer1_a trabajan juntos para alcanzar el
mismo efecto; es decir, reducir la interacciéon del mGIuR en la membrana y la proteina de

andamiaje HOMER1 (You y cols., 2015; Bottai y cols., 2002).

6.6 circNign1 y sus potenciales efectos como esponja de miRNAs en HCv de ratas
macho y hembra sometidas a estrés crénico.

Considerando que una de las funciones mas destacadas atribuidas a los circRNAs es la
interaccion con miRNAs, los cuales a su vez regulan la expresion de los mRNAs, se decidio
evaluar los niveles de circNIlgnl. Este circRNA proviene del gen codificante para
Neuroligina 1, la cual es una proteina de superficie celular implicada en las interacciones

célula-célula a través de sus interacciones con los miembros de la familia de las
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neurexinas, y desempefia un papel en la funcioén sindptica, mediante el reclutamiento y
agrupacion de otras proteinas sinapticas. Puede promover la formacion inicial de sinapsis,
pero no es esencial para esto. In vitro, desencadena la formacion de novo de estructuras
presinapticas y podria estar involucrado en la especificacién de las sinapsis excitatorias
(Katzman & Alberini, 2018). circNlgn1 ha sido previamente descrito como un circRNA
particularmente abundante en purificados de sinaptoneurosomas, junto a circHomer1_a,
ademas de aumentar su expresion por cambios en la actividad sinaptica de tipo excitatoria

(Youy cols., 2015).

En esta Tesis se determin6 que circNlgnl aumenta su expresion significativamente por
efecto del estrés cronico sélo en ratas macho estresadas, dando indicios que el estrés
cronico induce un aumento en la actividad sinaptica en neuronas del HCv. Adicionalmente,
se observaron 49 miRNAs diferencialmente expresados por el estrés en HCv de ratas
macho. El analisis de la secuencia de circNIgn1 identifico 10 probables MRE para los
miRNAs miR-1188-5p, miR-760-3p, miR-129-5p, miR-485-5p y miR-222-5p en ratas
macho. Por lo tanto, si se considera el eje circRNA/miRNA/mRNA, es probable que la
interaccién con circNlgn1 contribuya a la disminucién en los niveles de estos miRNAs, lo
que se refleja en los resultados de la secuenciacion de RNAs pequefios. Esto permitiria a
su vez, que los mRNAs blancos de los miRNAs puedan ser traducidos en mayor medida, lo
cual debera ser determinado en futuros experimentos. Por otro lado, a pesar de que
circNlgn1 no sea expresado diferencialmente por efecto del estrés en ratas hembra, no
implica que circNlgnl no puede ejercer efecto sobre los miRNAs diferencialmente
expresados en hembra. Se puede considerar que el circNlgn1 actie como una molécula
capaz de secuestrar los miRNAs de alta expresion en hembra: miR-346, miR-431, miR-
505-5p y miR-92a-3p, ya que esto depende de la competencia enddgena que exista con
otros miRNAs (que no estan diferencialmente expresados) y de la localizacién subcelular
del circRNA en las neuronas. Debido a esto queda pendiente evaluar la localizacion de este
circRNA en neuronas del HCv de ratas utilizando sondas de nucledtidos marcados
(Hibridacién in situ), de tal forma de determinar el enriquecimiento, ya sea en nucleo,
soma y/o dendritas, lo que permitiria postular alguna funcidn. A su vez, la validacién de la

interaccion con los miRNAs descritos mediante sobreexpresion del circRNA,
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entrecruzamiento y posterior identificacion mediante secuenciaciéon y qRT-PCR, nos dara

luces de la interacciéon entre estos RNAs en el HCv.

Es importante sefialar que los miRNAs expresados diferencialmente por efecto del estrés
y dependiendo del sexo incluidos en esta Tesis, en parte puede ser explicada por la
interaccién con circRNAs. Sin embargo, uno de los mecanismos principales que regula sus
niveles es una alteracion en la sintesis, especificamente al inicio de la transcripcién. Los
cambios en este punto de regulacién pueden ser atribuidos a la presencia de factores de
transcripcion activados por hormonas y la presencia de motivos de union rio arriba de los
clasters de miRNAs o miRNAs individuales. Por ejemplo, el cluster mir-17-92 en humanos
es un gen policistronico ubicado en el locus 13q31-q32, que codifica para 6 miRNAs (hsa-
miR-17, hsa-miR-18a, hsa-miR-19a, hsa-miR-20a, hsa-miR19b-1 y hsa-miR-92-1). Es
regulado por el receptor de estréogeno a y posteriormente regulado por el procesamiento
realizado por DROSHA para obtener los miRNAs maduros, donde solo el hsa-miR-18a
aumenta sus niveles por activacion del receptor (Castellano y cols., 2009). Cada miRNA
puede regular la expresion de cientos de genes y estos miRNAs son regulados por el estrés
y el sexo, como se ha descrito en nicleo accumbens, un area relacionada a los circuitos de
recompensa (Pfau y cols., 2016). Los blancos predichos de los miRNAs diferencialmente
expresados en ratas macho, que son modulados por circNlgn1, corresponden a mRNAs
que son capaces de afectar la neuroplasticidad. De hecho, uno de los términos mas
significativos obtenidos con el analisis de enriquecimiento corresponde a la mantencién
de la sinapsis quimica y regulaciéon de la cascada JNK. El tratamiento crénico con
corticosterona aumenta la actividad de JNK en el hipocampo, recreando los niveles
elevados de cortisol en la depresion producidos por la alteracién de la retroalimentacién
negativa del eje HHA, lo que contribuye a una pérdida de la sinapsis. Los modelos animales
de estrés agudo y estrés créonico muestran que la actividad de JNK esta hiperactivada en
HC y en la corteza prefrontal. Ademas, en el modelo de estrés por derrota social, la
actividad de JNK aumenta en animales que son susceptibles al estrés y es reducida en los
animales resilientes, sugiriendo que un aumento en la actividad de JNK predispone a la
depresion, mientras que su inhibicion es protectora (Hollos y cols., 2018). De esta forma,

este analisis propone a circNlgnl como una molécula que contribuye a la depresion,
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permitiendo la expresion de transcritos que van a formar parte de la cascada de

sefalizacion de JNK.

Este estudio ha sido el primero en caracterizar los circRNAs expresados en HCy,

evidenciando las diferencias inherentes al sexo y los efectos del estrés cronico sobre esta

region cerebral. En resumen,

Se identificaron 10.829 circRNAs distintos en HCv de ratas, CIRI2 identific6 una
mayor diversidad de circRNAs y una mayor cantidad de circRNAs diferencialmente
expresados, respecto a los resultados obtenidos con CIRCexplorer3.

Del total de los circRNAs identificados un 1,2% tienen niveles de expresién
dependientes del sexo, los cuales se originan en cromosomas autosémicos.

El estrés cronico modifica la expresion del 1% de los circRNAs identificados en HCv
de ratas macho, mientras que en hembras afecta la expresion del 1,6%.

Una asociacion entre la funcién del gen de origen con la posible funcion de los
circRNAs diferencialmente expresados, sugiere que éstos estan involucrados con
el efecto del estrés crénico en ratas macho sobre procesos bioldgicos como el
ensamblaje de la sinapsis, la organizacién de la densidad postsinaptica y
ensamblaje de receptores GABAa.

En hembras los circRNAs diferencialmente expresados estarian implicados en la
morfogénesis de la proyeccion neuronal, guia y desarrollo del axén, como también
el transporte y regulaciéon de la exocitosis de vesiculas sindpticas. Estos cambios
podrian impactar sobre el funcionamiento tanto las sinapsis de tipo excitatorias
como inhibitorias.

Por otro lado, los genes que codifican proteinas que forman parte del ensamblaje
de la sinapsis producen circRNAs cuya expresion es sensible al estrés crénico en
ratas macho, como circNIgn1 cuya funcién propuesta en esta Tesis es actuar como
esponja de miRNAs diferencialmente expresados contribuyendo posiblemente a la
degradacion de éstos, permitiendo una mayor expresion de mRNAs que favorece
una regulacion positiva de la cascada JNK y la modulacion de la sinapsis quimica

con posibles impactos sobre la morfologia dendritica.
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7.PROYECCIONES

Queda por evaluar la existencia de MREs en la secuencia de todos los circRNAs
diferencialmente expresados, para distinguir la posible funcién como esponjas de miRNAs
de todos los candidatos, junto con sus posibles efectos sobre los mRNAs y las vias
afectadas por la accion de cada circRNA, realizando un contraste en base al sexo. Resta
esclarecer si los efectos en la expresion de circRNAs dependen de la accion de GCs o de
otro mediador del estrés. Mas aun, se debe determinar si las hormonas sexuales definen

las diferencias al estrés entre machos y hembras.

Finalmente, los circRNAs diferencialmente expresados en el HCv de ratas macho y
hembra representan candidatos interesantes para descubrir nuevos mecanismos que
regulan la actividad de grupos de genes en el contexto del estrés cronico en ambos sexos,
como también la génesis y progresion de la patologia depresiva. Los circRNAs podrian ser
considerados como nuevos posibles biomarcadores del diagnostico de depresion, si
mediante futuros experimentos se pueden encontrar fluidos biolégicos contenidos en
vesiculas provenientes del cerebro. Ademas de ser nuevos actores para considerar en el
desarrollo de nuevos tratamientos sexo-especificos a enfermedades relacionadas al
estrés. En la Figura 23 se representa un modelo general, sobre los efectos de la expresion
diferencial de circRNAs en direcciones opuestas comparando ratas macho y hembra

sometidas a estrés cronico.
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Figura 23. Modelo general de los efectos de la expresion diferencial de circRNAs inducidos
por el estrés cronico. El estrés cronico es capaz de modificar el perfil de expresion de mRNAs,
miRNAs y circRNAs, posiblemente a través de diferentes mediadores del estrés. como los GCs.
Ademas, este perfil de expresion depende del sexo, donde influye el contexto hormonal de los
animales a través de otros receptores nucleares como el receptor de estrogenos, el receptor de
androgenos, estadio del desarrollo y modificaciones epigenéticas en la estructura de la cromatina.
La expresion diferencial de circRNAs por efecto del estrés cronico dependiendo del sexo indica
que un circRNA puede aumentar su expresion y favorecer su interaccion con varios miRNAs y de
esta forma aumentar la disponibilidad de mRNAs para ser traducidos. Por otro lado, menores
niveles del circRNA permiten una mayor disponibilidad de miRNAs para interactuar con sus
diversos blancos mRNA impidiendo la traduccién de estos. De esta forma los circRNAs pueden
influir en los niveles de expresién de miRNAs y mRNAs modificando diferentes vias que van a
afectar los eventos neuropldsticos del HCv contribuyendo a los efectos detrimentales y/o

adaptativos del estrés.
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8. CONCLUSION

Se evidencid una expresion diferencial de un grupo de circRNAs dependiendo del sexo y
por efecto del estrés crénico en hipocampo ventral de ratas, cuyas funciones asociadas a

sus genes de origen, indican una participacion en los procesos de neuroplasticidad.
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