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ABREVIATURAS 

AG 
EPRs 
EETs 
EA 
ECJ 
EEB 
nvECJ 
GSS 
IFF 
Prion 
PrP 
PrPc 
Prp•c 
PRNP 
RE 

GLOSARIO 

Aparato de Golgi 
Enfermedades por priones 
Encefalopatias espongiformes transmisibles 
Enfermedad de Alzheimer 
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 
Encefalopatia espongiforme bovina 
Nueva variante de ECJ 
Gerstmann-Straussler-Schelnker 
Insomnio fatal familiar 
Partlcula proteica infecciosa (protelnaceuous infectious) 
Protelna prion 
Protelna prion celular 
Protelna prion scrapie 
Gen de la protelna prion 
Reticulo endoplásmico 

Ataxia.- (del gr. Ataxfa, de átaktos; de a-, priv., y tássein, ordenar). Trastorno del movimiento 
voluntario, que aparece incordinado, estando conservada la fuerza muscular. 
Autosómlco.- Dlcese del gen, alelo o carácter localizado en cromosomas no sexuales. 
Disartria.- (de dis- y el gr. árthron, articulación). Trastorno en la articulación del lenguaje 
debido a lesiones orgánicas en los núcleos o vlas del sistema nerviosos central. 
Dlsmetrla.- (de dis- y el gr. métrom, medida). Apreciación incorrecta de la distancia en los 
movimientos o actos musculares. 
Hlpotonla.- (de hipo- y el gr. tónos, tensión). Tensión o tonicidad disminuida, especialmente de 
los músculos. 
Mloclonfas.-Contracción brusca, breve e involuntaria, que afectan un fasclculo muscular, un 
músculo o grupo de músculos. 
Paparésls.- (del gr. páresis, debilitamiento). Debilitamiento de los miembros inferiores. 



RESUMEN 

La enfermedad de Gerstamnn-Straussler-Scheinker (GGS) forma parte de las 
enfermedades por priones (EPRs), antes denominadas encefalopatlas espongiformes 
transmisibles (EETs). El agente infeccioso de las EPRs es una protelna alterada 
conformacionalmente, la protelna prion (PrP). La PrP posee dos isoformas, la normal o 
celular (PrP<), de la que se desconoce su función, y la infecciosa. El témino prion es 
generalmente aplicado a la forma infecciosa, también denominada proteína prion 
scrapie (Prp•<¡. La conformación de la PrP•c se distingue por un alto contenido de 
estructura lámina p-plegada (43%); a diferencia del confómero normal, del que procede, 
que posee sólo 3%. La PrP•c es tipicamente insoluble y parcialmente resistente a 
proteasas, se acumula en el Sistema Nervioso Central formando depósitos que 
histopatológicamente se observan como placas, con propiedades tintoriales de 
amiloide. Otras enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer también poseen 
depósitos amiloides en forma de placas, en este caso de la proteína amiloide-(3. 
Asociados a estos se han encontrado carbohidratos 0-glicosilados. La adición de 
carbohidratos puede transformar radicalmente la conformación y propiedades de una 
protelna, por lo que la presencia de los 0-glicanos sugiere su participación en la 
agregación de la protelna amiloide-p. El objetivo de este trabajo fue el determinar la 
presencia de 0-glicanos en las placas amiloides de PrP•c en el slndrome de GSS. Fue 
utilizado tejido cerebelar de un caso con GSS, diagnósticado molecularmente (P102L), 
y como controles tejido cerebelar de pacientes sanos y con la enfermedad de 
Alzheimer. Para un reconocimiento de las características tintoriales de los depósitos de 
la PrP•c fueron aplicadas las técnicas histológicas H y E, azul de toluidina e 
impregnación argéntica, para localizar los depósitos de la protelna PrP•c, fue aplicada la 
técnica inmunohistoquimica anti-PrP•0 y para determinar la presencia y naturaleza de 
carbohidratos la técnica histoquimica con lactinas. Las lactinas utilizadas provienen de: 
Maackia amurensis (MAA), Amaranthus /eucocarpus (ALL), Limu/us poliphemus (LPA), 
Arachis hypogea (PNA), Sambucus nigra (SNA) y Macrobranchium rosenbergii (MRL). 
En los depósitos en placa de la PrP•c fue observado un reconocimiento positivo de los 
carbohidratos reconocidos con las lactinas MAA [Neu5Aca 2,3], ALL [GalJ31,3GalNAca. 
1,0 Ser/Thr y Ga1Naca1,0Ser/Thr], LPA [Neu5Ac], PNA [Gal-(3-1,3-GalNAc] y SNA 
[Neu5Ac a-2,6 Gal/Gal NAc], y ausencia de reconocimiento con MRL [Neu5,9Ac2]. La 
presencia anormal de estos carbohidratos indica que existen alteraciones en las 
enzimas que llevan a cabo el proceso de 0-glicosilación, enzimas que se encuntran en 
el aparato de Golgi. Un doble marcaje con lactinas y el anticuerpo anti-PrP"º para 
cpnfocal nos permitió observar colocalización entre las lactinas MAA, ALL, SNA, LPA y 
PNA con el anticuerpo anti-PrP'º, en los vasos sangulneos, y con solo MAA en los 
depósitos en forma de placas, lo que sugiere distintos mecanismos de formación de los 
depósitos de la PrP'º, en los vasos sanguineos en estrecha asociación con las 
moléculas de la PrP'º y en los depósitos en forma de placas posiblemente como 
componentes de otras moléculas. Este último resultado sugiere que residuos 0-
glicosilados reconocidos con distintas lactinas podrían pertenecer a otras moléculas, a 
su vez asociadas a la PrP'º, la naturaleza de estas moléculas podrian residir en las 
chaperonas moleculares, grupo dentro del cual se ha sugerido la identidad de la 
molécula que puede mediar en el cambio conformacional de la protelna prion. 
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•.·INTRODUCCIÓN ce 

1.· Enfermedades por prlones {EPRs) 
'. .. :: -~ '>.:;: ; ' :; 

La enfermedad 'de Gerstmann·Strl3ussler-Scheinker. es un padecimiento que forma 

parte de las enferm;;dades por priones;. o prionopatlas, antes conocidas como 

encefalopatlas espongiforrne~ tráns~isibl~s {EET~). Las '~P~s son ·enfermedades 

neurodegenerativas, .·pro~resivas .~ inv~~~'blernenfe' ·~ataié's, que 'afectan tanto a 
· ·- ·-'· - · ·' - · --: --- 2;' ·' :·~--" ·". -.c;-,o:- · ' ,. · - ',-" · · · -

humanos como a animales {Bala'nzat,'.i1998;·Belay, 1999; Weissmann'. 1999). Estos 
. . - ' . ··- - ··. - ,;'.:- . . ' - ~-'- < - ' . - .. - - -

padecimientos presentan Uempos de lncub~CiÓn vari~bl;;s que van¡ de rriéses, arios y 
' ; -; ;~;; .-

ocasionalmente décad~s (Bendhei~V~~1~X~9~~). ; ··~ ' 
'. ' -~'. ' .. ':- .. ;: ..... '\ . ' ·:·.;.. - ~·~ '·· 

Las EETs son,patorogi'~s sin:·~~¿6~ci~n'í~>tar;itopo~ sÚsforma~ variadas de 

transmisión y manife~taciÓn,·a!s~~~r::ie~~iitJ;~, ~~pórádica e infecciosa {Milhavet y 
- ?~.-.. ,_... -,;,;::-.. ';"::<." 

cols., 2000}, como por la natúraleza .de. ío''que hasta el rl1orneríto se' considera su 
' . • ·:~' . .Je• --··: :' '-~ :. '_'.',\' 

principal agent~( · 1n'ré~~1ris~;·¡ G~~ '?llrot~ln~ del ~;()p/o ' organismo alterada 
···.:;:_ ~->~-- _, .:::.'~~- -'· - -· - -·::·" -·· ·;.7 _ _ -_.-,~--

conformacionalinente;'.]~. p~oteina, P,~on:CP~usin~r; 19Íl5;
00

Bala~z~!.•· 1998; Belay, 1999). 

Las variantes h~i~éiita~ia~ '~e i~s EPR~: se debe~·.¡¡• la ri;~t~~ió~ del gen qu~ codifica 

para 1a i>role1n~ éprici~:}P'ifN~fücohe~. 1999). "~~s,mutaciones·.·an·.este gen pueden 
_, ;'_:·, _-·:_;·· •. ' .... .,... <': . .'';;.' 

resultar en la sustitución dé i.mcÓdón pÓr otro {inserciones puntuales) .o en la Inserción 
. . ' • ,, ',, :'::.<, .;:( ' '< ·.· ..•... · ...•. · 

de repetidones de. Ün codón en rriúltipio's' de ocho. {ver pag. 15). La causa de las formas . , ·-·, . ' ---;-.:· ·,·. ". . .,. . . . - . . - . 

esporádlc~s s~: d~~8o~~ce~'ta~"~rÍbfid¡J'~\¡a~ po; inf~cció~ puede~ 'deb~r~~ a: ingestión, 
_•,_ ;:; ."·--~:•' ,:,--·¡.-'-';-·•:.<.·:-';.•-¿---,.-'..~~/····.:--,.·:;.•.,e : :;:·-:--: '' -.-- • - :.,:' ,,-,· ' . .',,,• • '. _·, 

transplantes d~órg~n;J~~, ~)ijo2~¡]Cl~n i~Íracerebral, de l~jido nel'\/ioso que contenga la 

proteina pr~on .e.n SU0f~i~a ,~;ed6io~éÍ {~:lanza!, .1998}: 
- - -. . -·- - ' . '' ; -~ .·, - -

·:;;; 

1.1.· EPRs en hu~an'~s 
-. ·: ,_ .. 

En los human6s.'' las enfermedades causadas por priones provocan, de manera 

general: pérdida del c6ntrol motor.' pérdida de la capacidad cognoscitiv~ y demencia 
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progresiva (Belay, 1999). En este tipo de padecimientos se inCIÚyeri:1a enfermedad de 

Creutzfeldt-Jakob (ECJ), el insomnio Jamiliar, fatal (IFF), la anglopatla .amiloide por 

priones (AAC-Prp), el Kuru, Zna nuev~ v~;;ant'a¡d~ la eniei:nedad de Cr~utzfeldt-Jakob 
(nvECJ) y el sln~;~.rne, de Gerstman'n-~t.~llus~;~r~Scheinke; (GSS) (Baker y Ridley, 

. . . 

1996; Guetti y cÓls., 1996a; Weissmann, 1999)'Tabla • 1. 

Promedios de 
EETs Etlologla Inicio y duración S!ntomas Epldemlog!a 

de la enfermedad 

Un 10-15% es Ataxia, mioclonias y Esporádica: 1 persona 
hereditaria. Inicio: 70 al\os demencia. En un tercio de por un millón, en todo el 

ECJ El resto Duración: alrededor los casos se presenta mundo. 
esporádica y 

de 1 al\o 
fatiga, insomnio, Hereditaria: se han 

raramente por depresión y malestar detectado ;t:100 familias 
Infección general. Infecciosa:± 80 casos 

Pérdida de coordinación, Sólo se ha presentado Infecciosa, por Inicio: Variable dismetria, hlpotonia, 
Kuru canibalismo, que Duración: de tres disartria, labilidad en Papúa Nueva 

cesó en 1958 meses a 1 atio emocional, seguido a Guinea, en 1957 fueron 

menudo de demencia. reportados 2600 casos. 

Hereditaria, por Transtornos progresivos 

una mutación en inicio: 48 años del sueño, pérdida de Se han identificado 9 IFF el gen PRNP y Duración: alrededor Independencia funcional, familias 
esporádica de 1 al\o transtornos endócrinos y 

motores. 

Hereditaria, por Disturbios de memoria, 
AAC· una mutación en Inicio: 38 al\os desorientación, ataxia, 

1 caso PrP el gen PRNP Duración: 21 al\os parálisis ligera-
esoasmódica v demencia. 

Hereditaria, por Inicio: 40-60 anos 
Ataxia, demecla cortical 2 casos por 100 

GSS una mutación en Duración: 1 a 16 global, mioclonias, millones. Se han 

el gen PRNP anos 
parálisis ligeras y/o identificado:': 50 familias 

esoasmódica aoitantes. 
Inicio: 28 al\os Cambios en el carácter; Hasta 1999, 38 casos nvECJ Infecciosa Duración: alrededor ansiedad, depresión, 

confirmados de 1 al\o ataxia v demencia tardia. 
Tabla 1. Enfermedades por pnones en el humano. 

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) fue la primera EETs descrita en 

humanos, por H.G Creutzfeld y A. Jacob en la década de los 20's (Richardson y 

Masters, 1995). En Ja ECJ la mayorla de los casos aparecen esporádicamente y afecta 

a una persona por un millón, presentándose alrededor de los 70 años de edad 

(Welssmann, 1999). En un 10 a 15% de los casos es hereditaria, con un patrón 



autosóm1co clominarlte reié'lelona~fo ¿c,n a'19Cna m~tación en 1~s codones: 200, 210, 178 

o a inserc.iones octapeptldicas con penetrancia variable (Pruslner, 1995; Balanza!, 

1998). En un ·porcentaje rriuy inferior '(tablé! 1) es latrogénica, transmitida por: 

transplante de córnea, irTiplantes de dura' madre o electrodos en eí cer~bro; utilización 

de 'instrumentos qul~brgi~os c6nt~ml~ád~: e inyecci~X de l~··~drn;6~a cl~I crecimiento 

obtenida a partir de glándula: hipofisiaria de hUníanos Infectados , (antes de qÚe se 
. ..~ . . -

-. ·-,~<·º "'~f' 

contará con la versión sintétiéa .de' la somatotropina) (Prusiner, ,1995; Bai~nzat,' 1998) .. 

\.;5~ ' 
',' 

En 1957, C.D; Gajdusek y V. Zigas reportaron la enfern;edad denomlna'da "Kuru" o 
-·· .. ' - -,. .-·"····r-'·"-·. '' : 

"muerte de la risa~ ~ri la t;ibu Foré de Papúa, Nueva G~ln~a (Gajd~~ek'y zi9as, 1957; 
""', . ·, .;. ;~< 

Prusiner, 19S5). La.palabra "Kuru" significa, en ellengu~j~ d~ esta tribu>iemblar o 

titiritar por fiebre'o frie. Los Foré la usaron pára des¿;iblr'Ía~~l~g~?.1el~~. d~~fi~ida por 

ataxia, que a menudo acababa en demencia: Los indivld~osi~fJi:fod6s adquirian el 
:.... ' . . - ---,o;.• - ':_,.-.;', • - '~·-; ·-. - :~ - . -· - - . 

1997). 

Insomnio Familiar #ita/ (!FF). Pa~ieni~~ 6o'l1 ci~hier{6'1a V d~Ó~r{8rai:ión bilateral del 

tálamo fueron reportados desde ~ 9~9;'~ero n;¡··;~e·~¡~oºna~(~· 1 ~ii~:~Üando E. Lugares!, 

R. Medori y •. P ..• Gamb~li. ac~ñafan;~¡.·.nb~o~r.·~e~e.~t~'enfe:rm~d'a~~(Pr~~in~r.· 1995;.· Belay, 

1999 ). Se tr~ta ~~ uni~ e#~r~~d~~··~~;~·cf~~iz~~~ ~~~r ti~std~~oi ~r~~/esivo~ d~I sueño, 

pérdida de i~~epe~d~~ci~ ;l.J~6Ío~:;, t;astorllo::lndócri~()~ y m~i~res; que d~sembocan 
en la muerte tras ~n ~r~I~~~ ri;'~aió d~;1; ~eses. ~¿ e~aci media de 'comiÉmzo es de 48 

años; La,mayorlá deios:cas~s"són familiares Tse--ásocian"amuiaciones del PRNP,.en 

~I codon 178 (D178N), con lo que se inter~~mbi~ áéido aspártico por asparagina 
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- -- - - -

(Balanza!, 1998). Aunque son raros los casos esporádicos estos se asocian al 

polimorfismo del codón. 129 del PRNP (Golfarb y cols., 1992). 

. . . . . . : . . ' . 

Angiopatfa Amiloide Cerebral por Priones (AAC-PrP). La angiopatia .amiloide 

cerebral por ~rion~s ;s el nombre otorgado a un nuevo fenbtipo ele la enfer~edad de 
'" : . . ~ ". . . . - . • . ¡.·. . : . . 

GSS, caracteri~~dd p6r demencia.·Se asocia a un~ mutación en el PRNP en ei codón 
·:,.,_-:'·-~./ <"~:·f,_ .,. 

145: (TAT -4 TAG; Y~stop), la cual resulta en un cambio de una tirosina ~ar ·un codón 
. . . ;·-'i· ·::· ·.···!:- .. ''..,. , .. _-,. ,. 

de paro provocando terminación prematura de la P~Pº, Se cÍi~ti~gJe de ÓÍr~s EPR~ p6r 
. ' . ' .: .. ·: ,\•' . '~-

presentar · hlstopatológlcamente <abundantes.··· l~s1'ohe~ ll~~r6Íi.briiareii:>que •están 

compuestas por la protelna tau fosforilada, similares a la~ obserJ~cias en la e~f~rmedad 

de Alzheimer (Kitamoto 1993; GueUI y. cÓls., {~96~; Gu~~{~ c~is:, 1996b; Balanza!, 

1998): 

La nueva variante de la enfecm.ed~d d~ Creutzfeldt ~ J~kob (nv§.CJ) fue repcirtada 

por primera vez en 1996, cuando exp¡¡rtos del gobierno de Gran Bretaña anunciaban; 

basados en estudios de 10 casos C:ori N~ECJ; ql.Jeºlli';:;gll'llíécausal delaEnééraiópatla 
-~··. - ·--;_..;-:",- .--,;:;,_-;..- ·' r -:!'--;'.· • • "-'-~-:-'- -:,'----';-:.- ...:..-· 

Espongiforme Bovina (EEB) "enfermedad de'lás'vacas locas~ se'iiabla extendidoa los 
: ·\:'-;.:: ... ,_ .''.·"· -~,.::':> -·<~·-:.-. ., ~-··.·' . ; , .. ' i"!~'- ·'~·.-

humanos (Aguzzi y cols.,,1997). H~sta febrer6\:le 1999 se hablan presentado un total 
_ -: _ ~--:.~:.~·- :::':{/.~. -~¡;:.~:::;.~·::;1I~i- _:,:~<: ·-~";., .. : .. _ :: ::: :,_ :·_, .... -.... :.'. --~:::~::~(-.rf_!~f~_{._ .. . · ._ .- .}: <. . 

de 38 casos confirmados'en Gran Br.etaña y un. caso eón perfil i:liríicopatológicó similar 
·{«_,.;:---. ://"'.'.: ·t.;~~;~-"~;;;.).:_:"·:,_'.;;.:~-: __ -;~:,,~·::.~ ... :y(:_-.·;;:~\'::·:_~\'._',:«-?·.·:;-_:·.·,~:,:{:'('./::::-__ .;;?_¡:·::.'','.~;~·:,: .. :::;;_..:_- _'-~-· 

en Francia (Chazo! y cols:,• 1996). La nvECJ se presenta en.edades ·precoces;· con una 

poco frecuentes, éómo: hiper¡:iáua; caºmbios del carácter.y' ataxia. Lá demencia es un 
' ... . ' ,_, __ '> .. -;>·:' ):'-.: . 

hecho constante; pero tardlo (Balarízal,;1998): 
----- ','.;;' _.1· _· 

El slndromede GeLtmann-;tr§ussler~Scheinker (GSS) fue descrito por primera 

vez en 1936 por J.Gerstamnn,'E. s.trE!ussler y l. Scheinker (Richardson y Master, 1995), 



tiene una· iriciden~iaCJe 2casos poi" 100 millones: Aparee~ entre la'.4ª { 6ª décadas C!e"la 

vida y el promédio de vida es de.6 año~; ca~ una duración enÍie 1 y Ú3 años (Picea/do y. 

cols., 1995; Bal~n~at,, 1998; Furuk~\Ya y cols., 19S8): Todos ;los casos ~o~' hereditarios, 

como consecúenda d~una,mutaclón puntual e~el ~~~~;con c~;é~t~r a~tbs6~1co; Las 
·<: ~ ,. __ ;,"'» "~·.:.'.;- :"( ·:: 

mutaciones en dicho gen (tab/a2) sei'presentan enÍciscodl!;~95: 1,92, 105/117, 145, 

198 y 217 (Plccar~o y cols;/19S5; ~~la.nzat,'19~~}. ~:·'. :.'. ·~· .,<'.. 
' La rnutaéión má{comÍJnmente'o~serV'8.~<L~.~l¡(de)'~§cí611f62fücG ¿ CTG}, que 

< ··: • •;,y \ ,.-'.f:: ·:.· '':''~7 '>,, A ,,- ••''\:•,"-• 

resulta enuna substitüciónde, leuci~a porpF01i~a'(Pfo2L{Al~una~,rci~nÍas,se 8,soclan a 

mutaciones del . ri()aó~~14;, ~, l~~~;~lo~~~. 6~i~~~ptid1~~~; ~Fz;:~~~~a' ~ c~ls., • 1998). La 
, ·.·· .. '.:. .. t- _,--,: . _ -~.'. :y~''.:·:\··:·.: 'e- -j:-- : 

enfermedad de. : c3ss '. puede ~xhÜ::lir ; ~¡, ' amplio rango ; de i•'manifest~éiones cllnicas, 
.· . _._. .. :' __ .. ...,_ -:-_:;:;=".:: --: ;-[,o_.,·.·:;·.~_:,:- -~;;:'.· ·.v:: .. ?· .. :;·>~·: _:,i"·:~·.: 2,:~1 .. :·~>:~~ .. ,: . .-.· -<·:·-~- ·'., .... 

incluyendo: ataxia:. parálisis·. ugeras.:y. espa'smó'étiCcis. (párapáresis espástlca), parálisis 
. •'',;:,._ .- ~- " " --; -; -·:· ,_ ;'.').:: 

agitante (parkinsorÍismo) y demencia (F~~ukciwc{ y cols., 1 g98)l. 

Mutación 
CCG__. CTG 
CCA__. CTA 
GCG__. GTG 
TIC_. TCC 
CGG__. CAG 

Sustitución 
p__. L 
p__. L 
A_. V 
F__. S 
a_. R 

. Tabla 2. Mutaciones en el gen PRNP, que provocan la enfermedad de GSS 

1.2 .- EPRs en animales 

En los a~lmales, los priones causan las Encefalopatías Espongiformes del ganado 

bovino (EEB)\.·e.nfermedad de las vacas loca~· •. de ganado ovino, cabras, felinos 

silvestres y dÓriíésÜcos,' e incluso de u'ngulados: como el venado y el ante (Prusiner, 

1995; Belay; 1999; .Gabus y:c~ls:; 2~ºl(La'forma más común de este tipo de 

enfermedades es el "scrapi!l-' o'prurito l~níbar/qu~ se presenta en las ovejas y cabras. 
-'----.' -~,- :oo.;'.::'-~-c'.-,,>. ~ · '=:e-,':::~·, -.. ~ ';< -;;~~--'";-t--'i-':__- :.¿,;o:o~ __ -::,~.:;,- _ .. ":.;-e;- --::-~-:.c-S- - ,:;- : --.---':.o-: ,- - ---'~ · ·: --·-_.;_--_-_ - -,-_--. ·--'-- · 

El animal enfermó pierde la coordinación.motriz, hasta el punto de no poder mantenerse 
. . 

en pie. Se torna irritable . y en .algunds casos sufre un prurito intenso que le lleva a 

arrancarse la lana (Pruslner, 1995). 
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en pie. Se torna irritable y en algunos casos sufre un prurito intenso que le lleva a 

arrancarse la lana (Prusiner, 1995). 
. . . ' 

La EPRs del ganado bovino, conocida a menudo con el riombre de la "enfermedad 

de las vacas locas", era conocida desde el siglo XVIII, per~ en 1986 se presentó como 

epidemia en la Gran Bretaña (Prusiner, 1995):se ha propuesto qúe la ~enfermedad de 
' .. ,, ····-:' ·1·, .·,··--,, -· 

las vacas locas" fue causada debidC> a Ía illgesta/ pór el gánadCl
0

, de ~rÍ suplemento 
·" ... ' '-<" ",_· . ' ' . . 

alimenticio preparado a partir de r~~l()i;i~e C:~rn~ y llilesd~ de 'C>~ejas, vacas, cerdos y 
;- .. · ··,-:, ,- ·;:: :: -. -,,·;~o·i.·. ~~·,;);·'. 1-- .,i· ~- '. :·:... ~- • ·; .;; · · - : · ·- ·." ·· ··. , 

pollos que presumiblement~ cÓ~ten(i ~¡ 'agerite infei:d()5() (Bn:Íw~. 2001 ). 

Con la llegada d~ g;~s~~~"sintéllc;¡s(estcis desechos animales dejaron de ser 
'.:·: ·: ; . . ,, . ; •. ~ 

utilizados ·comC> .fue'nte de'.gra~as :Útiles y;se.· dejó de• aplicar el. tratamie.nto .Para la 
" . ; . :"' -~- ' \' . 

extracción. de gras~s. ci';;;,~~ '105 ~estbs ~rilniélies e'ran ~óni'eti;Íos a~oiventes orgánicos 

y a vapores de alta·¿ te~pe~~tu~as, irata~ientos qJépresu~ibleriiellte desnaturalizaban 
"·' ·.'.,' :;--·· 

la PrP50
• Eri 1986 se dejó de utÍIÍzá?~is~·plein~nioalirn~~ifC:¡(),~~;;fl~ ~ita propófción de 

._:. - -'\ ::- .... ;_> ;:_- '.ce,.\'. · ->-}:,-,..:.:- -'.;:-~''.'. '. -~_:··:~::- -::;'.;:-::·--. . '.t·<'. ;!·::·;,,-~~--~~-(·;-' .:-;-: _:.::.:.;. - ~'¡;¡:::; _ '. ~-;):.~: -- -<: ~,. -;~_- ·-, -, ·:-:: 
lfpidos que con ten fa, i á'ún sin" sÓspeC:has''t:Je .'qué 'fungiera,;· como ~meC:ánismo i de 

·- -·. - - • ."; .~· -ó_7.c -.= ,-,--,,, o'C .C ·-_. "°'º 

transmisión de la EEB. AcÍualrri~~t~/sé piensa que está fue la cau'sa éié la propagación 
,-·1::;- <.-. '·" 

de la protefna prion infeécicísa (Brown, 2001):. La epidemia desápareC:ió élébfdo a las 
./-~;_·· .. -.. - ;,'·-'"·-·· : ·-·-. _.-."':-,'"· ~-"""-·,,_~- "• ______ .;_, :~-. 

modificaciones a. la legislación Inglesa y luego' EuropeaJprÓinUigada en':1988, para 
. ,;_ .. " _:.~·. ·-~·- ."· .;·<··_,·-·.-: ', -:.~. '"'., ~.·_._. e',.:.' -.·.-,.·: .. < ~--:·;· .. ,.' ,--:'·., .;,!'..:, »·_ .· 

controlar. los alimentos su~i~lstrad()~ al ''ga~ado' qu~ pr~hibiÓ ~I Uso de. cl~rivados de 
'· :>· '-<'"' ·:':;: ~-:·. '.., :.• •• ::.- "-

animales en los. suplemenl()~. aÚme~tid.os d~i.g~~ad()' (Prüsi~~r.,1995; ''.s~own~' 2001 ). 
-;i·-· _.,---_.- -.··> 

Las leyes para evitar Ía propagaCión cle:la e,nférmedad a los humanos~'porJa ingestión 
·;. __ ._ . .._';-· .. : ,_.· :. . -::~; .\._ ·'~\-

de carne . proveniente .• de•. ganado enfermo,· se; esiátiiec:Íeron ., por précalJcióri'> sin la 

certeza que la enf~i~edacl por 'prioríe~ d~I g~nacl~, se pudÍ~ra transmitir al sér humano 
• ., -· •• ; "' :. •• - •• ' ' .. ·'-: < • ., ' • < . ., ' ., . - .-·~ :'. • . • - '. . •. - -

•· .. ,e, 

(Brown, 2091¡. . . .. ''"' ''•' ,; .. 

Las. evidencia~' de.1¡¡ fr~ns'.füisi~n d¡;·1~f enfe[m~~~clefi pol'priorie~ e~tre distintas . 

especies se restri~gen a la ino~ulai:iÓn1 clire~ta, en~I érícéfalo, de los extractos de 

cerebro de ganado con EEB. Mediante est~ ~étodo la enf~rmedad ha sido transmftlda a 

9 



ratones, ovejas, vacas, cerdo-s~ mlnks: macacos (Brown; 2001) y -al simio (Baker y 

Ridley, 1996). Sin embargo, la evidencia epidemiológica basada en la distribución 

geográfica de ambos padeé:imi~ntos lndicaÜna posible rela_ción entre el agente de las 

EEB y el de la nvECJ (Bruce y cols.; 1997). 

2.- Neuropatolo~i~ Je 1~i~PRs •---. . " ... -,_ ~·"· .:-, - . \' -·, " . .. . ., . ., " 

De r1lanera'. gen~i~1;-_¡~s;ca~a~terl~Ucas rieuropatológicas que distinguen a las 

EPRs son: forma71.Cín'él'é d~pósitps de PrP5F en forma de placas, cambio espongiforme, 

astr6gliosis, pérdida ~e~r~naf'-'y cau~énciél - de._ reac~lón •Inflamatoria_ o respuesta 
•-· • T ~ _, ,• °'' O C •• 0 ,• • • • • , o•• • ••• --. •• • 

inmunológié:á (Benheim y: co1s:;h 985; Belayt.19S9); La -presencia y magnitud de estas 
·. -·-,·?. >: __ -. :·:~.\(.:\·::"\ ... :(:X-.~:.-:.~·;;/.::··:::·.~>··'. x::( ;:.:.:_:-_: .· ·\'.·::.'.·:~;::_'{ ::~~'>J;\:::~:·_.· ---~: \.· -_:>:';r : -\:-'-~ -·: __ , 

caracterlstlcas varia en cada tipo de EPRs y en cada caso (Bendh-elm y cols., 1985). 
. . .. , ... ~:::~ -2:;..'": ·;,:'"~_:_ ,.- . - .· -- . «··· .. ·., .. _, . -·· . _,,_ . ' .. 

Las placas arfiiloides son :;fel ; resulÍado<<· clE( 1~\i acum
1
ulaclÓn ide •la PrP5º, 

·/·. ····-.' ·.·:--~.-/ ":-._.,- ;~~\·'.i{J.~·;;';::::· >--_.:, ,_.,_ ,,,.,;.·- ~--:,.:-"_,:~".;_¡·.···<~'·=· "--~ .. . 

principalmente . del ; _ fragm~'rito' ,~e ;Ú-3Ó' KDa; 'aunque - no_. es \él ' único;~ componente 
: ...... • -· .. -"··-: ;,-'.:_;--': ."~';;:,:7< ~,~·:-;":--· _, ..:.V ··-··."'_~--~':;,--- :...·•;:-;__:;_,_, .. ~e- ·";"'. ;':: 

;~;":~~:Z~i;~!~~4~~~~~~7f f ~t: ~~~;;t:~.i~~·y~c~,~· ª" '' 
El. cambio espongiforme ·está :'caracte~iiadb pofla apari'Cióh':éJe'·~acÚolasfinas de 

-=- ; • ••• - _'.~ ---~:. ;,;. ,, __ :_ ,7,"'.:-};:.~; '?;_~":.'.º ~~°';.~~~':~~;· '-\f~/ .-o.c ;.•5_ct_:. _' ,,J¡F'_ . . i~"c.-'. >.-: .•:;:...:,,..:, ""'2':' ,:-;. __ . ·'.~· ;.:,'. -=-- ;;~,~'- ~-~·, :;,"'-~, _ ,___:.__¡,'.::"o-.¡-~_ ·. _ · · '. 

20-200 µm de.diámetro, e{é1 rie~rÓpilof'qu~ i pueden apa~eC:er ei{C:ualc¡~iér cápa de Ja 
··,'.<f" .·::t ·,;·-: ~:;;;,,"" "·~· -~-'.-~ ¡-· <"·:' 

corteza cerebral: Pueden_ ll~gara CClnft'Jir;'r~~Ültandd:~n í~'for,'.riacÍÓn d~ ~~~ÍJolas largas 
.,.. '.·;:.. -"~ <r·\.;,'.'' .;~/': :. . . <~f;1,~;L_ .. ;>.~;:::.: :,_;;;, :.;·> 

y múltiples que diíña~ ~;substancialmente Ja\ cito~rquiiei::tura '~ortiC:ili' (Masters y 

Richardso~, 1;78):·:~ ,'~. ·:,. , ',(i': · , 
La astrogliosii_.es'elfaCtor, más éonstante/aÚnque inespeclfico (se'. comparte en 

todas las étemen~Ías} ~~~;~d~s' p~~ pr~ce~~s neurcideg~neratiJos ). En las' regiones 
• ' . ' . ·.• 'h- "· " ,' .. ',. . ' ...... · 

- ,_,¡ 

afectadas se'obsé:V~~ nu;;,ero~os _ astrocitos reactivos, formando un denso plexo de 
:-~·--

prolongaclones-llenás"'de filame~tos gliales. En algunos casos este signo,'junto con la 

pérdida neuronal, pueden· _ser los- únicos datos patológicos observables (Balanza!, 
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1998). También- se· ha identificado la preseri,cia ~de~célLJias micr~gllales en estrecha -

cercan la con las piabas de fibras de la PrP50 (BárcikCiw~ká y>~Cils., 1993); 
;.-_ •• .. •.-' ·¡ •'-' ••' '• H - ' 

Múerte. neuronal. Aún ~'e cl;;~conoéJ_ 1a ·rela~ión que 'exi~te ~~tre la presencia de 

PrP50 y la . muerte; neur~~~l.'.Si<l:Íien 'se iha2~~serv~~b. en. cuÍtÍv~s celulares,' que la 
... ,,-, ~ .... ,:.·-,:~.--·.c·.c--.:-~: ··'·\,~ ·-·--=.· --~';..;,,···o;.--';:·r··-- ---- .;_ 

conversióri-'de PrPº en ·prP~~ 'se produce'~n '.el interior de las• neu~Cinas; acumulándose 
·._-;· -:~ ·, .-; .·_ <_:L.; -(f ... ·>:<<.· __ ;_~·;{;~ -iX~'.::;_:. ~i~ifí-~. ;-f~;t~;.:--~~:?i>--·_ ;"~-~> :·;·>~:t· ''.~-~..:~~)- ~~?~;- _;J;~~(~.- .. -~- -'"¡;_ :·· 

en los lisosomas; ·no se ha;demostrado.sresta acumulación es la causa de la.muerte 
,;·,_ :._:.~::,> :~/:}·· --~//~~ -;p:;:ú- :~}:E:_':~1,!~0.:'.>-;t~~~'._:,~-r~}~;-- .. ::::_-~~/ .. -.-:.:_r~:/: ·:,:yf ---:>r:-< :~i?<:;:~:¿~I::· :~,--'>- . ~\ · _,.-. 

neuronal (Prusln~r, 1995)'. Una propu~staes• que la tox.icidad de laPrP~ sebas~ en las 

modificaci~nes··q~e:ést~·:~J~É~~I~~~~f 1a~;~~1;~ie~;~~f di;1:a ,~~~:g;~~~,• p¡;~mática de . , 

las neuronas y -~i1~1~~: Ó11~i'~;; ¡:Apoyando' esta tteorla •s'é .• h~-.·. ~~cbrit~~clo que 

particu1arment~··~1-:f+g~~°:~~w;:\1~~~~:·;F~~%~2ci~f E~;d~)~~~l1~!~~á~~?s .1 o~ ,ª _ 126, .· 

tiene lá posibilidad de insertarse :en la niembraria'. plasrm'.Íticai:°obseriándose in .vitró el 
•• • • - ,• ' - ·y;;,~:·-',]\?:,:,: ;.;:•;;\-; : ,,._, :>.{:t(~ '. )' v•• :-. ~,\:;~~-:·." ·~·,;:: '.<;;,:;{;:~ '~ '• ' ~-:-~•' ~',;' '' ''> • ' • 

incremento de su visc~sÍdád (Sa1in6na y coi~;, 1997):~ lo"qUe puede estar relai:ionado 
. . • '<" • -; ., -" .1· .. -'" -'" .- • . , ,,. •. _, • e ~-- " - '•' ... ' , , ', . • ' 

' ·. :··· __ ,. >>~~----~·:-y.-.··.·>_;i._--_.i.:,_".·.·";;•.·,. -;-:_,_·: ~;,·-·->···~--(:':.<<:;-.. ::-.... -~~:?·''~<"··:·._:<~ ·:.: 1:.::<; ;~;{'' .-
con disfunciones en la acUvida,d: de<receptores: o' canales iónicos · (Diomede ·y cols., 

19g6). Tambié~ ~eh~ pr~~u1:~tb~u~,I~ ~t~~~~d~'las,~eu'i~nas se debe a la pérdida de 
__ ,["__'._ ~-:~.¡:~.;:: _~ -.,-~'=;-,,_ .•. -:._;::_. ~---- o._•;-.;" 

la función de la P,rPº,cPrusi.~eí; \~as): · 

3.- NeuropatÓlogia del si~
0

d_ro1~\~de GS~. - · 

En la enfe'rm~d~d,d~·Gs~ ~~ pie~~rit~~ placas multicéntricas que difieren de las 

placas· pequeñas y.• U~~~nl~iciis''. del ·~Kuru",_(Ghetti y cols., ._ 1995); _lo q~e implica ~n. 
general esfruciúras ;n~~~~i;~~as;: Los depósitos de la PrP5 "c prese~ian especial afinidad 

··- ·- <;,_·_¡ <'-· <".'·.~;·:\-'.~-'..º'' -'~;._;,, '--·--- . - ·- - ''<_' _,. ._, __ , ..• ·:;~~- ·- ----··-

tintorial cenfraf 81 rci¡ti congo,· rOío s1rius y a ótros ccí1cirantes i:íara_ ámiloides (Gulré:iy y 

cols, 1999). En el ·¿lndrome de ~(3§\asº~~pósitos sé' pr~~~ntan en g;a~ ~úm~~6 en' el 

cerebelo, · principalmenie. e-~-·1ai.~ap'~~ 1 ~~1:·e:u1aí- y· gr~n~la~. y ~6~~i~nalmenie en. la-_. 
;·,· '·~::_'.'-:' ·-:>->.·- -:.> ' ,:~: ·- .·_.,>> ."~'.,,,..: 

susiancia· .. blanca.csin · e'inbarg'éi;"· iamblén-~se' ob'servari; depósitos ;eñ 1os llémisferios 
' • ·.' - • • ' ·~ '::.- - • ~- • • • ' •• o ' - • • ' .. • ' ••• 

cerebrales, in~olucraricío á la córt~za cerebral, a los ganglios basales, al tálamo y al 

hipotálamo (Brow~ y c~ls.; ; gg¡). -El ,cambi~' es~6ngiforme ~dur;~ en diverso~ gra~os, 
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en Jácapa niolec.ºJar'·a.el éereoeloncf s~)lresenta; peró·en·algü~os casos ele GSS se .ha . 

descrito. en Ja corteza cerebral', gangliÓ basal y tálamo. En GSS existe Í.ina Ínteresante 

relación entre Ja pre~~·nci~ cl~J ~a¡·bic{espÓngifor~~ y ~ll trans~lsi•gilidad. E~ aquello~ 
·:i' :· ,; ··--· •.-., "·' .·.·.· ·---· .··.·. : .. :. 

casos donde se .observa p§co ~J10' ~ambio espongiforme existe la dificultad o 

Imposibilidad de Úansrii'mi J.a ~nferm.eda'd a· animales (Brown y cols., 1994 J. 
:, .º ·:·.<,' ·--·. -~~· ... ~ :\< 

4.- Trans~;1·i16~{.~ei'~~ :~~Ri 
~ -, ., 

El argumento éiiúnayor peso contra Ja posibilidad de. que la, ésa se pudiera 
' :·>;-;' ·}·,.: ' • 

transmitir a los .h~~:~nos se sustenta en Ja dificu,ltad de transmitir las EPRsfontre 

distintas' espei::i~s.··¡e;nófl-i~no conocido 'como ·~¡mera illt~~:~speC:ie",• descritl'l'. por 
.·. . ·":.:,- ·.,.,', .>· .. '·-·- -·-·.:,.:::<-:_:-_._.,_· ,·«·;· .-. 

Pattinson en Jos 70's,·cuando observó Ja dificultad de t~~~s'.:r,ilir~lsc!a'pi~de ,las p~ejas 
a rat~nes de laboratorio (Prusiner, 1995kPru~Jnef;cy:.R. Scóit é:Íearon' ra'tones 

-- ' : ~'; ~' - ·- . . .. . 

transgénlcos que expresaban el gen PrPº (PRNP) del héin~t~Í~lrlo, ~s d~dr~ que estcis 

ratones produclan la protelna PrPº cie Ííémster •. EI gen.murlno difiere. cleJ.gen del 

hámster en 16 codones de Jos 253 que coriroi~ari -a~l~-pro~~~na.t:p~·t1e~~~~~~te, en ~n 
' ·.- :,;;.:: ·"··,. 

experimento se Inoculó un extracto de cei~bro 'cíe hém~ter do~ Prp~º. la'~to •a rato~es 

normales como a.los transgénli:os, observándose q¿eÚ e~;~r~'~dadno ~ei~~n~~itó a 

Jos ratones normales,. mientras qu~ Jo~rá:;;;nes,transgénic~'='el:~rmélro'ri antes de dos 
- : ;·{ "\'.'.: "' :-~. -

meses. Con Ja inserción ele gélles,de hériister:en el ratón s~ logró franquear'JiÍ barrera 

lnter-especie, de este· modo.' se ádvl~¿ ~lJ~·~staba~~~rél;reside e'n.·l~secuenCia'.de 
aminoacidos de Ja protelna priÓ~ (~~u·s-lner;f 9s:i); cl'ln,;b,~s~-~n,~stb~:r¿~~ltados y en Ja 

: ~ ,_-· ; • _.: '~-,, .- :_,. \ · . . :.~ ·:· ~;~ ·_ -:::;:··-- .-- e,~'.,;·;;··. •:,..-~:-/.:. :~;:'. '.'. :·.,· ·."' ·· .. \ :'. .. '-~:~;'.;. '. ;,-.-:' " _ _'--,_,f ': '_·; ·• -·\~.-; .; : -. . , -,~-

teorla "sólo protelna", se ha postulado'qúé'cuanto més se asemeje lasecúeiiC:ia de una 
- ' .. - · .... _; - . .- ' -. ··.- - ._·.;.·. : -.,.,,. '. - -_ - . -- ,'• ' - . . - . ' -, . - ,, ~- ~-' - .. . . 

molécula de PrP50 patológica a . Ía s~cué;';cia'de Ja:. PrPº. del. huésped, mejor seré Ja 
- .. . - , -··. . . ,. . . ; . ' . ~--. - . -. .. - -- . .- . . . 

Interacción entre ·Jas 'moJécÜJ~s ~· rriay~f'sefá Ja' prbbabiJÍdad de que el huésped .. 
adquiera Ja enfermedad priónic~ (P~usi~er, 199S). ·· 
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Para explicar la transmisibilidad del scrapie, surgieron distintas teoria, por años la 

mayoria de los investigadores atribuyeron la naturaleza del agente causal de este tipo 

de enfermedades a un virus. Sin embargo: el virus () particúias viricas nunca pudieron 

ser aisladas. A mediados de los eci·s Griffithy T. Alper propusieron que el ~gente c~usal 

de las EETs carecia de ácido~ nucl~ic~~ y que pC>cíii~ tratarse d~ unhro'teina (Al~er y· 

cols., 19B6; Cughe~. 1994), hlpótesis que fue r~tirlcada po/1~ p~~M~d~d ~_e resisténcia 

que exhibe la PrP~º. a; la radiación ultravioleta u)ionlzantes,'; ÍraÍafnie'ntos que 
' ·- ·- - ' - . , -, -. , - ,._, - - ;.~;i : .. - ' ' .. 

desnaturalizan ácidos nucleicos. Cuando los extract6s de'~e·r.eb~~ inf~~tacíb;con scrapie 
• - •• : '"." •• ·- 1 -.• '" ~-.:•:- . • :-.; >' . -: ;:,,- . . : ~· -

fueron tratados con este tipo de radiaciones,· 1os !)X tractos rl),tuvier~n ¡su capac¡dad 

infectante. De esto se dedujo que la entidad infeéCJ~~a' ~are~!~ ~r/\oN y ARN, 
resultando evidente que no se trataba de un vi.rus () de;'cuaiquier bt~otipo de agente 

infeccioso conocido (Prusiner, 1995). ·~···· > . .;. ' . 

En 1972, a través de inyecciones Íntra6er~br~les ~e· extr~c~o~ ~e._cerebros 
-.-.,- .. --

enfermos a animales sanos, Stanley B Pnisin'e'(reiacionó ECJ, el Kuru y el scrapie. En 
-- ,_ ·- .. _.;:,~-:.-»---· -.'c;;:-,--,·-;.c~.t•·· -~.,_._ ··::.··.-,.·:: __ - -"-,co{,c-_o';"'.:""-- - ·· -.~-o 

1982 Prusiner y sus coiaboradores'apllcaréin técnicas cÍésnáturálizantes de proteinás a 

extractos de ceretíro ,de hámster, ~~s:~~~~d6:~~r/~e{~abrsu·C:apaciJ~ci i~fecciosa, 
--- --~.;:-.;:.-~-·--"°e ·";'.----o.'·' -"•.,,'c. ;~_,.;.~""'-"'-

logrando determi~ar fq~~~· 1a '.nat~~aiez~ ''deU:agente :o infe.~ci&~o ;. el~ ¡0·~té é tipo . de · 

enfermedades era una pr~tei~~· (~~si~er, 1992;·~~u~i~er, 10atPrJ~·~~r,19~5). • ~or lo 

tanto, el agente infocC:\'os6'delprJrit~ ¡~~b~~ c§~ui~~ ci~·e~f~;;~cl~~~s ~fin~~) caree!~. 
,::".:>. ':;"-· '}i' ' 

de ácido nucleico.•~· e~tab~ ~·~o'ri1ut~ido' priri~lp~lménté; ·~iri6'; ;~~lu~i~~rrl~nt~, por 

proteinas. Asi, Pru~1ri~~·a~JñÓ ~¡¡;~;és~~U~~·dEl'~e'cí6;ei iér,;,in6;'de~;~rl~;;;, {F':P), par~ 
, .".>:~, '.'- : .. _.:.-·:.\ .... -- .:.: .. :~.'.~:'~.-~ . -:_.· ···-.-,'·'~:;;:'-.~-.;~·,_;_ ¡":-~_, '-,,_'/ 

distinguirlo de otros agentes patógenos ~~n()~id()s (~rusiner, 199~;1995); ;i ·.·., 

En 1984 Bruno o~~z~. d~~2~ír~\uela's'C:é1~\~1 d~·hé~st~~ ~~Aa~~n u~ gen que 

codificaba para la PrPº; casi ~aí' ~iimo'ti~~por B~uce\::tíe~ebo'ró~~siál:>iedó que. las .. 
' ;.:: :' . ;,. ) ~~->. 

células del ratón ·_ tanibién :·· a1b·~~Q~ba·n '-~-ste ·:gen;: Aislado: el PRN P, ·._se obseíVó que, la 

mayoria de las veces los ~ni~~I~~ ~Ue 'producen l~PrPc no. de~arroHanla enfermedad 
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(Oesch y ds .• · 19B5). Entonce¿; Prusiner supuso la existencia de una variante normal 

de la proteina prion patógena,' y Roland A. Barry identificó esta proteina sensible a 

proteasas (Meyer y cols., 1996); esto sugirió que la PrP causante del prurito lumbar era 
,' . '·'..- .,"'.. ·.·., .. 

una variante de la·. proteina ·normal: La·. proteina. normal fue denominada "PrP celular" 
... . ·-~ . . 

(PrPc) y la forn;a i~fecci~sá, resi~ten!e ~.la~ proÍ.easas, "PrP del prurito lumbar"= "PrP 

scrapie" (PrP•c).1ésta' Ú1Ílm~'éxJresiÓ~ de~igfi~ ~hora.ª las moléculas de protelna que 

consliluyenlospri;beef.~e t~~~ilas ;n~¡~~~~~ad.~s ••. sem.ejantes al pruritc) l~m~~r,'q0Úe 
se presentan en1~~·.8:n1~~1é~y ·~·~ ~1· ~~;;;~r~c~rZ·~¡ll~~>19~ki. 

En 1988, 
0

el equlp: de Prusinef con la ~~~d:;deJ.JJ8rowy J. OÜ ºést~blecieron la · 

vinculación ·genéti:a'.entre 1a'.s' rri'Z;;aci.ones·.~~··ia···~rP ,~·la··~llferrn~dad:~:· GSS'(Hsiáo y 

cols.. 198~). ·~ -e~ c:o1~.~ór~~iór¡j ~º~ .. ~.· ~s.i~~ • . ~:: ~~~Mif ~:x~~~-~;~~~d; ~f ru~iner 
demostró qu~ el scrapÍe sé. puede ;{ránsmitir/d~ a11;·males «ión'>~1 ~~n•friutacfo (por 

4, .. '·.~· ."·,~· .•.•. ---· .. -·\·,, ... - .. · -··•·.::.· ._.·,'' ····-·;. ,,·.-· ,- .. ~·--- .: .. ;.'·· _,., .,; ·. ·.-~ ••. ·-.. -··· 

inoculación intracerebr~Í) a ánirri~ie~ s~~ós ,· (Scott ;y col~.;· 19°93; Temri9 y col¿~; 1994 ). 
--";:~ -·--.--·--~--~- -~---~~ ,_ •. ,_!;····";""-·'-~ __ , "' -~--'..;;' -~ .. ~-- __ .,._ - ___ .,.-_ -- , ____ ;_, __ - .. ,,. .. - ·---

con esto,· Pruslne; afii;rió JJe la.· p~~teiña 66cimé:'~ci~·pc,'~ie1 ben rr;utado 0 ~ra . la única · 
,"--;..,- ~--;:-;é;•-_ - - -- .-~ _ .. -,"j.,º.": .-;-~·,,;:¡; - -:_,_,-,~: "-' -... :: .. : ~";-o;'.--.- -

responsable de.la tr~ñsmisÍó~ cÍ.;l~s EPRs (Piusi~kr, 1'99s): 

:-zr:=:~~~!i~{j:f ;~~ l,,,~,(~~,.~,,, .. 1 .. " ·~"· 2001, 

Se encuentra altamente cd«re~¡~á'a 1~!',Í:rgo de la eséala filogenética: Se presenta en 
· . ·· ... ·:~:/.-,:- ;f~x,·: .. :_;1:r--:; .·;:i~~(-:·J~~f~:~·-·:,~7,~f: __ , ;:¿,~-~:-~··}~1·:::. -'.· :j~~-~::'i_ -: :;:·:~/: :_'.·:~/::_)· ~;::~{--- ;:·/·'.· .. _. .. · .~:~::,. :_·.;:>, . ·_-,· 

los mamiferos, ~ves e i?cl~so···~~ .. reptiles, como'es •el caso de la tortuga· (Weissmann, 

1999; Brown, ;oo~'f ¡.:~~m;~~. ~¡;1e~~~~~}~~·~ai~~~ t~jlcl~1 c~~o'~¡ n~~;::íá~o. muscular 
· .. ~_;,.ce·c,•' '',-;; .:·~·:;f,; ·'<\: ";J;~;:•c-/'.:-·-··:'.~: ·«'.;<.{:<. '; 

y en el sistema lnmúnitario (Horiuchiy cóls./,1995). La 'expresión'de altos niveles de la 
·.>'>. • <:"';- .• , •· .• -·· -~,;.::, -.~:-:/.\._.~,:;~.. -.y_.',.:· 

' ·. ·.-· _-_-/ • '· ....... :-.f.,',·c·' :·.~ • .:.-:.-.>·.,'. r'-·'' ·- ,··.', .- ., "<· .: ¡-.'·.:' '· .. :-,_,._<-: -:--- . ··.: . ·:-"1 -. 

PrPC en las neuronas, especificamellte en las sinapsis (pre- y post~sinapsis), sugiere la 

· importan~ia d~•·1a··~~P~~l~ ~1:"~uiiio~#i~~¡~Ld1'Q~faJ;{~~~;h~~~·,i'.~(¡1~'.~·1'~~6; ~oriuchi 
y cols., 1995; Bro~n. 20,01 ): Si~ ~rnb~rgei, sJ fu~6ión ~ú~n6 h~ sido esclar~cidá (Gatius 

y cols., 2001 ). 
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Los análisis por resonanda=mágnétfoa nUclear (RMNfmJestran' qüe lá prótelna prion 

humana cuenta con un domini~ globular; q~e s~ extie~de<des~e elsesiduo12f hasta el 

228; este dominio contiene tresestr~¿tura~ CJ.~Mii~é.~;"l I~~ r~i;duds 1~~-154, 1;3-1S4 
1; .':,-

y 200-228. Además; existen dosdorninibs e~1éininas p~pleg~da que'.comprenden·1os 
. e' ,_ _,-_,,, .·,. J.-,.•· .-.,:·.,·., -··, .... _,- . -.· 

residuos 128-131 y. 161-164 :(FigUra 1) (Z~hn •y ~~iii:.· 2000);' De~tr;; d'ei don\lríiO glob51ar · 
.·<. ..'_··.· -'.•; ·. _.;~: .·:~ •'': .. •.·;··.:<:.··e<'.- -~ '•·' -.:J~J-'..>"<;i..' ·.·.''-J'·'' • • · '". 

existen tres zonas que present~n alto gr~do'de :irrégularÍcÍad' est;u~iG~il'i; I~ priml3ra; és 

una asa, en los residuo~. 167-17,1; ·~~ segun~a~ ~1''fiJ~14~}~:·~,é~~wd~}~~1¡·s~ e~tre, los' 

residuos 187-194 y la· terc~ra zon~e~'I~ t¿rc~;¡;¡· héiid~ ~~¡}~ i~s··~~~icld~~ 219-228. 
- .. . - . . - - . ·t;·: .- - ' -- • ,: - - -- .. ' - ·-·' . ..• ' ',.. .· - - ~,~ - ' 

(Figura 1) ·czhang. y c61~ .• )9g1) .• ·S~h~;'d~fii8st;~d6:1n'vitro'~u~·~·~st8s·(f~ml~i6s. son· 

capaces de carnbi~r· es~ontá·n~amente de conformación hacia estructuras de lámlna-13 

(Balanza! 1998); Uniendo dos estructuras u-hélice se presenta el único puente disulfuro 

de esta protelna (Brown, 2001 ). 

51 n H1 52 H2 H3 

11211 l'-16__,,.._-"'1!'1~194--'200·228 253 

Figura 1.- Modelo lineal de las reglones que conforman el 5egmenlo globular de PrPº de humano 
(23-252), Indicando la posición teórica de las estrucluras ex-hélice (H1, H2. y H3). láminas p-plegada (S1 y 
52) y las reglones de Irregularidad eslructural (flechas bidireccionales) (Llemann y Glockshuber, 1g9g¡. 

La PrPº presenta una región, cercana al extremo amino terminal (N-terminal), de 

repeticiones octapeptldicas rica en prolinas y glicinas; además, presenta una región 

hldrofóbica que es fácilmente escindida durante el catabolismo de la PrP\t'lLcual .se. 

lleva a cabo en el sistema endosómico-lisosómlco y genera divernos·'ir~~fue~tb~ d,e la . 

protelna (Figura 2). Uno de ellos es un fragmento de 27-30 KD~ (Bala~zat,199S; Br<lwn 

2001 ), que resulta' ser del mismo peso molecular que el fragmento resiste~te a 

proteasas y es el c6mponente mayoritario de los depósitos en ptaias ~e 1.i ¡:>rP50 (B~lton 
y cols., 1982; Pruslner, 1984). 
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1 

1 

. Despl.lés de =que~ la=PrPº. es='silltetizada en el REipostraducCionalménte . en· este 
. ' . ' ----·. - ., .. __ - - -_ . ,_- .. ·. 

mismo compartimiento, se elimina un s~~mento de 23 ~~in6é~1d~s ·~~ ~u carbo~il~ 
,-,·. -~ ,. :;:, . : ·, .. ·;·,~:-. -~-·-- . . -:(:·· _·'>\- ;·~·,._. <:-:' - /~,,. -· ,-·:\: .. :'<.-· 

terminal (C-terminal) (Stahl y coi~ .• 198l; SÍahly P~usinÉír, 1 S91) y .le .és adicionada una 

cadena de glyb~syl-phosphatidylino~ÍÍoi CGRI) ·• iiL~ 'f~n~i~~~ré b~~~; ancla• en la 
•-.:', . '-"'"'· . ~ ; .;· ; >:, - :.~... ..::- ' 

membrana plasmática: Coll esto expondrá' el resto del pÓlipéptido a la éara extracelÜiar 
- ·;[~ ' _, ·. ; '., :i . ' 

de la membr,ana:EI a~cla ~e.GPI ~stá~'bornpue~t,a de 1 'ó 2 2ad~rlas.olig~~acéridas, qúe . 

están estrecham~nt~.un!~~s· al ~:terr!ilna(C¡=i~~ra:2i\sro~n.··.·2001 ~· Wa1msley Y ... cols .• 

2001 ). Lá PrPº posee dos •siti~s< a~cesibl~~: paia gli~osilación en dos r~siduos de 

asparagina, po~.io ~ue está•p¡ot'eina puede;en~r u~a.<dos. o ninguna. cadena. de 

carbohidratos, figura 2 (Brown, 2001 ). 

Región Cadenas de N-

hidrofóbica glicanos 

.. ~ 253 

J 1111 lmll N N 1 1 

t t s __ s t Puente disulfuro 
Amino Repeticiones GPI 

terminal octapeptidicas 

,., 

Figura 2. Representación lineal de las reglones reconocidas en la PrP' (Brown, 2001) 
.,._ .- :/~. ._._ ::, .-:~i 

6. - Posible función de la PrPº co~,i~l!~ep~b~r ~fcu2•. 
Se ha observado que el cu2• ~súir;ui'~ la ~~do~it~bis ¿~· la PrPº desde '1a superficie 

celular, ·'de •... manerairáplda .e.lrreversiblef(~uaglio 'y':.cois., ;:wo1), lo ;que abre •. ia 

:::::·.:;~~r:h:~:.i~J;1·;1~~r~~~~i~:~~~E~r~:,;-1,?~. 
sinapsis· de ~é1~r~s ·~-~r~~t~~,-~:c~;P~~iÓ~:'.~'f~r~~ kor .lo que ;~~t:~ ~~1~1~~ !lJ~ ~és 

.· ' .'·, ¡<··· ···'..-·' :.¡·-~: .. '·"'·"·'' .-·- .. - ·,_·,.~_,:,.>(.··~:~· ,• .. · ::--:.·-·.,, ..... ··' ··-·· 

susceptibles al .estrés oxidati\IÓ (Brown,. 2001 ). Adem~~. otra e\lidencl~ reportada por . 

varios laboratorios, . es I~ afinidad que presenta ' el . cuú por . las . repeticiones 
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octap~ptlciicas en el N'~terrl1irl~lde la PrPºde- mamfferos.Ta·unión-del cu2··aesta-zona 

depende del pH, e i~du~e: un- cambio é:o~formacional en esta reglón de la molécula 

(Diomede y cols., 1996; Quaglia' ycols:,'2001 ) .. 

Tanto la PrPº conlo Í~ Pr~5°, son ~~difi~ad~s poi el mismo pRNP del hospedero, y 

aunque no han sido detectad~s dj¡~;~'.~~ij~ qlli~iÍ:a~ entre _ambas isoformas, ni en las 

uniones covalentes, . ambas 
1 i~'o{Jtm'~~-difier~~ h~tablemente en sus propiedades 

bioquimicas y fisiológicas (F'r~~irÍ~'{19~5; W-~i~smann, 1999; Zahn y cols., 2000). 
- ,· ·---··· ;·:;;<'r- · .. -·. ,, ... ," .. , 

• La PrPº se encá~nt~~-- ~~ l~'.-~erriti(~na pl~smática de las células (Bell e 

lronside, 1993).'Está ~o~~Ge~Ía.·~·~- i~~.,d~~~~u~Íu~a~u-h~Uc~. Y,tansólo un 3_~/o de 

láminas _P-plegada, _E,s.mb:~~~éri~a~· __ se'nsi~e,a-'la •. digesUÓn'.con .• proÍ~asas(s~luble· en 

..... "':';,:::;E¿f!l~~~::~:¿t~i:~rf:[,:~~~bit~.;f c:?Z;1z 2i; 
forma de. placas; en'!e; ~~dC:i~nd'~ ~;f 1oi:'.'v~~¿~::r~h~"~'.1ri~~s·~~~~-i~ fY;;~~i~e. 1~9;): 

·,,:,··· ~ '·•.,< .. ·,,. ·~-'.·. -~>:- jp,,, '-:.::-1~·. 

Posee un43%delárnlnas p~plegada y 30%dep?éttca'(Fl~ura'4) (pan;y · ~ols.;'1993; 
Liemann' y Glo~ksriÜber,:'. ;-1 ~99; ;ah~ /·\:~;~t i~6cii~:. ~~-; S' ~:~;lo~i; ~;¡g~~érfco 
insoluble,, parcialn1ente · resistente a, prot~as~s. ::i~s~l¿bl~ia ¡;ci~fir!l¿~~es.•izAd~més, 
presenta re~Íste~~ia a agentes desnaturaliza~ntis'd'r ~~¡'~~;!~'~;~:~j'~J~ ~ -~\i~~;;~;e·~~:nies 

' - ···~¡~ ,\~,'·. ._.:.'~"" J:;,c, • ',::¿••, .>" 

comunes como el alcohol e hipoclorito d~ ~6di6'ics~ÍI e''. lróilsid,e, 199~). Es 

desnaturalizado de manera irreversible p~r él~alis ~Pr~~in'~r. 1~82)'. IJ6r digestión con 
' ' . 

tripsina y proteinasa K y por exposición a feno¡'(Dieri~r y cols., 19S2). 
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- .'> .- > --~~< :-·_:;: ;-N • - -• • 

Se ha establecido que : el evento. fundamerí.tal en las . EETs es el cambio 

conformacional de ~rpc a PrP•c (Caughe~ y ~ayrii'orl, 1991; DebBurman y cols., 1997), 
- , . ' '. .,-~ ._. - - ,. ' ,•., . ' - - . \ 

por lo que, las investigaciones sobre las EETs se han centrado en la elucidación de este 
. - . ~':. 

fenómeno. Se preJ~rrie · que. ~n <la~ i~~;/om'anif~sta~i~ne~ · etiológÍí::~s; • el•. padecimiento 

inicia con ef cambio" conro~ni0i~~~HL s·;9u1~6 ·ci~· 'LJ~ ~~º¿~~º éde \:~ropagación 
autocatalltico (Gasset, 1 ~~6; ·~~i~,~~~rín,6'~~9): f,\!c9iu~~~ciÓ~ s~ men~Íonan . las 

distintas hipóteiispar~;~x~if d~/Z1cÍ~tii~(;~~ior~~~i'~riaí"cl~ l~"Pr~: 
- ~. ~ ;.: :: . ' ' .. _. ~"( - . 

Desestabiliz~bJó~de;a:P;~}irn1~~~~¡~;~:Sen~l~~Np>· 
•~e \; .. ,;~ •:, :, '-.e,. ·o ;: '.". ·,· • ·~ -: ,,-·.-; 

Muchas de las rriútáciones''en la PrPc"(,iJ~ervacÍas en elser'humano, provocan la 
..... , .. - , ,e::_.:,·,_~~ .. ~<'.f·-~ :~·,·'· ~:;:.· ·"· .. . 

sustitución . dé un ·~mirloácido'd~ntr~ d~f las':6Jaíro •¡i:.héiices. ()'en sús zonas vecinas 

(Prusiner, ••.1995; · · s~1~n'~at·,; 19~B). L~ ·. Insef~16ri de, ~ml~oé6ic!os~ ln~~rrectos ·.en esas 

posicione~-de~esi~~ili~~- l~~stiÜct~;~- ~=·~~;~-~~¡¡~~·~. ~:~:~t~~~o l~·~r6babilidád de 
---=-- - ''°' - ~'---'.;/ .. < ~~ -· - :-:·;·;---. ---=:.o-C.::·. - ,~ 

que la héliceafectada y su~ vecinas se plieguen de nuevo para adquirir la éonformación 
·.\. :·;· .. ('·!:·,,-_\.L>~.':::_-;·:· .-.·· .. · .~··.-·-· ·.-...... ,;_·,:, __ , -:~-:.. 

de lámina J3~plegada . (PrÚslner,.: 1995);
0

_sl~necEl_sidad :de; te!1er, contactos. 'con PrP•c 
- ,-, .-- -·'-';,;- - ------ ·- - -• ,.- ·o··- ·o .--o - ;""";! - '=-,,,·::·--:;;-,-:' - _ · 

exÓgena (NarWa y Harris; 1999kSin embargo, lo~daÍos i3xp~rimentaÍes y la posibilidad 
-, •• ·- '_., 1 - ', ••• -.-·.-.·· •• • ........ - •••• • '- - ·,· 

de que este Upo• de paci'~cl~i~ntos ·. ·~~.~' tran~l"l1iticlo ·~6r :l~n ~ari~dos .. mecanismos 

sugieren 'qu~ la de~esta,bili¡ai:ióri :provoc~cia'i po( las mút~ci~Íles' no 'es l el único 

mecanismo que puede bom:lucir' a I~ fcirma~ión de· ¡:;if>•c CZahri y 661s., 2000). (Liemann 

y Glockshuber, 1999). 

Interacciones moleculares entre la PrP: y la. F!rP'C. 

Estudios ~n a~im~les han sug~rid~ que el carlíbio' ~onfOrma"cional ele la PrP es el 
,, ,·. ·_,· < ' ' •• ' ;:·· 

resultado . de Interacciones directas entí'e las ¡,,oléculás 'él~ I~ PrPc y de la PrP~c 
. . 

(Pruslner y cols., 1981). Aunque la naturaleza ele esta Interacción es poco entendida, se 
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...... ~-- ·. - .- .... 

ha post~ladoque la ¡:>;p•0 ¿¡,.Ve como molde, d-irfgfendola íOrmaclónCle iiUevarnolécula 

de PrP•º.a partir de 1.a PrP.º del ho~pedero, parlo q~;~ se rnquiere la presencia de la PrPº 

en el hospedero p~ra que pueda ~~r esta~l~cida u~a infección: Esto lo demostró 

Prusiner en 1982, mediante I~ resiste~cia ~ la inf~cción por ~crapie de r~t~n~~ no.ck out 

para el PRNP (Tellin~ Y ba1i.; 1'~9~i ~~'iss·n1~n:;··1999; Cohen,1 ~~4 ii' E;ta hipótesis 
. . ,, .· - ' .'• •... '•' '· ;""' ,-. 

explicarla el mecanismo de transmisión infeccioso, e inclu~~ el .~sporádic'o, dado que el 

cambio conformacional aleatorio de una molécula de PrPº, o la inoculación de una 

pequeña cantidad de PrP50 (ver pag. siguiente) bastaria para iniciar el cambio 

conformacional de otras PrPº 

Figura 3. Modelos de las diferencias conformacionales entre la PrP' y la PrP". 

Existen dos modelos para explicar el cambio conformacional de la PrPº con base 

en la teorla de las interacciones moleculares entre PrPº y PrP•º: 

a) El "modelo de plegamiento" propone que la conversión requiere. que la PrPº se 

encuentre desenroll~da (desplegada) y que se vuelva<¡,; plega/por seg~ndá ocasión de 

manera .anormál, bajo la influencia de una molécula de PrP5°. Este proceso requiere 

franquear una barrerá energética muy grande (Gasset, 1996; Weissman, 1999). 

TESIS CON 
FALL~ DE ORIGEN 
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b)- El "modelo- de-nucleación''._~propon_e· que'-la-PrPc se encuentra en -equilibrio 

conformacional é:on respeÍ::t? á la_ PrP·~ (~ precursor.de ella). AÍJ~que la conformación 
·-., - .. < --- .-·' .-·: ... ,-_·-=--:.''· ',\' 

PrPC es favorécida fuerternent¡¡. la.• PrP~c s~lo se estabiliza cuandc:i encuentra otras 

moléculas de ,PrP•c. forniaÍldo'. lo~~.él~!~9a~;().s' (lo é¡1e ~se : asemejá .. ª1 'fenómeno de · 

nucleación de'. los .crisÍales; que' inicia con un cristal . "semilla''.);; Los 'agregados . de la. 
, -:-.·. 1·: : ... ·.;:,··.':-.:~~--:, .. :~.·:.·-:-··-"'"'·~--.>o,-:.'.-.,~.<-·.-·:··:.:\. ·:: 

PrP•c requier~n para su for~acÍéJn'~~ g~~n ~Úrnero d~ rnoiécuias'PrP~c, q~~ ~epueden 
•.·.,·,· ..••.•. : .. ;·_,¡\:,•-:::- ' :.:_:,•-·_. :::_.-. ·,:- <-- •. :: . . / _.·___ . 

formar espontáneamente, lc:i que hace a'esté'evento 'algo poco probable de oéürrir. Sin 
. - . -,-.::.~~::.. ·- _, - " - ;:'.-'" ·-, ·'.·;.;~:_· ;· __ ... -~:.':·/-· \_·.· r 

embargo, ya presente la molécuia(s) de nucléacióni la transformaciÓn de otras PrPc 
. ,,_ -- --- ' '!' - - -

puede ocurrir iápid~rn~;te (Cohim Y~oís:, 1994: Gasset,' 1996). 

Pro~esos postraducc~~nal~~ : .. 
Los procesos)ost;adúccionales son modificaciones: que sufrem la_s protelnas para 

adquirir su confo;rrlac'i~~-biológicamente ~~tiva. Lás alteracione~ en estos procesos 

podrlan _niodificar.lá cb~f~r~aciÓn cl~iaPrPc. Estudi~s reaÍizados ellest~ámblto han 
.. 

determinado c¡u'e -' fa > PrPc 'puede 

postraduccionales ~e acortamiento, que se o~serva ~~- Ía an~iopatla :~il~lcle pClr P:rP5~. 
. . - .' ,.. .·. ,.-.... _,., '"' ·-·- - .. 

Ademés, 'difere'ncias sutiles en el contenido_ de ~~gÍi~a~~~ ~'~t~~,!~~'~r~·~,} I~ 'f"rf'º se- -

han descrito recientemente, argumentando qJ~ : ~'~ I~ . ~-rP~~ el/ mecanismo 

postraduccional de glicosilación se encuentra'perturbaclo'(Ru8'~ ;6~15.;,1999). < · . ' '-· .',-. -- ' '' ::>··- .-_,, _,_ 

Estudios de -la expresión de la PrPc ha~:'sug~'riclo'qü~ ot;os.,~élcib're,s celulares 

pueden lnflueni:iar la patogénesis de las Ef>Rs;. o funcion~r c6;o ieg~l~dores de la 

enfermedad. Ninguno se ha establecido de manera concluyente (Basler Ycols.; 1986;. . . ..- .• ''; ,., ., . ·. -. . . ' . . 

Taraboulos y cols .. 1990;: K~~e~6'-y cols:, 1S97; DebBurm~n y col~ .. 1997): Sin 

embargo, la sospech~ '(i~ ~L~-1~ · ide~tidád de· ~ste factor sea protei~a Íía d~do como • 
. ; ::· - ·._ ;:, ~- <-·_.-· - -~-:::·:···'{.·::.·~- >'· - ':· . . -o. ' _:_-,._-:::."' ... 

resultado la cl~no~lnación'. ~· e~te factor molecular hipotético,. como la proielna ·x". 
mientras se iden~ifi~a·~~ ~~turale~~ (Welssman, 1999; Korth y cols., 2000). Dentro de 
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los grupos moleculares, el de las chaperonas moleculares e-5,~el que con mayor 

frecuencia ha sido relacionado con el establecimientá. de la alteración ·conformacional 
.. . ·.. -

de la PrP, debido a las importantes funciones qu'e d~~em-peñan este ;tipo de protelnas 
,'."-;'.;."·;<.>._>::>. ·,,/ ,,.· . .-::":.:::-. ' 

en la conformación, estabilidad y resistencia a degradación de las protelnas a las que 

se encuentran asociadas (DebBÜrman y cbis.~'1~~7). / 
,, ' " . ,.,,,· ···'"'' 

En la década de los 80's, Ellis y C:ci(~; establecieron la definición del término 

"chaperona molecular'', corno' un¡f'pr~;~l~~ qJ<gedia el plegamiento de otros 
' • .- ! '. •• ~·e :-· '.·.:'~;o _: .. - .. ,:., ... ·; o!>;;;'. 

polipéptidos y, en ~lgunos _i:iís~s él_~ns~!'nblei e~· estructuras oligoméricas, aunque la 

chaperona no'• e~ t~ dom~~n~~t~ fi~aljde ~ichas estructuras (Ellis y Hemmings~n. 
~:T: .,J;_F'·.: '"--·" . _ _,_ -

1989). El tér_mino chap~~Ón~m~~-~cÜla): fue utiliza.do por primera vez por Laskey y cols., 

para describir!~ fun,~lón de!.~a 2~-~li~~lasmlna; una proteina acidica nuclear r~querlda 

para el ensamblaje de los nucl~bso'mas~' a partir de ADN. e histonas en. _extractos de 
. ' -•• 1::::· ,.~. <'<:/-; - ;'/" -

huevos de Xenopus /aevis?La\nücleoplasmina promueve las;interacciorie's entré las_ -

histonas, • dis~inu9~~c1_~~-1~';i;e~~-1s;¿n· -0~f c[r_~e~WJic~- e~Í;e ··:_1~a:f _Y~:t~i~l~1z~r1do 1a'• 

formación de agregados' 1r1~~¡)6c'11iC:o5 é fns~1ub105 (Ems' y Hemrnlñ9sen, 1989). se ha 
. . - , "' ' ; .::;-:·~- . '. ;. . - .. , , '· .. -· . •-. ., , ,,. - . , ·• o;. - ,. . _, .. ,_ . '".t . . - ' 

comprobado in vitro qUe chaperonas molecuiares como (Gro EL) y Heat Shock' Protein 
,. ·- - ' . '····-· - ' . ' - •' - '' ·~~ (_ '• . . ' . 

104 (Hsp104) prornÚeveri la con\lersiÓn de la PrPº a Prp5e, 'y eri c~ntraste, moléculas 

como sacarosa, trehaiO.sá y dimetil sulfó~ido (DMSO) la Ínhiben (DébEÍurmany cols., 

19g7¡, 

9 .- Gllcósllación 

La glicosllación consiste en la 'adiÍ:Íón covaÍente deazúcares a" las proteinas y 

lipidos de manera enzimá.tica, donde los carbohidratos;perinan~cen como cadenas 

laterales. ·En·· parti~ular/ la~ prot~ln~s '9iic~siladas o gli~~~r~teill~s';,tie~~~ fu~ci~nes 
importantes en membranas, lisosomas y en el espacio extracelÚlar. En ccinfraste; pocas 

proteinas del citoso~se ~nc~entran gli~osll~das (Alberts y cols.,19~9). -

21 



Las glicoprotelnas contienen una o niás cadenas de~carbohidratos~ Éstascadenas 
._ .·· e·---- V 

están clasificadas de acuerdo c.on el aminoácido de la ¡:)'rotelna al que sé une el azúcar. 

SI la trasferencia del oligoscárido se. ha'ce al grupo amln~ tei~ina/~e ~n residuo de 

asparagina (N), a esta proteina se le denomina N:glicosiláda:;.Si ia uniÓrÍ se "realiza 
- -, - . -. -- ·- -.,·.-_---·!f':--.--;,--- . -

sobre el hidroxilo de.los residuos de serlna (Ser) o treonin'a''(ThrÍ se)la~a entonces 0-.. ,.. __ , -_,"• ·,·_ 

glicosilada (Beyer y cols., 1981; Alberts y cols., .1993); '. '('. .. · .. · ;; ( · 
.·_ '.\~\ ¡ i v. 

Mientras que la slntesis de ácidos nucleicos y protelna's se lleva a cabe) mediante 

copias de un molde, y a.través de una serie\eiietida:de'pas~~:id,~pÍifas y'utiíiza'ndo 

'la(s) mismas ~~zima(s), en la glicosilacÍón sé ;~qÜi~r~ d~Ú~a ~~~1m1;'ciir¡ie~t~ en cada 

paso~ de forma que cada producto de reacción es rec~~o6iao :~m~.~u~lrá;b· exdlJsivo 
:: .:,::. --' • .,, ·; ... t/ - , __ -~--~--; 

por 1a .siguiente. enzima ele 1a ser1.e. ¡.A.1bertsy é:~1s,;'19~3J.' l:as'enzi~a{implicad'as en 

•los procesos de glicosila~ión estén contr~ladas p~r ~s=~i~el de é~~resÍón genética. 
¡< ;-~~;'.' -_:"i,,<o ·: il 

· Alteraciones· en la regulación dé :'estas en~Ím~s puederi ca;;,bl~i lainaturaleza. de los 

c.arbohidratos presente~,-,~~ • la•· supeÍfic;:· c:~;IJI~~;· . ~br~ eJ~rn'i10:/6élulas· .•.• tumorales 
,.._,-- ·:--e~---- -~--'-·--''' -) ;:;_ -- -'-"-'·--" 

comienzan .a expresar _ér;··n,'uchas ocaslones,alíbsinÍveles de écldo'slálico en su 

superficie (Prieels y cols:~ 1981; O~~orn y ~.han,:2000): C 

Existen . secuencias .. particuiares<:que sirven' como 5'senales ·para la unión ·de 
. ·-~ . ': - ,,. •. _.' -- -.-.-.- :·----;' _',:--~--~ ::--.- -~;-- ,, .. _, __ ----~"-- º·" - -.--, __ - '· ·-

oligosacáridos ala asparfgilla: ¡\sn-X-Se~/~ A~n-X,.~Thr:(d~n~e;x. p~edr ser cualquier 

. aminoácido, excep;o" ~ro'1i~~):~ L~·· .• N:¿lic~;lÍa6í~r:\~~ ;~~alj~~d~:·e~ el R~. '.durante ·o 

después de la slntesis de la cad~~~ µ;6téica de manera cofr~dÚcclorí~I () postradJélonal 

(Walmsley y. cols., ~601"Hf~~'.· el .• RE ·~r u~~no'6'1ig~;~·éá:rld·d~. ~lmpl~~ (form~~os ·de .14 

residuos. como máx~íTloj:::·;al~~ c~~~:~-~~Zm ~¡~~g;a·~'n/r~ic~~c), m~n~sa (Man) y 

glucosa. (Glc). La·. transferencia 'd~ ; e~tos '.oll~bsa~árlcl~s . e~ );~ta'fi~ada . por las . ' . ... . "/.· - . __ ; '. -- ': . . ,-- ... ".·. .. . ' .· -·· 
··1··, 

glicosiltransférasas que se eriC:uéritran .. unidasá la mémbrana'del RE y que poseen el 
' ',"'. . . ·- : ; ' ~ . . - ·: -

sitio activo dirigido al lumen del mismo (Clausen. y. Benneth, 1996). La· N-glicosilación 
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-juegaUri pa-pél a·senC:ial enel plegamiento; estabilidad, transporte intracelular,· secreción·.----
- . . - - . . . . 

. y función, de las proteln~ic(Walm~Íey y cols:, 2001 ) . 

. · La reacción inicÍ~l.cl~ lab-~licosilación es la adibión de '~-Acetilg~laétosamina ·a . ~; ' -'. ' - '· . - -._ . . ·> . . "' . ¡-·: . ··• . • -- "'~ .. '· -.- --

• u~ 9rup6 hidroxí16 de 50;~ Thr d~ 1a é~dena polipepttdi¿á. M1p;6cies6 d~ o-91ic~silación 
' ·• .. -- . . ,., .,,- , .. - - -~-.-·.-' --. , ·-. -, ... ' - .· '· -· --- • .,,., ,. '·- -- -; "-- - ·.·ic-,- - ·=~- =e., 

: ~e ;~lcia e~_e1·aparáto'de'Golgi-:(Wang y éols.,:1992). LosrázÚcares c6inúnm'ente 
. .. . . - .. . ' -. . ~~ . - . . 

encontrados• en.las •• cadenas ()-gUcosil~das son: •-N-ac~tilg~11id~saTina\(GalNAc), 

.·--''gal~ct~sa (G~I),• áct~.~- si~llc~)sf,\{Y-fuc~~ª- (Fuc\,~ur-~~~~6ai~s~~-~ ~~géos•ª)~mbiécn 
•· .. han sido reportadas (D~tta_:'y Rao:; •• 1982)'.:~riállsls (por;Northern blciih sügieren la 
· :-_ .. · :·: ·: :·· - ·,::-_, : . ::'.~-~·', : -~~'.'..'. . -:·t.~;~:-:~-'.~'<'.·· <:t;~( .·: '.;{:~;;:-.. ·.::-~:-:~~~~-- _:-hL':< ... ~-~~U.r.; :_~~~-; <:(S~, · .. ?:J~~~--~./~f>~<á\'·: ·:·;:~:;~_- : "~~~:. ~:-. · 

·existencia de tod~ una familiade_ enzimas· ~~a~ern~gala,ctos~nli~otransferasas que .están 

presenies 'ele • a~u~~do 1\';t;~~.-b~1~1~f.'c~~~u~~~n '~~,B~;~~eiiX~~~6~{~~~~·. J~99ci) .. L'.~s 
._ ·:··>~,·, ... z-·,, ,,;1;~;:;~. ,-_., _,.·_, ··'.·>'." __ , ·.· ... "~: :;·.:,· ""·!·.·,t·· .• :;r".- •. 

· t:;::::1.; t:~~:1~j~~l~~:~~~~:~!:r~:~~~¡~~,:~ •. ~~f ;~::;2 
. __ rec~ptor, infectlvidadvlrica; fertili~ació~, r:gulactón del sistemainmu~itario y·durante la 

·.··diferenci~~Íó~ c~i,ul~r:. ~~:rr¡~{~n:.~~~~i¡~~~-·¡~~lbf/ 1~\d~~rad~ció~·-·~r~t~~lltica, asl .. como 
"-~. = " ~'- -,: ·-. . _,;_ ::_., - _,_..::_.""'-->~- ~. 4-" ._. ~:·· ~ - ' ¿~_;· 

. contribuir a la conforma~ió~ Y.estabilid¡Í_d de una prC>telna (Schachter, 1986) .. 

La PrPº posee'dos'si~ios proptéiós para cadenas de N-oligosacárÍdos, uno en .el 

. asa que une d~~ aifa-h~·lick; (Asp '1 aL lle Thr) (Endo y cols .• 1 S89) y ot~o eíl el C-
, .. _ . _::.~-- ." .. ,• . !t.y;:j ·-···- ... ·' ,._ ' - . -··. . '. , 

terminal (Asp 197 Phe •Thr)(Rudd ycols., 2001 )'. Los sitios'son ocupados en forma 
-:..·· :..:~ , .. ,_. .,__ .. ,,·:, ;;,/ 

variable, .. Y·, son c;;atr~ las gllcofo'rmá~ : de C1á ':; prC>íéÍna:'. que' ~oe~i~teri\. Una ' está 

·• doblemente giicósil:da, clos ~o~69ncéisi;'a'dás y unánd~11~Jsna~a ;(k~~~\.cols .• ·2000). 
• __ ,, , ' .e· .. 

•.Los N~oligosacáridos de la; PrPº esÍabi~cen. fciriTias de. cirtágonos con.carga negativa 

•· 'ruerte (Figura 4)} Estas e~fruc.turas c~bren.a la protetn~.: illlpidiendci; por efecto estérico, 

las interacciones i.ntramolec~la;e's o'.interniole~ul~r~s que i,nvolucren a los primeros 90 

amino ácidos (Rudd y cols., 2001 ). 
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pero resistentes a proteasas. Con este experimento se concluyó que la glicosilación 

Figura 4. Modelos de la PrP' anclada a la membrana plasmática mediante el GPI, con sus dos sitios para 
N-glicanos ocupados, por las cadenas que establecen formas ortagonales, y los posibles sitios para O- -

gllcosllacl6n (esléras) (Rudd y cols., 2001 ). 

- ~- - -- , -

sobre asparagina no es• esencial para la sintesis de. la PrPº resistente a prÓteasas -

(Taraboulos y- c~ls.,• 1 S~O; Wéllmsley y cols., 2001 ). SI las moléculas de PrP50 no 

gllcÓsiladas se·_~sociéln ~on;la infecÍividad en la enfermedades por priones aún no ha 

sido establecido (Tarabciúlos y cols., 1990). 
, ,, . -- ,',· ·' . ,_,. . ~ \ .. -, . ' - ' 

Aunqu~ e11 lo~ ~6~~ícis de la P~Pº aparece un número Importante de sitios 
·. r, 

accesibles p·~r~ la _q-glic~sH~ció~·.; riese han detectado 0-glicanos en la PrPº aislada a 

_.partir de h¡~st~-~~.~x¡ ~¡~~i~:~d~~ deP~P 27-30 de cerebros de. hámsters i~fectados con 

serapie (RÚdd y cols':; 2001 ).•''.: :) 

Análisis d~I an61a de GPI deÍa PrP'.º han revelado la existenci~ de 6 gllcoformas, de las 
·, ,_ - :· .-: , __ -·.,· _-,-;_,, '.· .. - - ._ . . -

reportado previam~nte'para-·nlngÚn otra ancla' proteica de GPI. Sin embargo, no se han 
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- ,-, ::.·-· - ' - - -· '-

cuales dos co~tienen N-a~etil á~idoneuroa~inico (ácido siáliéo), éartí;Jhid.rato no 
. ' _, .. --. '-· . 

reportado previamente para ningún otra ancla proteic~ de GPI. Sin embargo, no se ~an 
encontrado difere~~i~~ ~~ ei ~ó~tenid'a de áciclo siéli~o en el COPI que disÍingan la PrPº 

de la PrP"º (Stahl y cols., 1992). 

11. - Lactinas 

Inicialmente, los carbohidratos sólo tenian importancia para la indÚstria alimenticia, 

como fuente nutricionaÍ de alto contenido e~erg~tic~. Sill'embargo, el aislamiento de 
. _ _,·_ ·.. '-.'.' .. ··· ·.·. ·. _'.·_: ... -, .. _ -~'<.· •:{< ·::·_:.> 

una protelna vegetal de extractos de Canava/ia e.nsíform/s, en 1919 por James B. 

Summer, la cu~I se< u ni~ a eritr~citos y caus~ndo que est~s' ~éiulas se precipitaran, dió 
·.- ~'.~ \ .,--;:-e: ;r. • . -~ 

inicio al estÚdio de iaS protefnas co~ ca~.~cld.ad d
1
e uriirseá carbo~idratos;'en 1954, W. 

Boyd denÓminó a estas proteinas lecUnas, clel latln ºlagere" ~sc:~b"e~{os~omy Khan, 
·.- .. -- '-,:·::_.e·-:_-<-;:,__>· :-.-;--'.'··-

2000). - ~.:::. ·,} .~-- ~-t:-;:,_, :_;·i.-< ·~.-~-' 
Actu~Í~e~te; Ías :, 1eC:tinas ~~n :;~¡s·l~das' a,: ~aríi¡ de plantas, %nimales o 

»·,,·-~" ,,. -- . . 

microorganismos.' c6"riio hEtrramieintas'1hisÍoqÚlrr;icás y ciÍoquf~icas son estables, 

especificas yimu'y·~ 5~~~1t>ies.~L;:r~isí~~u 1m1~í( ccin. 18éuri~s ·~ue<le ~~~e1ar .·. s~me~. 
· :·- _ .. · .. _._,_~:-.- ~ _:-r'c::-~.,: ·;~s·r,.- -. "•:·: :·.\(-. ·. :: , ·-t· ::: o.: : --.-·-.: . ..:.-:·,. <·,"-·.· -~·--- -, -;.":·,>:·.t.-.:. 

alteraciones en' láfoli¿Ósilación de'.'otró macla indistingÚibles. Las alteraciones en la 
' ' •'.':',-. 

~en f~gófri~nbs d~~Jlles' dJrante .· 1~ ernbriogén,esi~'. el, crecimiento y los glicosilación 

eventos patológicd~; (~~~des y .~61s./19;a):'.>. 
- .• o .• - - -~ -~- - ' 

~ ·: ' !' ;· ~: ' .-,.:' ·-- -: ' ·-.<: .. :- :·::' " )", .• 'c. ·~ i·. -: . ; ! - ' " .• 

Las 1.ectinas d.e plantas y; animales: contienen' 111uy poca homoiogfa. Interactúan 

con los oligosacáridos'por medio de puentes de hidrógeno, coordinación con metales, 

fuerzas de\/ander,Waals e interacCiones hidrefól:Íicas. La presencia de un gran número 
. ·:::. . -~.. . . . . ''.' ·~ :-':':' 

de grupos'' IÍldroxilo 'en los azúéáres·.ravorece\las uniones, mediante puentes de 
'·<e; ;:; 

hidrógeno, ccm los ar!iinoácidos de las proteinas, particularmente con la Asp y .Asn 

(Osborn y Khan, 2000). La uniÓn de lectihas ca~ los monosacáridos es débil, pero ésta 
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eS incrementada -a" tn;ivés de- _múltiples uniones:- Una hipótesis, al respecto de la 

extraordinaria selectividad de 1ás léctinas, propÓne que las múltiples uniones no sólo se 
> ·.. <"·.<' ··'< ... ··--- ·;::: :'.' ~ ; - ' ' -· . 

realizan con el carbohidrato :á1 que es. més afin. la lactina, sino con los carbohidratos 

. adyacentes, . por lo ~ue; 1a\~sp~~iricidad depende de la posición que ocupa el 

carbohidrato ~n la ca'den~ (O:~o~n ~ Khan, 2000). 

JI.- ANTECEDENTES 

Dentro de las disÜntas enfermedades neurodegenerativas, ·existen· demencias que 

se caracteri~an hist~patológicamente por presenta~ depósitos con propiedades 

tintoriáles de.amiloide, es.decir que se tiñen co.n la.s niisma~ SlJS~~inclas' que el almidón 

(Jin y cols;, 2000). Aunque los depÓsitos no c~llti~~~~ est~~oli~abéri~o; ~st~ ~ropledad 
. . ' ... - . : . . '. , . -- - •" . .• " ,-.~. -., ." ' -.- '.,.~-; '. . . ' 

revela la.·. presencia ••. de . carbohldrat~s •• (Propeth; y{cols:, .1992). La . enfermedad 
H ,, " ::·;.'\ ""'; .-,~,~,,:_~ ,•v;; -~·-·. 

neurodeg13ne;ativa _más común; V Alzhel;rier.i' (EA) ;¡;'r~~~rítá ' como .. caráctertsticas 

histopatológlcas~epósitos .. am.iloi~~';.~~f~~.~ifehí~6a'.;,'d~~;~~~ad·!~·¡)láca~•rieu~tticas 
~~----- _._, .;:.,_.,: ""''~..,.,,_~'<;- ~· -o.;.:':,'~::-:,.:-=-;,_:;-"-:-~-"'..~1~-Cº"'?-~:-;.;_,,_.,--__ ":."".:· ,-. ;--· 

.. · (PNs); formadas . prlncipafménte "i por:;depósitos de, lá' protétna, amilolde-[3,'. marañas 
- ' .' ,•.C."· - ,·· /_ :); -.!W :;.~:~~(;:-~:,:~;-,:_.-~:~~ , ' .... ~<.<· 1:<: e_'}·· . -. . 

neurolibrilares (MNFs) y.neuritas·distróficas (Guevara y·cols;·; .1998; Balanzat,1998). La 

·-•• ·EA se pr~~e~ta ·•tht~:1in:füf ]~!~tJuf ~c?;*~ j~É'.ºtf ~1¿;,s~;~;r.f~te~i~a~~%r· un.a ~érdida 
progresiva de la memoria que:concluye_en i.ma demencia profunda. Es un padecimiento 

de .C:arááter multÍfadt~~ri·i.:,l}¿~~·.~~;;~~;_ fabtbrés ·d~·,;i~~~~. entr~ ICÍs que destacan el 
'-1 -{6.' ,-~~ ', ,f,í/'-: : 

envejecÍrnieniO, los traÚ~~us'mos'cráneÓencefállcos y la predisposición genética. En la 
..;:;'>:; ,;• ":"ti' ":'.,;',~.-,. : 

variant~ f~miÍiar;cie 1~''8\'.~stén ÍÍg~d~~ t~~s genes: el precursor del amiloide-13 (APP) y 
,· ~: ~- -~~ :\·;_;; ,:_, > 

, las presenilln~s Ú 2 (B~Íiln~at, 1998). 
. . '' .- .. ,-:.; ¿C: •. ·,-. •' -

ASociados~-a IO~i.d~-~Ósitos de la protefna amiloide-p se han encontrado 0-glicanos 
' '·- <·~ "·>' - . 

(Guevara Y,.cols'.'; 19~8). Los depósitos de la PrP•c de las distintas EPRs, Incluyendo los 

del stndromi;i: de GSS también presentan propiedades Untoriales de amlloide, además 

presentan afinidad especifica por el colorante azul de toluidlna (Sánchez y cols., 2000) 
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colorante que tiñe mucinas; tipo de sustancias formadas principalmente por 0-glicanos 

(Gaffney, 1992). 

111: - JUSTIFICACIÓN 
:~o -:'-·,, ¡ _-: :· --, - - -

La demencia se define como un sindrome producido por causa orgánica capaz de 

provocar deterioro persis~~nte,cle 1'.as fu,ncio~es Jl)e~.tales ·superiores qu~ con ,neva a una 

incapacidad funcicinaÍ t~mto en ~I Á~blto social como lab~ra(Dentro del ~onteicto de las 

enfermedades ligadas' a la e~ad,Jas ,démellcias son lás ,el1rerrll~dad~s ~Úe' despiertan 

mayor p~eocupadón 61il1i.~osa'~it~rÍ~. ~a qUe · a;arte dÚ~er;p~~~( ~I '~ru~~ de e~ad, la 

primera . causa de inca~áciladón . y. muerte, 'provocali~; gá~¡j~:;,d~~~ropordonádos y 
-, ' .. , · ... ., .. ;~~- ;~f' . >-i·'> j _., •• ' 

dificiles de cubrir por'l~s sistemas'de salud: (López-pouik, 2oo2). <,<i ' 
e\. _ ; ·; :' -· -:.·:· _ .. ·,·,:·.> :_. ~ _' .·_. é'"f _;:, :·'.,;, __ ·-.:;;!::;\- -.~;;~~:, :;,~:~!\ ~~!~~--;.-

Distintas enfermedades rieürodegenerativás"qlle''implicalié'derllenda comparten 
-'.:?Zi'".'. ··.~:· , .. 

con las EPRs la presencia en el SNC de depósitos amllÓid~s constituidos en parte, de 
•• " • •.•-·.·- .. ,·o ,•;'• '";'· ,,,•,.-.• •'' •' ., '" • 

-, . .i;;f): .. . .,: ~--, '· 
una proteina alterada conformaciona1rlle.nte.\Ta1·~~s'¿el casci,de'lá enfermedad de 

Alzheimer. El determinar. las similitúde~ ~-'dif~~encl~si~~¡~i~as ent;~ los depósitos de 

las proteirias amiloide-13 y PrP50 nos ayudaré a t comprender los mecanismos que 

generan los depósitos ,amHoides y su refaclón;con estas patologias. Estudios de gran 

importancia debido al ca;nblo d~ estr~ctura social de nuestro pais, .y del mundo, donde 

se presenta un notable aumento en la proporción de personas mayores de 60 años 

(INEGI, 2000). 

27 



V."' OBJETIVOS 

Objetivo general: 

l> Determinar la presencia .de alteraciones en el proceso de 0-glicosilación en 

los depósitos amiloides de la· PrP5º en el slndrome de GSS. -

Objetivos particulares: 

l> Determinar la presencia, la. naturaleza •Y di.strihución d.e residuos 0-

glicosilados en:tejid~ ~~·rebelar.de un caso c~n el slndro~e de G~rstn.;ann-Stri3ussler-" .. ' .·._ ._', .- . . ' ··;, ,,-, ·.·.: .·,-.. ,. 

Scheinker. -·. -·· ,. · ... 

Determin:;;.ir, la r~laciÓn ~sp~clal de los residuos 0-glico~ilados ·.·con los 

distintos depósitos é!e lapróteiná PrF>•0
• 

Durante eventos patoiógic~s y: de desarrollo_ c1el encéfalo . con frecuncia ,se han 

encontrado alteraciones en.laexpresión ele 0-glicanos; a-ullado a estól~s -depósitos de 
' - . ' - . - . . ·-' '• .- - ._ , .. .. . . .· . . - . - '· - . ~ 

similares a lo~-de la PrP"º,'pr~sentan asociación_ anormal con Ó~glicanos; por lo que. 

probablemente.en l~s depósitos de la PrP50 también se encue~iren:an~~mal
0

idades en la 

expresión de 0-glicanos. 

VI. - MATERIAL Y MÉTODOS 

Material biológico 

En este trabajo fue utilizada una muestra de encéfalo de un caso con demencia, 

de un sujeto masculino de 53 años de edad y con diagnóstico molecular del sindrome 
. .. 

de GSS (mutación PNRP P102L}. Se utilizaron, como control negati~o; tres ·muestras de 

encéfalos normales de 65±9 años y dos muestras. de casos con la enfermedad de 
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Alztieimer~dB 76:f3 años:coquecpara ·01 caso de la· 1actlna. MAA son positivas· (Guevara y 

cols, 1998). 

De acuerdo con el. protocolo del l~boratoriCld~ P~t~logl~ ·del l~~tituto. NaCio11al de 

Neurología Y, Ne~~oci;ugl~~···~.~~~~I. lel~sc~'s~é.re~\{1 NN.N)'.t1·~· '~it~d cl~.·~io{encéfalos 
fueron fijados . en• so1uc1óll ac'~os·~. d~ for.~~1cl.~hido, al 1 o% (A~exél' 1 ¡.' i.as •muestras 

seleccionadas fueron deshidratas (Arie.xo 111) :e lnéluidas én bloques de parafina. se 

obtuvieron c6rte;:~~:sµd;ie~~e~or qJ: fJer~rÍmonta,dos en ~~rtá~bjetos con silano, 

como adhesivo del tejido (Anexo 11). 

Precaucio~~.s: ~ebid,º. á' que se desconoce la magnitud del riesgo que se corre al 

manejar tejido conprit,iné§; este trabajªfue realizado bajo las siguientes condiciones de 

seguridad: dobl~~·~J~nte~:d~'1átex; · dobl~ cubre-b~cas; lente~c,'éle 'protecció~.·Todo ·al 

· equipo utilizado (ml~~:Jtohio,; ~uéÍlma~) o.: que tuvo algúri,'contacto' con el iejldo fue 
-· - -·- .. t: ' ~e::: ~" :::::.: t• -· - ~ •. 3;_" _' -. "' - _, ... ··;: :,-~" , 

descontaminado con clom al 30%/Posteriormente, el material de cdstal fue sumergido 

en solución coinérc1á1 desnatÜ~aliiante de proteinas' ~ alc~~yme'cal~~;;;t111ri>or 15 min 

y en la soluClón ·estermz~~tel!í1k~6ida' (alk~p~~rrn) poi S .;'.,i11Jc3~a~tes y cJi:ire-bocas 

fueron desechados en contenedores destinados para su posterior incineración . 
. . ' ~ ·: 

-. _<"'::·:,:: .. ::· : 
. · .. -· . 

· Los cortes de los cliilintos ,cásos fuerón · desparari~ados y · rehldratados, 

féÍrmico /1~~a~os. ,' ~Jsteri~rm~~t~,\Je~'ifu~riin•' aplicadas las 

Bielschowsk~), ~~ul ,de ;tolJ.idln,~ •.. lnrnJnohistoqulmica \ anti~Prf>'º.< hi~t~quimica con 

lactinas y dóbl~ ~ar~aje Í~étin~s-anti-PrP'º para microcCJpia ~CJnfoc'a1 (Figura 5). 
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Muestras de cerebelos con 
GSS, EA y controles 

fijadas en paraformaldehldo e 
incluidas en parafina 

1 

• Cortes de 5µm y 
adhesión 

en portaobjetos con 
sllano 

+ 
Inmersión en 
ácido fórmico 

Histoqulmica 
de lactinas 

Análisis de 
resultados 

1 

Conclusiones 

Doble marcaje antl
PrP50 y lactinas 

Figura 5. Diagrama de flujo de las técnicas aplicadas en este trabajo. 

1 .-Tlnclón con H~matÓidllay E~slna (H & E) 

La Unción con HyI:~tuna técnica de rutina, que se utiliza para detectar --,,-. 
alteraciones celulares a,ni~~I rT1orf()lóglco. La hematoxilina es un colorante natural que 

tiñe el núcleo celular d~ c~1ir ;~ul-~orado y en combinación con la eoslna, que tiñe el 

citoplasma de. rosa, pe°rmiÍe observar la relación de dimensión entre el núcleo y el 
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··citoplasma· celular (Prophet y cols~;c1992)/ Las secciones del tejido fueron ·~umergidas 

en hematoxilina'd~.GiÍÍ dur~nte 3'irnin'. Posteriormente'. se; enj~~garon' ca~ agua 

corriente y se sumergie~~ri en e~sina durante ,1 mln; por ¿ltimo fuerCln' ciishldr~tadas 
- '"'· :,·~·-~· ·- ,~,- :, - ·_.-· ··;:.-.:'-·----~e-.-.-,• ~ ·.-:--.-'-;· ,---

con a1coholes, iié1ara8as c'an x11afy montéleias con resiná s1;,tét1éa (Anexo111¡. \ 
- - '"' - - _ __,, ~ - . . ~ .' ' . . • - .,. ' - - - ' - -· '.'-o . - .. ' i - ·- - --'- --· ' -

La solución d~ · hernat6xmna de Gill se preparó agreg~nc:lo i;' i3o rT11 de agua 
, ·-;- .· -., •._ . ' .. ···· :.,· •!;" 

destilada, ~ri'1a ~lgui~nte ~ecuencia: 250 mi dé etilengllcol; 2 gr de tikm'aiClxm~a anhid;a 
- ' . . . . . . . . .,,, -~ ,· ·: ;¡-- , - . . J 

en polvo (SÍgma),:o:z gr de yodato de sodio, 17.6 gr de sulfato é!e a1J'mi~10Al~(~O~)J y 2 

mi' de éc1d<laC:éÍico glacial. Una vez agregados todos los react1~6s,la ~oluciÓn Jue 
._, . '¡· . "- .. '···· ·" .,..,_ -

manenida en agita~iÓn por 1 hr a temperatura ambiente; y ante~ d,e,'ser ~tmiaeia fue 
- - . . - - ·- _-. _. ---- ,. ' .~ ' 

filtrada. La solué:ión base de eosina fue preparada con ;1 gr 'd~;eo~i~~·(amarlllenta 

(Sigma); 2~ ~I ~e ~gua destilada y 80 mi de alcohol etllico al 96ó/~:. p~f~ la ~olución de 

uso fueme~~la~á una parte de la solución base, c6n tres p~'~eid~~lc~~~I e
0

Ullcoal 96% -·- .. .,.. ·, . ' . . ... , -· 

y 1 rT11 de é6iclo.~c:ético gl~ci~I. 

-;e_--

11.- Tlnélón Con a~ul dé toiuldlna 

Las. ~e~cÍbne~\¡j~·1/t~jido fu~rCln sUrnergldas en una solución de alcohol etilico 

absolut~ ~/éé1do ác~;¡c:;~'91aclalen proporción 3:1, por. 10 mln posteriormente, en una 
·-:;-. :·~: -~-;·--~·---~?::~.,._--;~··-------- ... :.;·. ,,- __ . '··· --- - -

. solución de az~I de'toiÚidirí'a pÓr'10 mlrÍ, Por último, las secciones fueron enjuagadas 

con agua corriénta;'~e;~iJratas con alj~hol~s. ~cla~adas con xilol y montadas con 
¡--

resina5intética (AneX,o ~1,1). , '; .. ~.: .. ·.·. 

La so1l.lci~~·de'a§1lde ioluidlna es preparada al 1% de azul de toluidina (Sigma) 

en agua destila,da: Se'\e adi.ciorÍó bÓraio .de sodio 100 mg/100 mi y fue filtrada, la 

solución en estas cÓnc:llciones estuvo lista para ser utilizada (debe preparase el mismo 

dla Émque se utiliz~). 
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111.-lmpregnaclón árgénUca (Método .de Bielschowsky¡.c~ · 

Las secciones del feJi~o tJerin surT1€lrgid~sen una solu~ión de nitrato de plata al 

20% en oscuridad y a 38~C por 15 rii1~ (n6 tirar:1a ¿~lución de plata). Lo adecuado es ·.- .. - . ~-' --_ -~·'"- ... - '"_-.---_ -··<. .- . _- - - -., - -- -.. - .· 

que. el tejid~ . tome. ll~ ~61~~ '6eii~fe.L;;o~teriorriíe'nte, fueron . enju~gadas con agua 
- -,f~;.-,,-- <•:::- '" \·' ~-,-~ ·~, ____ -, ,_., 

destilada y sUmergidas en la sóluciémde plata amoniacal a 3BºC durante otrós 15 min, 
- .. ":2:_ -:~-~;::. ·'.«';"· - ., ,, :,. -·· : ,;-; 

también en oscuridad: i:st~ s6ítíció'r1 s~prelparó'~ñadié~cioa.1a%1Jción de nitral~· de 
:.--:: . :·.·· ,;· :.._~- j~_;;-.·:· -.-.:~,~~-;: ':/;:;,;·1:-· (~-·>: .:\.;· .-. :;.::-? ./J)_-- ._ .. }\. ·: ·:._·::.· -·"yi·.~-.:. :;:-~~---_:_e,.::;_--,-<;:·. , ·(.·> · 

plata (que fue· uUliza~a pr~vlámente);nitrato 'de amonio al 1% ;gota a gota~·1 has~a la 

obtención de Una solll~ió~'i~¿tl~~~'; b~:~~~s./l~s l~~~~¡s ;~e;~~~nfo~~~~~~ •·en una 

solución ·.de amo~io ~jii1~~- ~~l~~W,e~f~;';~~~g~ s5~~!~~i'ci¡~te~Y1a~·~oliÍ~IÓn. deiplata 
_-. --·.··,. -~- ~-,:~·.:.Ji:.·.":?_'·.::· .. :~)·,'··.:,.~,, .... ~.:; ,., .~.:·~·"~.:. '.~/~·.: "''>::>. : ''''·" .·~·-{ .. : . .. ~:!~ . ' .. • , .... '··· > • : • 

amoniacal. Una vez .lñmerso él tejido/ fúeron ai;irégádas dei:,,1 o a· 35 ·gatas· de. solución 

reveladóra. Desp~es de agi~~~d~ Í~ 5'i¡Jr;16~ r~~~ladorá;~e ~gitÓ1iu~'.f~~~nt2;Y s~ dejó 

por 3 min hasta:qu~,'~1:'i~Jido'to·~~ ;ola~·.~~¡¡ o:curo/de~pJ~~ las 1é~1nas fueron 

enjuagadás coñ la solÚclón deiamonlo al 1 % (fue utilizada~la'misma que en el enjuague 

. tisulfato. d.e so.dio al 50f<,por 5 f1l¡n;~e~jLJ~gadas con agu; d~:~ilada; c:l~shldratadas con 

a1coho1es,aciár~d~s ¿hn ~noi yrl1~ntada~ coñ resina ~intéiica (Anexo'1lli.··.· .. 
-·' ··- ···.··'-·-·. - ' .-. '. ·, '··-.. -'· 

La so1uc16r1-r~velado~á 50-pfep~ré> a~adi~ndo a fo~o •mi.de aglla destilada, en la. 

siguiente sec~enC:la: 20 ~l·d~f~r~~li~~ al 10o/~,10µ1 d~ ácldo.nitrico, 0.5 gr de ácido 
' ~ ' .. .'.· ... ~. ·: ··'··;:·._. 

citrico con agitación süave. 

. '. .·. . 

IV.- lnmunohl~toqDr~l~a antl-P;P·~.·mrcros~opi~ de luz: 

Para ,eU~i~:r:'\a ~;ti~idacl,d~'la.• pe;oxl~asa end~gená los .·.cortes fueron 

sumergidos en una 5~1u¿ión ;'de'H20; a1 2.s%, i)6r 15 min, ~ientrás s~ agitaba de 
'. . .. ,,, . ' . . . . ... . . .... ,· ' . 

manera s~ave y rionitani~;. Lá~ .1é~1n~~ tu~ran· enjugadas con~~luhión' ~mortiguádora ... '' ..... · . ,· .· .... .... ' .. ' ., 

de fosfatos pH 7 .4 (An~xó' IV). 

Para reacti.;ar los ~pitope~ de la PrPsc, que posi~lemente quedaron bl~queados 
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por el proceso de fijación, los cortes fueron sumergidos en u-na solución amortiguadora 
-- . - ·' 

de citratos pH 6.0 (AnexoV) y en esta solución fueron sometidos a calentamiento en 

horno de microondas.a 750 watts por 3.5 min, se les dejó enfriar por-20min y se 

enjuagaron con PBS. Con el fin de bloquear sitios ca~- -~fi~ida~ •inespe~ifica por 

moléculas globulares~ ;º~ cortes fueron sumergidos en una s~1u6ió'íl.d~ ai~Úmina sérica 
'F 

bovina libre de lgGs (Sigma) al 2% en PBS durante 20 rnin'. Los co~es fueron lavados 
. :: -~- . ::.,·:;.~<·· ;._~: 

con PBS. 

Pa~a disníi~Úi¡ la tensión superftcÍai de lo~ 11tj~1dcís' ~obre ib~ ;orte'~.>qJé pudiera 
~- . ·-· . .- " '· . - -. -. ·- . . "' -' ' .-,,- - . - • <-<· ;'" :-,"-· , '. -·" ~¡~"-- - ·- ,. . . • 

interferir en laacceslbilida'd cié ios antÍcuérP'as ·~·1~PrP5i:,1cí~ cCÍrtésiJerCÍrisumergidos 
.'..• .-. --~> :3 .,_._ ;·:"-\--.-. ~l'..' ' "' 

en una solución de tritón X~10CÍ (Sigma) alÓ.2o/~ en'PBS,'durarite•-1o min \i lavados con 
;.:·~ '.=,::~-·,.:- u:~':. f;i·.d"'' .,;.- '(:-.: );-' ::/.>':,·.-.!:-_,',.' '· 

.PBS. Para disminuir el. deframe de las 'solÚc:iones en los'sig'uierites piÚ;os; lo qÜe podria 

~revocar·_-. que ~Vteji;g.-:~~- :,!~¿J~~'.~'-·1a'~'f-~~{i~U~~;()~é:-~~~pr:~i~¡¡~~~~·--·Y; ~dhi;ier~n 
inespecificamenteó las zÓnas periféricas a los corte's fueron subrayadas' céln Úri plumón 

e';, ·-,· -7/-"'.\;::·-;:'-i,,'":_-- :~:-. '·~ -~--."--- ,':'./ .-; '?..-. '-·;,,~,¿-_:_ ,-.~:·-_--.::-.-;_~-

de tinta hidrofóbi~a (SÍgma) y feronmanté~iclas en PBS: PosieririrÍnente, se adici~naron 
·.~--:·-.;- ---~-·- -.-;-, ---·,::-':-">···- -~~;~=-·~:_-"'"'; '-·c;..;c~·~\-;. 

150µ1 del anticuerpo primario= anti-PrP•P 27-30kDa poiiclo~ái de cabVa, pór··~ada corte 

(Chemicon, lnter~aéional '1nc} dil~ciórÍ 1 :1 o() e'ri PBS. Í.:as 1ém1'~~s ~errriélnecÍerori con 

al anticu~rpg prim~ri~ en dmara• hÚ¡,,edél ~;teniperaiür; ~mbiente dÜr~'nle 2. hrs; 

transcurridoeste tiempo f~er~~ laJ~da~~o~~~i. 
Se colocó sobre los cortes el_ a~Ucu.~~P;;sed~ndario = anti-cabra• conjugado con 

la vitamina blotina (Che~ico~. lnte'.:ii~~ional In{) de/coneJo?-dilÜ~ión.1:100 en PBS pH 

• 7.4. Las lámina~p~r~an~cirrg~ ~~ ~~~!: ~(J~~~~ -~ t~~peratura a~bi~~t~ cltirante 

1.5 hrs. Las lánii~as fÚeron e~ju~~a~~~:. La'sig~ie~t~ ib1u~lÓn ~~l~~ada sob/~ el iejido 

fue 1a -estreptavidina cma1éc~I~ que presenta a1;a ánnid~~ par 1a b;d;\r1~¡ conjugada can -. .· "·' . . ,., ., .. , ·. ·-·. '. _,', -,' .. --:~-· .-. ' - _.,. - '; .': - _," . ·. . .· .. 

•-- la enzima pe'rol<ldása. (SÍgma) 'cl1lüció'n):6i>'e~· PBS e~c~-áfñ,ifra'hú~~ciair t~iTipe~atura 
ambiente durante 30 min. Las 1~nii~as f~eron e~J~a~ad~~ cori PBS. •· . . . . . . 

Para hacer visible el sitio dónde hu~o unión erÍt;e la blotina conjugada al 
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anticuerpo sec'i.Jridarioy la estreptávidina· conjugáda c~n la enzima peroxidasa; se utilizó e 

la diaminobencldi~~. (DAB) •·• (P.RE8/..utíóN SUSTANblA CARÓNoGi:NICA): Las 

láminas se sumergier~n un<:! souciió~· d ciAs'i1 0,03~k eri!~gu~ d~~tilaCÍá, s~ esperó un· 

minuto y se agregarán 400¡11 de H2~~i p~/cada ·~~ ~l,.~e ~~lu~iin ~'~e ai s:r'degraéiado 

por la 'enzima pero~ldas'á, Íi¿~ra¡bs Jxigenos,~equ¡rido~'pa;a 1i oxida~¡¿~ d; la DAB. se 
- -· ' > ,.,, ' ~ 

agitó. de m~ner~ su8v~·}"~6~~;~nte,:h~sta ~~e se obs~rvó ~I c~~bio' eri'¿~I color del 

· tejiéloJe ~eige~ c~ré:(/ :'.·" '.:··: <k' : . . '.. · ' 
Para eliminarla propiedad cárcinogénicá, la solúciÓn de, DAS. utilizada fue vertida 

., .. - •"·"'~·~" ",~!.,;. . 

un recipienie con do~o:: 1..~·5: lámina~ fueron enjuágadas con ~gua 'corriente por 5 min y 

los núcleos celúl<:lres sé tiftleron mediante la Inmersión de'las láminas erí hematoxilina 

de Gill duranté 15 seg: Por útiimo, los cortes fueron enjuagados 'con; agúa corriente, . . . . . ·- ' ., '. "· ., ~ ,_ . . .. ,/ ··. . ' . 

deshidratados con alcoholes, aclarados con~Hol ymóritad~s ~nr~~i~a siritétic8 (Anexo 

111). 

v .• Histoqulmica con lectinas, microcopr~·Í:l~ Íuz. 
,, _,. "¡" 

Los cortes fueron sumergld~s"~n a~J~ destil~da y se <:ldicioríaron 400µ1 de H202 
''c.-~· - ·-

al 30% por cada 50 mi de agÜá.d~slitáda. Lás láminas con los ~ortes pemanecleron 

inmersas en esta solución dur~nte 15'n11n, mientras se agitaba de manera suave y 

constante. Las láminas fueron enjugadas con PBS (Anexo IV). 

Procedencia Abreviación Esoeciflcldad 
Maackia amurensis MAA Neu5Aca 2,3 
Limu/us oo/iohemus LPA Neu5Ac 
Sambucus nigra SNA Neu5Ac a·2,6 Gal/Gal NAc 
Macrobranchium rosenberaii MRL Neu 5,9Ac2 
Arachys hypogeae PNA Gal·B·1,3-GalNAc 
Amaranthus /eucocarpus ALL GalJ31,3GalNAca 1,0 SerfThr y 

GalNaca 1,0SerfThr 
Tabla 2. Lecllnas utilizadas en este trabajo. 
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·Las láminas fueron sumergidas en U ria sol.ución de alb(m1ina séricá bovi.na libre de lgGs. 

(Sigma) al 2% en PE3~ durante 20 inill~; fueronenjúaga~~sponPBSpH7.4: Los cortes . 

fueran sumergidas ell unas61ücióll de tritón x~roü. suri~ct~~te cie ~f:in·~~tr6csigma> a1 
- - - .:- - ',,_, _. "• : _. --·· -·''.. - _- _ .. :.'::.,:;~···'e· _,_._ .. _ -;~'-> .·._;_,,_ ' "--'- " ...... ' . ·. , 

0.2% en PBS, durante 1CJ mirÍ'y fu~r6~ e~j.uag~dos'con PBS pH 7;,¡'; Para c6nservar la 

estructura y·. función d~· l~s ·• l~cti~~s ·.~· p·~~ir \¡~ · ~~(~ 'ta~b ~ rJ!f~!ni~a~;~ PBS • ca2• ·al 
. ' ' , . . ,; -. ··--· ., .' .,_ - - . _,. • . - . ·':.:';\ ··-- .• '·, :<- .• ,.., . ,'._,') - ,. <<;'~- ·• -.--

ligeramente, fue subrayada 'Ía • Z.ona'ipeiitérica . a"' losicort~s i ({or'I ;el··· Gií.miÓn él¡:; tinta 
-.. ·:.~X .--~ .<i:_\:: ~ .··:-.:\·-:,~_;e-:::: ;: UL~:',~-l;\:~\';;;;· (~;··.'..e;:_· 5~< ;.;::<~:·:-·-.---~-~Nr-:.:{?i:~- L::-/> _.;: >·: -_ /\>,-- :~-.: ·°'·· 

hidrofóblca,sobr~ los cortes fueron agregaéfas,pos'gótas de PBS ,Ca2'. Se sustituyeron 

las dos gotas de PBS ~~;.~ar 150µ'1:\~~ ~~da una de
0

l~s distinÍa¿ l~ctinas conjugadas 
'- , . ·:.:.~,:~-~--. , : ,,~:'. _'·::1? :~;:, ;:·~-· -~--\-_. ;~:):» :. :: ':··' '·:':.;·<. '·"··· \;': .. :'":-.-~:{? :·/~)·;:'« -":.:·-. :.-:-. : . ., 

•con biotina, MAA, LPA;' SNA; • LPA (EY.'laboratories; lnc) ALL y, M~.L (Vézq~ez y cols., 

1993; Zent~no, '19¿8),>diiu6i~n 1;1 ~o;ef'tps~. ·~~2·:fs~~~.i·á~i~~~'.,p4~a;~~ieron •en 

cámara húmeda a 37º.C durante 2. tirs y fuérorl'enj~~gádfas con PBSY .....• 

La siguiente solución colocada sobie e( t~jlcl~' flJ~ 1.i°°'~stÍ~pta~idi~a. cÓnJÚgaclá' con la 
. ' :-~.-~~ -.... _,;.: ;,~'. .. ::> ·t:~~~,. .,~··-, - :·~·-~~ . - - -e.;¿::- .... -·- ·" 

enzima peroxldasa (Sigma), dilución: 1 :eo: en; PBS •.en':cémara ~húmeda a· temperatura 

· ~::::·::::."::.,:::~i~1~~~it,~~~1.~0S;~f;í~~.::~~:I~:.·b: 
utilizó la diaminobe~~¡~¡~•a; (DA~·; ·~~s l~miná~;sií ~6mergi~;()n' en ~o ~1 de agua 

destilada en. la ~u~Z~r~~·!ª~~~~~v~·i~~b~~¡~~ ;~i~IJ~1io ?·º1~g·~.~~ff A~:s:~·esp~ró un . 

minuto y s~ agrega~;;¡; 4o,o ~('ci¡:;:·820;; ~e ag\tÓdi.inán'er:su~~~· ~;66nl'itá~t~ h~~ta que 

se . observó. un vfrl'~e;)601~~ d~I t~)ido 
0

de • color~ beiiie ·~ :.é~f¿. La. solución ~e DAB 
,!. -- •• ,.. '·- ., .•• - ," " 

utilizada fue de~echii'da ~~. ~~··· r~~ipi~~te 6b~ ~Íbr6~'i_~'i··;é;r;l~~,h~ ;~'n¡~~~ron por 5 ~in 
con agua Yse Uñi~r~~ 16~' n~61e6~ c~l~1;~~~. n;;~i~nt=::'n~i'i~~ir~ió~ d•;·las léminas en 

.·,. .,- .--,,- . -- - ..... ·_ .·. . .... ,. '"' - ~ ·-· :···._-;:·,' ·«-/¿·'-. ' ·.- ' ' .. ' 

hematoxilina' de Gn1;· éluranté 15 seg: Por Último, los cortes fue;~n enjuagados con agua 

· corrient~ ••. cles~i~raÍ~do~. con al~oholesi ~aclarad~~ ~on. xn~i: y ; montados en rnsina 

sintética (Anexo ill). 
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v1;~ Doble marcaje antl-PrP~· y Íectlnas; microcopia confocal. 

Esta técnic¡;; resulta de la C:om6ina~lón ~e las téc~icas dé inmunohistoquimica e 
.. - : - . :' - ' ~:·:: .: ·'· ~:-'. - " - ' ---~: 

histoquimica de 1écunas. sú aplic~ción permite, abs¡¡rvar en 1a misma preparación dos 

reconocimientos ~!1 fo'~ín~ ~in{q1tá'r'ie;:;, ªife!13rici~bl~s entre si, por ei color, al observarlas 
.,. ' - .- -· - . --"-·'• ". --~. '· --,_- ___ ------- ----·. - ·,··--. 

en el microdopio' c6nfocal; El,¡;ol~d~,~eri~e de I~ longitud de onda a la que emite la 

molécula fluorescente que se'enÍ:úentra'corijugada a la estreptavidina. 
- ;:·;- . < - ·_:';_>/ ·/.J:·· .• :'Sí\" ;;--

Los cortes fuerOri' ~[únergidos en'uría'soluciórÍ de albúmina sérica bovina libre de 

lgGs al 2% en PBS~~r~~i~·~'b' ~iri /r~~~~n enjuagados con PBS. Los cortes fueron 

sum~rgi·d~s en u~a ¿61u~i~n ~~ t~ifé>n;:.1ci~:sErractante de pH neutra al 0:2o/o en PBS 

pH 7.4, dur~~tá ~g~¡~}!~J;b;, i%~i~ad'ci~~6~ F'ks pH 7.4 ~ l¿egéfcd~>f'~i ca2•.A 
,_':' .--.. ,, .><;. ~' - . ,)::::'. ·-_-!,_, .. '/.- _,,_, :.;._·. 

los cortes s.e les'·agregar6n 150¡d'cfe cada·9na'cie'1~sdistintas1~Ctina's .. C:ariJugadas con 

biotina: . MÁA;• ~~~~;~ ~PÁF ~~¡:'j L~~ ~~;~~i~n ·;:1;166:',~{P~~ ;·da2 :. .• • L:~ !~mirias 
permaneci~r~~ en· cérna;~.hÚ¡,;~&~ ii',37.~c d~rarÍÍe·.2.·ti y•se;f~nj¿·aga~on .can .. Pss. 

Posteriormente fUe ·~~loé~dafao~f~ ·~;J~ji~o '1;c ~~tre~Í~vié!iria ;~flu~~~áeirÍada (FITC) 

(Sigma) ca~:bs~,;~¡ó~~i"~o ~¡;; ;:~.tti~i6n 'a 495 rím; di:Jci¿,~'1 :éo ~,ii P~1L Las láminas 
' - . ,. ,,,,~ '·.·-·.,···-' -·:"·"<¡;:-.. ;.:- ~; ,---.,.;'-';."·-:.: .. --'.'--,·.-; -~;.-:: ;---,._ .. --·_ ··\~ 

:,_" ',{:~·.-;~-,/: ··- l ( 

permanecieron eri cámara'húmeda; eri oscuridad a 37'.ºC durante 2,h. A' partir de este 

paso se recamie~~ª::~ai~:,di,~~i~Zir 1a ·pér~idaccie naurescenc1a: tra.8ajar
2
éóri'1uz tenue. 

,"-.- _:- · :- :-:··,; ~-.{·. ·::-;,t.;;<." ;-;::,x-,.:-o:·~;: :·-:~ -.. , -.. -·._:_:-7_ '· :·;.·:·. - ·'. ··: -, - .-."~ , ' : ·-~----,--.,·-::·--~·",~/""- --,,,,,;~->-.i'Y· -,· .. ;,,_:, ·: ·· -~ ·· · 

Los cortes fueron erifug~cid's":colÍ·f'BS.'·A ICÍs cortes•se lesiagrega;bri<150 'µI del 

anticue~~º pri;,,~~io' ~'~n;f~~r~~º :Ú~:3'Ó'ko~~o!i61C>~~1··dl','ca~fa (dh~;~ico~, 1hterri~tioná1 
lnc.), · diii1ci¿ri'1: 1 'ao ~ri f.s~:'L()¿'~ort~s p~rrll~'ri~¿Íerb~n · ci~k~1,~nli6uei~o ~';¡~~ria . en 

cámara ·.h,úme:a.en,~i~¿~~a~:.~ ª .. l~mi~.ratu~a •• ~~bi~·nt~"ciu?ante·2· hrs, transcurrido este 

tie~po fuer~~ e~~a~~~~~f~J~~~~~: • ~;~t~ri~r~~;;i~~ s~~~~Í~~ó i;a~ti~ú';;po';~cundario . 
= anti-cabra conjugado c~n l~;~itirni,~~ bi~tin~; dé é:orl,~jo?dii~~fón:,1 :1~Ó en PBS. Las 

~, ·.:. . .-, . . - . . . - . , . ~. . . :.:,.~· ·. . 
· láminas· peimaneciercin ~en éárnarél 'húmecia.'eíl· ósi~ridaci~·ternpáraíura-ambiente, 

durante. 1.5 h. Los' ~ort~s ~~eran enjuag,ados con · PBS.· La úlÍirna susta~é:ia en ser 
'.,., --, '. > _, --- --·-- - -- ---- • ---· ....... : • ,:., • ' 

agregada sobre lo~ cortes f~é· I~ ~;t;~ptavidina conjugada•· con • CY3 (Sigma) con 
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absorción a 552 nm y emite a 565 nm, dilución 1.:eoEin ?ss:en-temperatura ambiente: 

en oscuridad, durante 30 min. ~orúltimo, las lflmi~as fuerÓn m~ntadas con. 10 µI de 

medio especial para evitar la pérdida' d~ nu~~~s~:nci~. ~:ct~shlel (Vector labciratories), 

se les dejó secar por 10 min y ios bord~~}e los ~ubreobjetos fueri:msellados cciri barniz 

de uñas. Las láminas fueron guardadas ém'oscuridact; hasta que fueron citíservadas en 
•' ... ,.,•·. ,._ .. ·. .. . .. - . __ , . "·. . .. 

. ·. ' '. ' . 

· Con la técnica· de ,hemat()Xilina y eosina se obser.Íó que, el: encéfalo con el 

slndrome de GSSprese~ta un rnlnimo grado de ~spongiosls, I~ muertf3 celular está 

presente. pero tambié~ es discr~ta. Se observaron; fona.s pequ~~as • con . mayor 

intensidad. d~.··1a:eb~i~a ••. ·~~,r0~a;~r~se~tes~ñ ~~Y#f c~~tid~.~~n l,a c~pa ~ol~cul,~r del 

cerebelo (Lámina li Figúra A)¡ En lá capa de la granulosa del cerebelo con GSS puede 

observar.hiayor pérdida'~~ ~~urá~a¡z~~ la c:p~·d~·'ksYrie~'~on~~de• Pur~inje se 
-;- ,..~--·. --. ,,. -'1-~- - - =o¡-."'::·-·o;·,?:_, - -'"- ,:,"':/!:-':'~~ ... 

observaron depósitos lntracitoplásll1áticos te~idos de coiorrosa. inten~o y degeneración 

de las neuronas 'cite :cb~rcirmJ~·esta ~Jpa (Lé~¡na;;,. Figura B). La ti~~ióñ' cciri azul de' 

· toluldina perlllitió_¡de~:;¡fi~~·r 16-~ de~6sita:.:;:··1:"°f,;;:;~n·¿:¡~-ri¡iu1"1nteri~o·,;eÍ~nÍo los · 
\'~.' '«:\ -~ . 

intracitoplasl11'tíucos· c'~l11~'.: 1~~ Spi~c'a~L enf cb~tra~te del 1 c'o1or.'c1~io i'de1 'resto'.det 
,,5.. ·''·' ¡ .:,::·: -' - .,.,:•;. ··: . ' 

parénquima '(Lámina '1i'Figuril 'O¡\/d~'lo~;cÍe~Ósit~s. cÍe 1a íJroí~1ná',~rri1161d~~P en 1~s 

casos con •la ~~'fe~~e~~~ d~ }¡l~h~¡~er. • g~n ·I~ · ~~cnic~ ·,~;rgi~ic:· s~-. ob~e~ó · 
impregnació~(·~~;;;()~·'{hJ~~~~it'n~J;()~~le~·:y ·~e,~~sf~;o:l;~g!~ó~:li~?~' e~~argo ·lo 

depósit~s d~; Í~ ·. p;p;c.: (cd~~~s'pbncJie'nie~ a l~s d~te~ta~~~ . ¿()~ ·. ~{ ~~ti¿ue;~o. a~ti~PrPsc) 
.. . "".'; :: :;.j •. /ft ... ·.···.. - ·.··. .. ' ' .,.·. ..,. YO: .. , .. 

se observaron totalmente éarentes del precipitado de plata (Lámina I,' figUra C). 

Med~ari10· ·1~·~~¡j~~C:ió'n ···~·~· 1~·~~C:~ica'l~~Ü~ohisfo~u1rri12a ·~~~i~P~f:>~~se oh tuvo·· urí 
reconocimiento p;Jsiti~~· de los depÓsit~s dé la PrPsc en forma de placas (principalmente 

por el centro) (Lámina 1, Figura E yF; ~ámina. 111, Figura F) caracterlsli<:CJs en la 
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enfermedad .·de GSS, además de depósitos iritraC:itoplasrT1átiC::os en . neuronas y 

neuronas de Purkinje, en el endotelio de vasos sanguíneos y en las rneninge~. 
. . 

Mediante la histoqulmica con la lactina MAA observamos'. reconciCimiento positivo 

por placas, depósitos intraéitoplasmáticos, endotelio de vasos s~~dú1~e~s y ; por . el 
.' ·. ,. <·,':.· ~-:·.:·. ·:·.; -. ,,.,, -

neurópilo (Lámina 11, Figura A). Las lactinas ALL, PNA, SNA y LPA:pre'séntaron 
/-··, ,-. 

reconocimiento positivo por los mismos depósitos que reconoció el 'élntii:'Uérpo a~ti-Prp•< 

(Tabla 4). Todas recon~cieron leptomeninges y vasos sá~§ulneos~··s,~~eibarGo, cada 
.. -,o;-,~ ·.· ,_o:;._, ',--. - ' - •. ·• . -

una de las lectin.as presentó diferente afinidad por los distintos:d~pÓ~itos'ci~' I~ p~p•c.' La 
, •"-'" . -· _,_. ,·,·., 

lactina ALL reco~oció con mayor Intensidad la periferia de,las~lab~s (Lálllfna ÍI, Figura 
'.·.·:::. 

D), la PNA la periferia las placas (Lámina 11, ·Figura B), ·mic?oplacas} '~-~-.depósitos 

iritracel~lares en las neuronas de Purkinje (Lárninél' 11, Figura C).' La Í~cti~'a LPA 

reconoció la periferia de las' placas' y los depósitos inira6elul~re['en I~~ 'neur~~as de 

Purkinje. Lá lectin~ SNA reconoció con gran intensidad sólo ~I ~entr~ de las piabas 

(Lámina 11, Figura E). La lactina MRL presentó reconocimiento neg'aíi~o pcír todas 1'as 
. . ' - - ' - -- -~- - . - \ ~~- , '·.,·:..~-

estrUcturas del tejido {Lámina 11, Figura F). · ·. :~ ·.- ¡5, . 
'·•/'. ::• .. •, ,,, ':•,' : ' .: . ' 

Estructura MAA •ALL· ;'LPA: ;:PNA. 'SNA :MRL 

Periferia de las placas ++ ++.+: >:•'.:+.:"· · .. ·++ ·+ 

Centro de las placas +. :.:+:' ·' :+ + +++ 
Micro-placas + •:;++' + ++ + 
Neuronas de Purklnge ++ .. ::e++· ,: + ++ -+ 

Neuronas + ' ·+ + + -+ 
Vasos sangulneos ++ ;\ + + + +++ 
Meninges + -+ + + + 

Cerebros normales ++ : -. 
(endotelio de vasos , 
sani:iulneos) : · 

Tabla 4. Reconocimiento observado por las distintas lactinas el tejido cerebelar de un caso con GSS: 
·, -,. >'~-:- ·-:t(_;, '-:~: < 

En los cerebros normales las lécÍinas no reconocieron estru~tura;:intr~~itoplasmáticas 
ni en forma de placas, excepto con la lactina MM que rec~noció.el.endotelio .de los 
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vasos sangulneos:
0 En los"cer0bro-scori AD~se ºpresehtóreconoCimierifo"por depósitós 

de la protelna .amHoide~~ ¿on I~~ 1~btinas ~NA, LP~: MRL, ;;_LL y PNA. Las marañas 

neurofibrilares fueron reconocid~s por las lactinas LPA; MAA, SNA, MRL, ALL y PNA. 

,_;i'i-- ,:-::,,_',:.-¡'.'O'" e "~:· ., 

'',_;,.;. o:i:s; 

Doble marcaje para rnlcrCÍ~co~fa confoca1;; lecUnas y ~rp•c-

La aplic~ción ~~I 8~b~~!.;mi~~~j~; i¡~;i~~~ y-~nti}rP~: 2~-30~6~. y _la sobreposición de 
-, .-·-.-~-'--::'·- __ ... _,_.,. -~º'.''"·-··-.,;:":·,.,_,,_,_-:;~-·,,__ .. _ .. ,,·_, ".----- '::··,-: _,·.,. ,·::-··. ·._.:-~, , __ .. 

1as imágenes bbiiinicias erF 1osj.ca~~1es I v~iiia -~- róJo, mediante mii:rosé:oi>1a ·• conroca1 
; ,'' , ';;;:,,:;,', - " ,·.-,. :~l-- --,,· . .:-:~ o·s-. 

permitió observ~runa (llinima ~ol~caliz~dión'con la lectin~MAA. y los dislintos'depósitos 

:..:lt;:m;;i~~~l(:~f !¡t~~lj§.'~:!~~L:.:&i~; f Fit21~!: 
(Lámina .111. Figura •• ¡;;·: L~~ ~\¡'prf; (Cáá;;~r11i> FÍ~ur~~ C) '.'iinii~ni~~on· ause~i:la de 

colocalizaclón. c~k> 16~- ~~~¿~};~:\!d~~{1a\f i~~~; :~-~ ··~~rn:~ d~ · .. pl~c~s y •. con los 
. . _. · "· : ,· -~· .,·· .. ' .. ~f~,~::,. ,,«:-~~~r-« ~:~; .. ~. >N'.: .\: ;·.. :.·::'.; - ¡", 

intracitoplasmáticos. Sin embárgo,'Ise;,observójcolocalización intensa de todas las 
- ~«·:_." ~· •••'C:•' -,~;. v', 

0

" V o>;-,: 

lectinas utilizadas,én ~~te•tr_abajo;•exceploMRL: con los depósitos de la PrPsc en el 

endotelio d~ los vasod~~~g'uf~e~~ Tabla 5 .. 
. ·.''.· . •'·, 
LECTINAS PLACAS VASOS 

SANGUÍNEO 

MAA •+ +++ 

ALL -- +++ 

LPA -- +++ 

SNA -- ' +++ . 
PNA '. -- .· +++ 

MRL ·-- --
Tabla 5, Colocallzaclón_ entre los depósitos de la PrP"' y las distintas lactinas. 
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Lámina 1 

fmagen A y B Tinción H y E, cerebelo con GSS. Imagen A; capa molecular con depósitos en 

forma de placas (flechas), núcleos celulares en azul. Imagen B, las tres capas del cerebelo: 

granulosa (zona inferior), donde se observan gran número de núcleos celulares: capa de 

neuronas de Purkinge (zona intermedia) donde se pueden observar los vaclos en el tejido 

producidos por la muerte de las neuronas de Purkinje. Neurona de Purkinje con depósitos 

intracitopiasmálicos (flecha) que se tiñen de color rosa más Intenso que el resto del tejido; y la 

capa molecular (zona superior) compuesta por dendritas y axones de las neuronas. 

Imagen C Tinción argéntica (Método de Bie/chowsky), cerebelo con GSS. Las tres capas del 

cerebelo donde se observa degeneración en la capa de las neuronas de Purkinje. Neurona de 

Purkinje con soma y dendritas Impregnadas con plata (flecha). Ausencia de impregnación de los 

depósitos en forma de placas de la PrP'c que reconoció el anticuerpo anll-PrP'"' (punta de 

flecha). 

Imagen D Tinción con azul de to/u/dina. Cerebelo con GSS. Depósito en forma de placa (flecha) 

e intracitopiasmálicos en neuronas (puntas de flecha). 

Imagen E y F lnmunohistoqu/mlca anti-PrP'c. lmágen E, hipocampo con GSS; reconocimiento 

por el anticuerpo anll-PrP'"' 27-30KDa (flechas), más intenso en el centro de las placas. Imagen 

F, cerebelo con GSS; reconocimiento por depósitos en la capa de la granulosa con el 

anticuerpo anti-PrP"" 27-30KDa (flechas). 

Lámina ti. 

~ Cerebelo con GSS, capa molecular; reconocimiento con la lecllna MAA de depósitos 

en forma de placas (flecha) y del neurópilo, dendritas y axones (punta de flecha). 
- - -

Imagen B Cerebelo con GSS, capa molecular; reconocimiento con la lecllna PNA de depósitos 

en forma de placas, menor en la zona central (puntas de flecha) y _más lnten_so en· la zona 

periférica (flechas). 

tmagen C Cerebelo con GSS, capa d~ las neuronas de Purklnge, r~conoclmlento co~ la Jectina 

PNA, de depósito lntracitoplá~mállcoen una neurona de Purklnje (flecha).>/·· 

tmagen D Cerebelo con GSS, capa molecular, reconocimiento con la lecllna ·ALLd~ depósitos 

en forma de placas, menor en lazona central (puntas dé fle~h~f y ·.;,ás "i'n'te~~o en la zona 

periférica (flechas). 

Imagen E Hipocampo con GSS, capa molecular; reconocimiento. con la' le~tina- SNA qúe se 

restringe al centro de la placa (flechas) y reconocirnÍento e~-un~--~a'~c:I sanguln~o!(punta de 

fleha). 

Imagen F Las tres capas_ del _cerebelo,. con GSS. Ause~ci~ de reconocimiento por la lactina 

MRL por toda estructura del tejido, núcleos celulares en azul. 
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Lámina 111 

Microscopia confocal. Distintas lectlnas en color verde y la PrP'º de 27·30kDa en rojo. 

Color amarillo Interpretado como colocallzaclón. 

Imagen A Hipocampo con GSS. Ausencia de colocálización de. doble maracaje .con la lactina 

SNA y el anticuerpo PrP'º (flecha). Colocalizaclón en'.el endolelio de vasos .sangulneos (punla 

de flechas). 

Imagen B Cerebelo con GSS, capa móleculár, colocalizaclÓn rnlnlrrfa deÍ d~ble marcaje con la 

lactina MAA y la PrP'° (flecha). Colocallzaclón lnle~sa e~ el endot'eli~de 'un ~~so s~ngulneo 
(punla de flecha). 

Imagen e Cerebelo con GGS, capa molecular. Ausencia de colocaliza~Í~n por I~ leétina' PNA y . 

la PrP'°(flecha). Colocalizaclón en el endolelio de un vaso sangulneo (punla de flecha).-.. 

lmfil¡en D Cerebelo con GSS, capa molecular Ausencia de colocalización :con la l~ctina 
0

ALL y la 

PrP'° (flecha). Colocallzación en el endolello de un vaso sanguíneo (punta de flecha). '· 

lmfil¡en E Cerebelo con GSS, célula de Purklnje con depósito lntra~lt~plasm,átlco: Au~encla de 

colocalización con la lactina MAA y la PrP'° (flecha). Colocallzaclón en ·el endotelio de urí vaso· 

sangulneo (punta de flecha). 

Microcopia de luz 

Imagen F Cerebelo con GSS, capa molecular del cerebelo. Técnica lnmunohl~toqulmlca 

depósito de la PrP'° en forma de placa (flecha). Reconocimiento m.ás lntensoen el centro de la 

placa. 
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DISCUSIÓN·· 

El slndrome de Gerstmann-Strilussler~Scheinker es un desorden neurodegenerativo 

caracterizado por la acumulación de una proteina alterada. conformacionalmente, la 

proteina prio~ PrP"°, que· procede de su isoforma norma.1 PrPº. La PrP"º· presenta 

····. ~ropledádes de agrega~ión y resist~ncia a proteasas, se aC:Jmula e~ el SNC f~rmando 
,{''. ,'Jepósitos in;r;cel~lares y extr~celulareSenforma d~ ~la'cas ~~ro~n i~o;~;,' 1994 ). ·. 

i~;: . ~~s~~ :de lás h'ipót'esis: par~ ex~;i~a?~I ~ambi~ cÓ~ro;ihá~IÓnal,~e Ía. ~~(¡t~lria p~iori ~s la 

..... 1~r~:::~j~~:~t,~t~~¡~i~~1f~;\~~~:~i t~~B~::i,~fü :. '~: 
conformación y función de una proteina· extra celular. es la glicosilaclón .. :. 

L·.S~ '... ,':''-;. .. ., . ,... ·' . ..':;.: <·' --~· : . ·, -. -·" < ::~·..:< \·::~~; ;.,_ -·· ,_::>; ":·\- '-.~~(.' ~~\;~,;." ,.:. -:.-, i~-',\:: _ -.-t< .. ~,.- i~·:,.. -- -- : : F ;,· 

2 la glicosilai:ión se lleva a 'cabo·.en.el RE yén él AG/realizada' pcir enzimas que pueden 
• :o i ---~·-'·-·-~e--~::·- ~}, ~ ·;:;:.~·->:-'~-~-, ·~::/-' 1:_-:-;r;: _;:;o~: ~:.,,,--~~-~.-:.:· ·--.>;.,·:-~.- ~,'---'>~··) , 

)j< .fransferir,a la protelna éac:l~nás':de:carb~tildr'atostásl,corrici\añádlr o'. eliminar los 
'.;<~-:-:' ·E? , ! :~.!" · · ·; ·- - . . . . . 
·i::Y carbohidrátos pcir r'nanómeros:t.:as,var1aciioiies.~struétu.ra1es é:te estos dos or9ane1os se 

,6 ccrelaclonaii có~ l~~'Íi~J~ de en~7n~~·que"pr~ient~-~. v·c~~("J cons~éuenciaÚitima esto se 
:~~t_;,:_:,_¡¡,--:_c~ 1·~;:- ,~·~_, e' ' ~_i__:,-. "-·-- - '.·._;_·. 

traduce en él tipo ypcisiCión de los carbohldratos en las é:adÉmas' y en eltamafio dé las 
.... "::d-'>-

';\'L·~is~as (Cumrnin~s. 1992; Schachter, 1995) .. · .. < .··•• ' ...•. , • .. ·• ....... ··.·• ... ···•• ·.·. •.· . ·. . . . 

~'~lf.!t~·::?~!;~t'.'::: ~=~~bt,::~:"::~':'.':,;f.~::1:t.:.":: 
\;;¿ .. ~tt61oglas c~ricé~osa~. (laf cé1Ül~f Clü,Ei; rdrrii~n el tumor r~riJ!~r~~nte exhiben gran 

;~~;\ cantidad . cie , ó1igosacér1dcis siálilaclos > t (Osl:>cirn'fy l<liaii;; 2óoo) 'y• en los.· depósitos en 

· '.! }'0 • ¡Fbr~~~de placas 'y· e~n va~~: s~~~~¡~~Ji;d~ ·¡~ tr:tZÍ~a .amiloide-13 en la enfermedad de 

't;:•: ~i~helm~r.(Guevara •. yrcols.,J~~~,~~:~t"ic1~~ ~;~~c~;y:s~s··~derivados, junto .con otros 

::,;~, ~l~b~~idratos'. s~~ :adi~io~~~o~4l'~r~~~ J~J'~:s ~ta~a~: ¿9 I~ glÍ~osll~clón de las protelnas 
• ·"'~ •· ··' ¡. ·,_ ·.', . . . "·!~-;::. " ~ ':, 

··"'~ •c:l~~tÍ~aci~~···a; 1a ·'cara:texirac.I1'U1af!Jc!0}1a)·¡+¡e.;;braAa~ii1ásriiáu~á; por' 10 que.·. estos 
~'; ,;:.:-~:~,~; "':'--\'" ,'.:.;_·. :" ¡.-'~'e· !> "•·',C 

carbohidratos éci~stit~y~n;I~~ '.·s~ñales ;~é~ ~specifi~~~ p°ara el establecimiento de 
• '.',_• • .... _ .,, "<- ' '.' ·- •• ' ' ·:,: - -··''·- ;'··., _.·., •• ' ' ' '" - • 

reconocimiento y comunicación ce1~1ar (osb'orn y l<han, 2000). 
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Distintas glicoproteinas. que e poseen gran--cantidad de' O~-glicanos •se agrupan bajo, el 

nombre de mucinas, estas son expresadas en la' superficie cel~l;Íy ~~cr~tadas pCJr 

numeroso tipos celulares (Gaffney, · 1992). ~a técnlc~ de'.azul d~\01ti~in~_es u~a técni~a 
para observar depósitos de carbohidr~t~s clel tipo ~ucln~s§:rl1~f~.'.pCJli~~~é;!~~:·Seha 
comprobado que la técnica de azul de tol~idiná Úñe-'de maHerasel~~tiva'c!epÓ~itosde l•a 

PrP'º, tanto intracitoplasmáticos como las placas extr~~~IJ~~r~í~; • iin-~~~ -~~~si~Uidad 
. J:':, cf~,,,:, c,i. <· 

del 62%, con respecto al reconocimiento por el anticuehJo ~-nti~PrP~C: 27~3oko~· Yno füÍe 

los depósitos del amiloide-p de la EA' (Sánchei y co;s./2ob~); ~in ~:~b~fa¿t~ pesar de -. ·.·.~~> . ' .. '~--~·.-,.··.,,: .. :-. •"/';·.,. :·.;< 

la tinción positiva con azul de toÍuidin~ de los depÓsit()~-cie'prpsº y'cle cl~'e 165 ni()d~i()s 
;!:<:;, - • __ -~·-'';' ;\·:··~;->' .,]-' '·: ·. --.~<f··-

teóricos de las PrPº indican posibles sitios para 0',gliC:osiiaÍ:ión} no' se' han encontrado 
-~\ ' ,:' . ' .',.·'. .-

o-glicanos ni en la PrPº y PrP'º deháriistii~_si;ibcR'u'dcF~~6Ís., 2bo1).' .•. _ 

La técnica de impregnació\~rgff ;i;f +~~6ff d:e:isif 1ici~~1t:·~~i ··uCf-. n;7~r;~brillas 
(dendritas y axones) es utilizada pan:(observ¡_¡r marañas neurofi~ril~~es y placas seniles, 

resultando útil para· él diagnosticó de I~ EA CPropheY;y 6~1s·:.X~~~).;ta ~'useri'éia de· 

Impregnación argénlic; ~~ l¿s d~pófilos dé la•' pif'~cc~edf~nie-~:fa' técnica (Lémina-1, 
; --·:- .. -., .': -:··- : ·.. ., • c •• ~"-- ::,-.... ",·,;;<- .-,··.--···.;.,;,; '<~ .. , ...... <".- .- -

Figura C), junto con la uncióri .d.ife~en~i~I de 165 de~ósltos de ~l;iil~ide~p y P~P~º :con el 
·- ·--~-\-~· .. :_t,:.:. ·~·:}'_,_ -- . ···" . ¡:e~~-:':· >~~~~:_~:·j_: .. ;z¿-.· ..... l .. , - -,·. -

-azul de toluidina· podrla irnplicar;qúe ámbos depósitos poseen diferencia~ qui micas que 
" /•' ·) .. ~.~· ;, ·.'.re'·· ....... ~·-:;·'-::;·::,.-,_~;, ·'.\~.'.:·· .. :;,¿:,_··)'.l•;.·.:e-:;.;;;~,·:,1.(;/·;~~~:;:>•·::~:·-,-,-:.:· 

no solo radican en el ' componente proteico principal ¡de los ii\1sní.os; sino en la 
-~.-o ' t.."'·, -').' 

naturaleza de las moléculas (yen glicosil~ción de estas) que s'é_ené:uenlran asociadas a 

los dep~sitos. ;/• 
··.-_,: .--,.. ,_.:·,-; 

La aplicacÍÓn de)nfÍÍunohistbquilÍÍica'antl-~rP',º nos permiÚó establecerconcerteza que 
·':,.,> __ ..,. --~';'O'.-~,;.,- :c.:- '.~,,.,-, ·.;;·. ·;- :,;'O-,-'. 

los . depósitos én form·a :de~fplacas :'observados ,-con. las' técnicas i histÓqulmicas. están 

constituidos·.en sú m~t6~ ~~rte,•.-·par¿1a.~rP,~0,de_27.~30 .. kDa·(~á~lna·.1 •. Figuras ·E, F; 
- ""-~- "· , ! • , ., ;,:;, , .. ··r. 

Lámina 111/Figlira FJ, t~mbién fueron obserVados depósitos intracetula~es ~n neÚronas ~-
.,: .. .. ,.:. -, ... :.- __ ·.' ·" .... ~· .: :·.···:·. --,·-.;_;¡·< .:_ :'-.~~·~·· -~--.!' --. ..:_, ··;··-~:. ·.,,>: ·'.····.- ·' .. _ . 

de PÚ~kinje,' en ~asas sangulnecis y ~n I~~ ~eni~~~s/s~¡ci>el cii,teriiJ d~ h,~yor c~nlidad 

de depósitos~e la PrP'º, f~e que ~;egifTlos el ~ere~elo d~bÍd~ ~ que es el á~ea fTlás 
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afectada en el síndrome de GSS (Brown y cols.,.1994) y:e1 _hipocampo, que también _ 

presentó gran cantidad de placas, para aplicar las técni6as hfsloq-~imÍl:as de lectinas y 

el doble marcaje PrP'º-lectinas. 

La aplicación de la técnica histoquimlca de lectinas nó~ p~rrTlitió determinar la presencia 

anormal y la naturaleza de residuos 0-glicosilado,,s. i~~!.uy~ndo el áéli:JcÍ siáliéo y dos de . 

sus derivados, asociados de manera predorA~ariÍ~ a i65 d~¡:iÓ~i.tof'~~ iaPrP'º. haÍlazgo 
.<:· ~, .• - . .;, '\:' - - . . . . 

que sugiere la presencia de ~.lteraéió'nes ;, en i la /ex~~~·sión~. de . las enzimas 

glicosiltransferasas y asociación de es!~ :ilte:r~cii~ co~;1á·;~atogér\esi~"~~ I~; depÓsiios 
, º·, ,. --- . _,_ • , :, _ _, • .,. :·'· - -·--o_,.,"-.,. - ·. ~ :: ... ~::I -.:;·:f ... · · 

de la PrP'º. Queda por establecer en que'tipo celular se esta"present~.~do la alteración 

en los procesos de 0-glicosilaciÓn, ;~s cj'~.6k~'¡¡ef~~1.~~.,~r1:1~1 f~E<:16~~~i~n{i~d~{~parato 
de Golgi, y si la .identidad. de"'.éstÉÍ;tip'c:í ~~lul~~ cóincid¡,;· c'o~' la\J~:{as d01G1as qÚe 

producen la PrP'º de los disÚnto;·d~~~~i;¿~: •• :·'. ·}¡, ,', J(' \'' j .:> .•• .·,•·· 
El a-NeuAc 2-3, recon.~cld~• con;:a·.·¡~cti~k;~~·se ~-~co~~ró·p:é;~:nte en_,lodo 'e,1 tejido 

incluyendÓ tod~s 1:is••~e~Ó~i_t~s·~; l~~r~~-(Lif 1;~~~-i 1,f~i~uta,·f~.:L·~~ c~~~~~dr;tos.Gal~ ·· 

1,3 GalNAca · 1 ;o. serrrhr ,y c3a1Naca:;{o serfThr, 'íeéonocidos'''éoh'';~L.L'(Cémina 11. 
_ -~:·: -:::· --. : .. -"_ · ' .. :~--:~:'.: ·. -~-:·~~~;:'_,:~· (?'.'.'/--~}~~:--.. ·_ .;·¡¡?::, · \?-i .. ·· _;/~~::' ·-;~!:~-:~" };;~·:_. _ _, --· ::·~:\-r'.·"~~~\::-:;:~:iT:-.::'..~::~~-~.-~Y5;~» ~:-:;\\::_:· ~,_, ... -.-: 

Figura D);_. Neu5~c;.reconocidoco~ LPf>. y [3-D-gal ·.(1-3)·· gaU\jAc/recon.ocido c~~ PNA .• 

presentara~.·· r~~on'jfl~lin1~\p~}~ l~~<di~ó~}~os;~if lr~~il~!~~~1~2if!JP~~+f f .{L,~:~i~;~.•-11,•; 
Figura.e) y en forma de placas; aunque sólo reconocieron la periferia de las plácas y las 

:. ··.- :-_:.· --· .. : . : .-(~- · -_,-.::~~::_.: ?:;;~-~~ ·:·-~1·.~~~~;- -r:t< -;-~~'t.~ \\; ... :: .. _>:~-:-. }:'.:}:·· -~·~;};./_~ J;XJ:: .· :~~~~~::.· ;)(>· I-'.~t~;' :;s:,~~::_' : ~J~-: :-. ·.:'·:- ·.::-__ ·. 
placas. pequeñas (mlcrc~pla~~s). (lámina UI, Figuras B y D):. Po.r el. ~o.ntrario,· el residuo·. 

ci~NeuAc · (~-6) :gal/galg~·c ;~~co~oci~o é~·n • 1~·;eéif na·:.~N~'.'.~e.~~~e~~~t*:-~s~~clfl~a~~nte ·· 
en el ceniro dé1as p1a.6~syllé~n.i~~·d;pósitolíhtrac~1~1are;:·cté~Ín~-1n,"Flgura e¡.La 

· ::::::::~":::;;' ,i:r~¡Jfü~E;~:,z;1r~~t~:~.1r·~E:r,fr·,:·: 
m~duraci¿n d~ 1~s~,~~i~1t~~ci~1a ~r~~0:hi ,.; , -~~ ·· ' . < · 

La microcopia conf~cal nÓs;per~ite ~b~~rtai d~ m~~'era ~ltida clci~ reconocimientos al 

mismo tiempo, sobre la rt1ism; m~estr~ ele tejido. ~n ~ste caso los reconocimientos 
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' ' ' 

fueron hechos con las dislfrita·s le-cti'ilas y' el anti~PrP•c Seobserva~co~lricaliiación si 
- - -, . -. -,-. - - ' -

ambos reconocimientos quedán ;6br;l~paclos ~ p~i10 ta~to, la~ m!Jlécul~s reconocidas 

se .encuenfran en estre6~a aso~i~ció~ espacial. En ·este 'trabajo.la'· prese~cia ·de có-. ., ·•· •. -··· .. ", - ... , .,_ . - . .,.- - . 

localización _nos. podria i~dic~r;qu'e; lo~;ré~ictú~s 0-~IÍccJ~ilad!Js se ~~óue~tran en alguna 

de' las,' cadenas cieJC:~r~~hid;~ti~. a'ciicio.~ad~'s a, la proÍein¡]' p;~;c • ¡j asociadas a 
';---

;~~J: (s~I~ ~~ra pla~~s y vasos 

del· .. residuo a2-3NeuAc,2o~o P,~.~~·;_de;;16~--;c<J~poiie'n~~s A~I 'ílncla de glicosyl

phophatidylinositol (GPI). Estci'debido'~ qü~ ha'~ sid!J d~scritos residuos d~ ácido siállco 

, eneiancladeG~ld~·la~;·P.::{~~~~{~01~·::2d61). ., ·.· · .. · , . ,_; ... 
~ -;~ -~ . __ ,, --. ·, .-. 

Por otra parte; se obseí\ÍÓ co~localización Í~tensa entre el anll-PrP'c y las lectinas LPA, 
. _.. .· ' ·-"? .. ~:,<·/· ;; --- ··:·_, ... '•' .·_ ·, - . ·, . -'·. »: 

.PNA, ALL ySNA eri los depóslios·de,losvasos sanguineos (Lámina 11, Figuras A, e y 
':-;·. _-·· - ------~---· ·.~.-----.:_e~.-:;;::-,.;,"':;_-_·::;~:~·,,-;::-:~=---.-. _-.·'.·-'_- ·' ·,;.·.·~~~.·_,,,-: --'> 

D) sin embargd,.s~'observó'aÜsencia de co-localización con todos los d~pósitos' en 

, forrn'a de ~~ca~-Y ~n 1J{i~i:;;c~lular~s. Si. los 0-glicanos estuviera~ i~pli~~~6i ~n la 

formación de los depósitos de la p¡.psc la afinidad diferencial de las Íectinas ALL;i SNA, 

LPA, y. PN.,.;.' po;clos'~ls1t~X~6~\ dépósitós de PrP'º sugerirla•. la exisie~¿~~~_diferentes · 
-;:.-, - ~ '•1 ,., 

mecani~mos d~-agré9a~f~i;.{F>6~ 1a au~e~cia de co~1oéa1iz~bió~ ~riW~ ~TanÍi~Pr·F>~é: y 1as 

distintas· ÍectÍnas enibs d~p¿'s.ito~~nforina de p1a6as ·pod;;~º~~uJ~~ir;~ue 'est~~no se• 

encuent~an en las ca~ería; d;; carbohldrátos ~e la PrP.~~ .. L¿s ::~id·~~~ -~e. éarbÓhicl~atos 
···, • podrlan ·estar ~n'. ;~s

0

iaci~~a:·~0·~~r~:h1ciiatos"¿~:btras'~()faé~:1~~ • ~~~c\~ci~~ .de rliariera 

especifica ~-1a··¡:;~p~~.-si -~~t~;-fuerae1::~~5·~.' 1;¿•-rn:;~cu1as.'.~~()~iadas a .·¡·os dep~~itos de 

. la PrP"º serian. I~~ tjÚe ~~~é~~~~hibie~'cfo l~s alteraclCÍnes er1 el· proc~so ~·e gllc!Jsilación. 

-~~t~•51~:.i~e~ti~a1'tcj~··{~~'.-~olé~ui~s· aiJc:a~~~',~ í~~·- d;~~ó1j~~~: de
0

la f'rp•c 

', 'podrlan caer de~tro dél grúp~ de rno1é~u'1as que han siclo prop~estas cómo m~diádo;as 

del cambi~ .conformacional de: la PrP•c. Al respecto,·.~~ '.ha d~mostrado que las 
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' ' 

rh"n'"''n'"' moleculareséomo GroEt.:éyHpB104 f~cilitanel cambio conforrri;foional'de 

PrPc a PrP•c (DebBurman y cols., 1997). Ábe~á~. s
1

e conoc'a u~. fenómeno similar en la · 

levadura Saccharomyces cerevisiae que,·~xpresa1un fenbtlpo
1
psi•, al ser:alter~dá la 

expresión por deleción de su 61lapéro~~ rrÍ~lecular (SiJp35p). Lii prbtefna psi• es 

alterada conformacionalmente, · lo ~Le: éóndúce a su j~sbl,ubili.~acl;,y ~gr~gación 
. ~\' '!.t. ' .. ' 

intracitoplásmica (Chacinska Y, cols., 2001 j) 'J ; < 

Otra caracterlstica neuropáÍ¡;IÓg{ci~''c6m1part;~~ pci(1~. ¿~filr~i·d~~ EA y
1
1as; EPRs, 

además de la presencia de ~lacas ~~il:l~es, :~:que las pr:Í~l~~~ principales· de los · 
' . . ' - . - . ' . . ' ' . - -~. ''-· . . . . ,· ,. " - ' ., . . ' .... - . ·' 

depósitos en forma de placas (arrÍiloicle~p' y PrP~?i· re;pec~iva~e~ie) también se 

depositan en los vasos sangulneos (Bueé y·cols.,1997),l;como 1se obser/Ó 'én este 
. . ' ·. ., ·' -,· \-' --~~-- .. ' . . . ' . • .. 

trabajo (Lámina 111, Figuras A-D). En la EA a esta'. éaracterislica se le denomina 
; ~; ~ . '·.r ..• . ~;:-- - . . ., . - - . -- - -. 

angiopatia congofilica, ya que estos depósitos también'se tiñen éCÍn
1

rCÍj~ Congo/y se ha 

',limitado su posición al basamento vascular, zo~a q~e Je e~éile~Ír~ "entre' la' célula 
_-_ ,··:'.~~.:;.¡}?_·_{- ''"":.: __ ii':~~¡ ··~· ;~-~~-

endotelial y las prolongaciones de los astrocit~s (B~eé y cbls.,fa97).
1
Por esta razón en 

. · e- -- .;_-. .';_'!;'¡--·_;- .".i-.,_:;-~3i':'"'"'-;,:·~"''_;~z .. :_f--,:::-~~.~· 

este trabajo se ha limitado el nombrar la.'posiéión;de',losfdepÓsito~ '<i;1osvasos 

' ' sangulneos y no especificar en ei endot~lio, 'ya q~e nuestros 'i!iui'i~d¿ir~i~~luyéndo la 
-- __ :'.:-~ ·'- ·º~; :· - ~ - - ... -;:-.::.~~- ;'._ ,:.;.';.-,-'. ' -- e' ~'-O-~ - - ;' - - -~' '- -_.2.!:/' . . -

resolución • de nuestras. lmagénes) ·.no perrnitédet~rmina.r .. la po.siciÓn exacta de los. O-. 

··•··. glicanos:· S:e,ha,:d,es~r.lt•o~~!~e.~{~~iloi~~-f3\in1~ce;~;:,ª~c.¿él~E~'.~t.d;~'.f U~~s·.:~.:~r.j~~cirel · · 
radical ·su peróxido y otra niólééula ·eón efecto tóxico·; para: las. neuronas,·.·dénoininada 

~· ,, ' :··::' - . ~. '~ ·" ··- '-.. · ,, ;- . ". 

··· •. ·.factor tÓxic~· deÍi.v~~ó. d~i'.e~~~teÍi~· (i~f oE).' E~t~~''Ciai~~·~·~c;ya~ '1a'ií1p6':~si~ '~~~~~e l~s ·• 

eud,.i~~;,,¡;.•;o1f ff ;!~~:~~iiJ:.~71]~?~~;~~\T~;,i'dtiJ~:. 
\ de~encias •• fro~t?te~poi~1es'i' ~a.~én{~hcir por~ ~l~~:~,r ~.eni~~c1~:~~r/~1 sl.ndromé• de 

. D~wri~ eritr~oiras··(Giár:i;;,~!;'y~~ls:.;19g7¡: El'en~~cnfr~i~~~,c;cl::liz~ció'r\~~EÍ .1~~ di~ii~i~s' 
·--,.· 

. lectinas (Tabla 5) c'on los depósitbs de laPrp•c e~ los ~asas sang~fneos nos súgiere la 
. '_:.<-: ::_.< :· ~ . '· ' . :: .·.--:·: ·. . ' _:_· .. _:;· : ' 

participación de los carb.ohidratos en las· alteraciones vasculares. y abre 1.a posibilidad 
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l~s alteraCiC>nes ·.en el. procesa'postraduéC::iC?náTcfe'o:91iC:'osilación ºsepuE!ctán E!ll-confrár · 

algún componente celular que C:ánforme la barrera hematoencefálica. Alteraciones en la 

función del apart6 de. Golgi, e~ la E~.t~mbién. ~~n 'sido sugerldas .. al ~ncontra~. que. en 

las cisternas-trans del apar'~t~'ae1:(3olgl se;rorma gran canlld.ad de la la .forma estable 

del principal fragni'~ntC> ci~ 16s 'depósiíos de AJ3, el AJ3 de 42 aminoácidos (Greenfield y 

col., 1999)'. 

Para conocer. el p~pe'1 d~ 'ia · 0-glicosilación en los desórdenes neurodegenerativos es 

necesario.· deter~i~ar l~;i~~ntidad de las moléculas sobre las que se enc~~~fran las 

al.teraclones en 1a6-g1icosiiaclón, asl como estudiar los mecani~mos pcir I~; curies este 

tipo d~. carb~hid;~t~~· se adicionan, y como las modificaciones en. estos procesos 
·. :·.::'. ,· . 

P,()drian provoca( el cambio de conformación de una protei..;~,;:6~1~1~r ..;~/mal. a .una 

patológica mediante Interacciones moleculares anormales, o participar en .alteraciones 

;uncionales d~ las. neuronas, probablemente en el'~econoclmi~nt~ y comunicación 

celular, que conducen a los procesos neurodegenerativos. 
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ANEXOS 

Anexo 1 
Solución acuosa de formaldehldo (Fijador) 
Agua destilada 900ml 
formaldehldo comercial 100ml 
La cantidad utilizada, debe ser 
aproximadamente, 10 a 20 veces el volumen 
de la muestra. 

Anexo 11 
Adherente de silano (SIGMA) 
Silano 2ml 
Acetona 98ml 

Lavar los portaobjetos con detergente de pH 
neutro. enjuagar con agua destilada, dejar 
secar completamente. Sumergir en la 
mezcla de silano al 2% en acetona, durante 
2 min.; Posteriormente, enjuagar 2 veces 
con agua destilada. Secar completamente a 
temperatura ambiente o en estufa. La 
solución es reutilizable, mientras no cambie 
a color amarillo rojizo; mantener en 
refrigeración. 

Anexo 111 
Deshidratación e Inclusión en parafina 
=> Agua destilada por 30 seg 
=> Alcohol 96% por 3 mln 
=>Alcohol 96% por 3 min 
=> Alcohol absoluto por 3 mln 
=> Alcohol absoluto por 3 min 
=> Xilol absoluto, alcohol 96% (1:1) por 3 
min 
=> Xilol absoluto por 1 O mln 
=> Xilol absoluto por 1 O mln 
=> Parafina fundida por1 h 
=> Parafina fundida por1 h 
=> Inclusión en parafina fundida y 
solidificación de la parafina con frlo 

Desparaflnado y rehidratación de los 
cortes del tejido. 

=> Xilol absoluto por 1 O min 
=> Xilol absoluto por 10 min 
=> Xilol absoluto, alcohol absoluto (1:1) por 3 
min 
=> Alcohol absoluto por 3 min 
=> Alcohol absoluto por 3 mln 
=> Alcohol 96% por 3 mln 

=> Alcohol 96% por 3 mln 
=> Agua destilada por 30 seg 

Deshidratación, aclaración y montaje de 
los cortes de tejido 

=> Agua destilada por 30 seg 
=> Alcohol 96% por 3 min 
=> Alcohol 96% por 3 min 
=> Alcohol absoluto por 3 min 
=> Alcohol absoluto por 3 min 
=> Xilol absoluto, alcohol absoluto (1:1) por 3 
min 
=> Xilol absoluto por 1 O min 
=> Xilol absoluto por 10 min 

Para montar permanentemente el tejido fue 
agregada una gota de resina y se colocó el 
cubre objetos, se dejó secar por 24 horas. 
En el caso del medio de montaje para 
microcopia confocal, fue agregado 10-15 µI 
de Vecta-shield (Vector) por cada lámina, 
después de colocado el cubreobjetos se 
sellaron los bordes con barniz de uñas y 
fueron almacenados en oscuridad. 

Anexo IV 

Buffer de Fosfatos, pH 7.4 (PBS) 
Solución A 
Fosfato monosódico Na H2 P04,175.2 gr por 
1 L (se recomienda preparar 250 mi . de 
solución A por cada litro de solución B). 
Solución B 
Fosfato disódico Na2 H P04 (56.8 gr por 
cada 1 L) 
Mezclar 81% de la solución B y 19º/ode la 
solución A, pH 7.4 · 
Agregar 17.6 gr. de Cloruro de Sodio, NaCl2 
y Bgr de Cloruro de potasio KCl2 por cada l. 
= Solución concentrada 2X, diluir 1: 1 'con 
agua bidestilada. 

Anexo V (Reactivación antlgénlca con buffer 
de citratos y calor). .. 
Amortiguador de citratos 1 Orr1M, pl:J6) · 

Solución stock Ácido: 0.1 M de ácido cltrico 
Solución Stock Base: 0.1 M de citrato de 
sodio · 
Solución de trabajo: 9ml de A+41 mi de B. 
Llevar a 500ml con agua deslonlzada. 
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Procedimiento: 
Inmersión de los cortes en un vaso de coplin 
con buffer de citratos, el vaso se colocó en 
baño maria y fue calentado en microondas 
durante 3.5 min, a 750 watts, hasta 
ebullición. Evitar que se sequen los cortes si 
es necesario agregar más amortiguador. Se 
dejan enfriar a temperatura ambiente por 20 
min. Se enjuagan con PBS pH 7, para 
continuar con la técnica. 
Nota: Para evitar que se formen burbujas 
entre las láminas, el espacio entre éstas 
deberá ser mlnimo de 4mm, 
aproximadamente. 

Anexo VI 

Revelador de Diamlnobencldina DAB', en 
PBS Tritón. 

Precacución: Este reactivo posee 
propiedades carclnogénlcas, por lo que su 
uso requiere protección, doble guante,' doble 
cubre boca y lentes, cualquier material 
contaminado debe ser limpiado con cloro, 
hasta no observar residuos oscuros. · 

Solución: 
Diaminobencidina (DAB) (SIGMA) 3.0 
miligramos por cada 10 mi deTritón Xc100 
(SIGMA) al 2% en PBS 7.4 

Procedimiento: 
Los cortes del tejido fueron Inmersos en la 
solución de DAB, posteriormente; por cada 

50 mi de la solución, fueron agregados 400¡il 
de H,O,,.Se agitó suavemente hasta que los 
cortes tomaron un color marrón. La solución 
de DAB fue vertida en un recipiente con 
cloro y los cortes fueron enjuagados con 
agua corriente, durante 5 min, para 
proseguir con la contra tinción o montaje de 
las láminas 

Un Indicio que el reactivo DAB ha sido 
desnaturalizado, ha perdido su propiedad 
carcinogénica, es el cambio de su color; de 
café oscuro a amarillo, momento en el cual 
puede ser desechado. 
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