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I Abreviaturas

aa
BSE
C-terminal
CJD

DNA

Dpl

EEG

EPH

fCJD

FFI

GPI

GSS
HDL-1
iCJD

kDa

LCR

LINE

mL
mincRNA
mRNA

ML

Aminoacido

Encefalopatia espongiforme bovina
Extremo carboxilo terminal de la proteina
Enfermedad de Creutzfeldt Jakob

Acido desoxirribonucleico

Proteina Doppel

Electroencefalograma

Enfermedad priénica heredable
Enfermedad de Creutzfeldt Jakob familiar
Insomnio Familiar Fatal
Glicosilfosfatidilinositol

Gerstmann Straussler Scheinker
Enfermedad de Huntington tipo 1
Enfermedad de Creutzfeldt Jakob iatrogénica
Kilodaltones

Liquido cefalorraquideo

Elemento largo intercalado

Mililitros

mRNA largo no codificante

Acido ribonucleico mensajero

Microlitros
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N-Terminal
Ng
OMS
ORF
OPR
OPRI
p.b.
PCR
PRNP
PrP
PrP®
PrpSe
PSWC
r.p.m.
RE
RMN
sCJD
SDS
TSE
UP

vCJD

Extremo amino terminal de la proteina
Nanogramos

Organizacion Mundial de la Salud

Marco de lectura abierta

Repeticiones de octapéptidos

Insercion de repeticiones de octapéptidos
Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa

Gen codificante de la proteina Prién en el humano.
Proteina prion

Proteina prion celular

Proteina prion scrapie

Complejos de ondas agudas periddicas
Revoluciones por minuto

Reticulo endoplasmico

Resonancia magnética nuclear

Enfermedad de Creutzfeldt Jakob esporadica
Dodecilsulfato de sodio

Encefalopatia espongiforme transmisible
Ubiquitina-proteasoma

Variante de la enfermedad de Creutzfeldt Jakob
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Il Resumen.
Las enfermedades pridnicas o encefalopatias espongiformes transmisibles (TES)
son padecimientos irreversibles, crénicos y fatales que afectan principalmente el
sistema nervioso central de humanos y animales infectados. Dentro de este grupo,
han sido descritos en el humano padecimientos tales como la enfermedad de
Creutzfeldt Jakob (CJD), la enfermedad de Gerstmann Straussler Scheinker (GSS),
el kuru y el insomnio familiar fatal (FFI). La incidencia de estas enfermedades es
extremadamente baja, presentandose un caso por cada millén de habitantes por afio

como promedio mundial para la CJD, que es la enfermedad mas frecuente de este

grupo.

Estas enfermedades son clasificadas en base a su etiologia como esporadicas,
transmisibles o hereditarias, representando estas ultimas 10 a 15% de los casos y

segregando con un patrén de herencia autosémico dominante.

En el gen PRNP, el cual codifica para la proteina prion celular, se han descrito
numerosas mutaciones puntuales, codones de paro prematuro e insercion de
repeticiones de octapéptidos. Estas mutaciones son responsables del cambio en la
secuencia de aminoacidos y estructura de la proteina prion, modificando asi sus
propiedades fisicoquimicas, alterando su funcion y facilitando la formacion de fibrillas
proteicas responsables de la espongiosis y astrogliosis cerebral, la cual conlleva
entre los principales sintomas a una demencia de rapida evolucion, signos

piramidales y extrapiramidales, mioclonia, ataxia, fatiga, insomnio y pérdida de peso.

La proteina prion y las enfermedades pridnicas vinieron a romper paradigmas en la
biologia sobre las propiedades e interacciones de las proteinas. En el presente
trabajo se hace una breve revision sobre las propiedades de esta peculiar proteina,
abordando aspectos tales como su estructura, interacciéon y posibles funciones, asi
como del gen que la codifica, sus caracteristicas y la importancia de las variaciones
que en el se presentan, y que en muchos casos, conllevan a las enfermedades

pridnicas.

En este estudio, se llevd a cabo la secuenciacién del gen PRNP en 15 pacientes
atendidos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez’, los cuales presentaban una demencia de rapida evolucién y habian sido
diagnosticados con probable enfermedad pridnica.
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Se encontré la mutacion E200K en seis pacientes y la mutacion T188R en tres
pacientes, dichas mutaciones estan acopladas a diferentes polimorfismos en el
codon 129. Los resultados fueron comparados con un grupo control de 100

individuos obtenido previamente por el mismo grupo de trabajo.

Las mutaciones encontradas en el gen PRNP, asi como el fenotipo de los nueve

pacientes que las portan, corresponden a la enfermedad de Creutzfeldt Jakob.

En aquellos pacientes que no presentan mutaciones en el gen PRNP, no puede
descartarse la existencia de una de estas enfermedades, pero su diagnostico debe
confirmarse por otros métodos, ya que como se vera mas adelante, la presencia de

mutaciones en el gen PRNP no es la unica causa de las enfermedades pridnicas.

Son escasos los reportes que existen en México sobre pacientes con enfermedades
pridnicas, y a excepciéon del estudio de la familia con enfermedad de GSS reportada
por el mismo grupo de trabajo, éstos son los primeros datos de enfermedades
prionicas en general en poblacion mexicana que involucran el analisis del gen
PRNP. Llama la atencion que en un periodo tan corto de tiempo (2 afios) se
presenten tantos casos de una enfermedad con tan baja frecuencia, lo cual sugiere
que la prevalencia de estas enfermedades esta subestimada, o bien, que no se esta

realizando un diagndstico correcto de las mismas.
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2.1Planteamiento del problema

El entendimiento de las enfermedades pridnicas se encuentra aun inconcluso al no
conocerse los mecanismos por los cuales se produce un plegamiento anémalo de la
proteina prién y ésta logra su replicacion, ni las funciones que la proteina prion
celular normal realiza. Este desconocimiento influye también en el hecho de que
hasta el momento no se tenga una cura para estas enfermedades, las cuales cursan
con sintomas cronicos y progresivos que conllevan a la muerte en un periodo de un

afo en promedio a partir del inicio de los sintomas.

La transmisibilidad ampliamente comprobada de estas enfermedades, plantea un
riesgo de salud publica, por lo cual es necesario realizar un diagndstico certero de
éstas, y una parte elemental dicho diagndstico, es el analisis de la secuencia del gen
PRNP.

Como ya se ha mencionado, las mutaciones en este gen son causantes de
enfermedades pridnicas, y dado su patron de herencia autosémico dominante,
representan un factor de riesgo para la descendencia de los portadores. Es por esto,
que el andlisis del gen PRNP en pacientes no solo servira para confirmar el
diagndstico de la enfermedad, sino que dara pie al asesoramiento genético de las

familias en riesgo.

Por otro lado, tal como se menciond previamente, a excepcion de un estudio de la
enfermedad de GSS realizado por el mismo grupo de trabajo, no existen reportes en
la literatura que aborden el analisis del gen PRNP en pacientes mexicanos con
enfermedades pridnicas, por lo cual, este estudio es de utilidad para conocer la
presencia e influencia de variaciones en este gen en pacientes mexicanos, asi como
para brindar una idea sobre la prevalencia de estas enfermedades en nuestra

poblacién y la existencia de factores de riesgo asociados a ella.
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2.20bjetivos

® Identificar las mutaciones y polimorfismos presentes en el gen PRNP en
pacientes mexicanos con demencia de rapida evolucidén y diagnostico de
probable enfermedad pridnica.

® Analizar la influencia del polimorfismo M129V como factor de riesgo en las
enfermedades pridnicas.

@ Realizar una correlacion genotipo — fenotipo de los pacientes estudiados.

2.3Hipoétesis

Dados los reportes en la literatura sobre la etiologia de las enfermedades causadas
por priones Y la influencia del polimorfismo M129V en el fenotipo, se espera que solo
un porcentaje de los pacientes diagnosticados clinicamente con probable
enfermedad pridnica presenten mutaciones en el gen PRNP, y que las mutaciones
encontradas estén acopladas a diferentes polimorfismos en el codén 129,
presentando un inicio mas tardio aquellos pacientes heterocigotos para este

polimorfismo.
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11l. Marco teoérico.

3.1El concepto de pridén

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs) o enfermedades prionicas,
son un grupo de padecimientos neurodegenerativos que fueron descritos por
primera vez en ovejas y cabras, denominado entonces “scrapie”. Los animales con
scrapie mostraban cambios en el comportamiento, irritabilidad, temblor,
convulsiones, pérdida de peso, una tendencia a rascar (de ahi surge el término
“scrapie”) y la muerte en unos pocos meses. El analisis histopatologico del cerebro
de animales infectados mostré espongiosis, astrogliosis (incremento anormal del

numero de astrocitos) y muerte neuronal. [1]

Enfermedades con fenotipos similares en el humano comenzaron a ser reportadas
en la década de 1920. Los primeros reportes fueron realizados por Hans Creutzfeldt
y Adolf Jakob de manera aislada, y posteriores reportes fueron publicados por
Heidenhein y el grupo de trabajo de J. Gerstmann, pero fue hasta el afio de 1956
cuando el estudio de las enfermedades pridnicas en humanos comenzé

verdaderamente. [2,3,4]

En ese ano, Gajdusek y Zigas comenzaron el estudio de una rara enfermedad que
afectaba a los pobladores de las tierras altas orientales de Papua, Nueva Guinea,
esta enfermedad llamada kuru, provocaba temblor, falta de coordinacién, sintomas
siquiatricos y muerte. Estos investigadores prestaron especial atencion al rito de

canibalismo ahi practicado por la etnia Fore a través de distintas generaciones. [5]

Al conocer los hallazgos de Gajdusek, el patdlogo veterinario Hadlow encontré una
relacion entre los analisis histopatoldgicos de pacientes con kuru y animales con
scrapie, la cual comunicé a Gajdusek, haciéndole saber que ya habia sido
demostrada la transmision del scrapie entre ovejas. Al saber esto, Gajdusek trabajo
en la demostracion de que el kuru podia ser transmitido a chimpancés, dicha
evidencia de transmisibilidad le valié el premio Nobel de Fisiologia y Medicina en
1976. Sin embargo, el agente causal permanecia desconocido, y hasta ese
momento, la hipotesis mas aceptada aseveraba que las TSEs eran consecuencia de

un lentivirus por los largos periodos de incubacion. [5,6]
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Como consecuencia de estos descubrimientos, los ritos de canibalismo cesaron y
asi la incidencia del kuru fue disminuyendo hasta practicamente su desaparicion.
Ademas, se plante6 una relacién entre esta enfermedad y las reportadas por los

investigadores contemporaneos a Creutzfeldt antes mencionados. [2]

Al no conocerse ni tenerse aislado el agente causal de estas enfermedades, los
investigadores se centraron en su identificacion. Experimentos realizados por Alper y
colaboradores, mostraron que el agente infeccioso carecia de material nucleico,
pues condiciones capaces de destruir DNA o RNA no afectaron la transmision de la
enfermedad, y casi al mismo tiempo, el matematico Griffith plante6 la idea de que

una proteina mal plegada podia ser el agente infeccioso. [7,8]

En 1982 Stanley B. Prusiner, al probarlo por mas métodos, publicd que el agente
causal no poseia material nucleico y demostré el caracter proteico del agente causal
al exponerlo a compuestos degradantes de proteinas, mostrando que este agente
resultaba ser menos o nada infeccioso después de estos tratamientos. Fue entonces
cuando surgié el término de "pridon", propuesto por el mismo Prusiner como
abreviatura de “particula proteica infecciosa”. [9] Fueron él y otros investigadores
quienes plantearon la teoria de que esta proteina tenia el potencial de replicarse a si

misma y por lo tanto propagar la infeccion. [10]

Desde entonces, Prusiner se enfocé en el aislamiento y purificacion de esta
proteina, a la cual se le atribuyeron propiedades sorprendentes de resistencia a
proteasas y a inactivacion por métodos fisicoquimicos rutinarios. [11] Los estudios
de Prusiner sobre las TSEs lo hicieron acreedor del premio Nobel de Fisiologia y
Medicina en 1997. [2]

Poco después de los descubrimientos de Prusiner, alrededor de 1985, fue
descubierta una proteina muy similar a la proteina prion en el raton y el hamster, la
cual era codificada por un gen, al cual se le llamé gen de la proteina prién, Prnp, y
esta proteina, fue entonces llamada proteina prion celular o PrP. [12] En 1986, se
descubrié el gen PRNP en humanos y otros mamiferos. Diversos grupos de
investigacion, incluyendo el de Prusiner, mostraron que la proteina pridn,
responsable de las enfermedades pridnicas en humanos y animales, era una
isoforma anormal de la PrPC. Para distinguir entre ambas formas, se le llamd

proteina pridn scrapie o PrP° a la isoforma anormal. [13,10]
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3.2Gen PRNP

El gen codificante de la proteina prion en el humano, PRNP, se encuentra en el
locus 20p12-pter y consta de 20 kpb. Este gen esta compuesto por dos exones, el
exén 1 no traducido de 136 pb, un intron de aproximadamente 12693 pb de tipo
spliceosémico en fase cero y el exdon 2 de 2354 pb que codifica para la proteina

prion completa como lo muestra la Figura 1. [14-16]

L p12ter _

i prne -,

CROMOSOMA 20

Figura 1 Localizacién y estructura del gen PRNP.
(Tomada y modificada de Mehrpour M, et al. 2010. [17]).

La regiéon 5’ del sitio de inicio transcripcional tiene un sitio rico en GC [16]. La region
promotora contiene una caja CCAAT Yy sitios de union a factores de transcripcion
como Sp-1, Ap-1, Ap-2, PPAR-gamma1, NF-1 y Max-1 entre otros. [18,19] Ademas,
el promotor de PRNP contiene un elemento regulatorio de choque térmico que
puede responder a estrés y resulta en un aumento en la sintesis de mRNA y la
sobreexpresion de PrPC, esto ha sido comprobado en distintas lineas celulares
utilizando oxigeno hiperbarico, oxido nitrico o estados de hipoglicemia como

modelos de estrés oxidativo. [17,20]
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Los analisis de la secuencia de la regidn promotora en pacientes y controles son
escasos, entre los hallazgos mas relevantes se encuentra el realizado por Vollmert,
quien sugiere que la presencia de una citosina en el polimorfismo SNP1368(T/C) se

encuentra asociada a la sCJD. [21]

El cododn de inicio se localiza a 10 nucledtidos del extremo 3’ del sitio aceptor del
corte y empalme, lo que evita la interrupcién del mensaje y la existencia de formas

alternativas. [18]

Hasta el momento, no hay evidencia de duplicaciones del gen PRNP en pacientes
con enfermedades pridnicas [22], y se ha observado una penetrancia incompleta de
algunas de las principales mutaciones al encontrarse personas asintomaticas de
edad avanzada portadoras de éstas, ademas de una expresividad variable en

portadores afectados. [23]

La proteina prion se encuentra altamente conservada en mamiferos, los cuales
presentan mas del 50% de identidad en la secuencia de nucleétidos con respecto al
humano. [24] Una de las regiones mas conservadas es la region codificante de

repeticiones de octapéptidos (conservacion mayor a 95%). [25]

Esta identidad en la secuencia ha sido relacionada con la transmisibilidad de
enfermedades por priones entre diferentes especies, cobrando especial relevancia

los codones localizados entre los residuos 30 y 130. [26]
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3.3 La proteina priéon

Figura 2 Estructura de la PrP°.

Obtenida por RMN a pH de 7. Denota el nucleo hidrofébico en color grisaceo que contiene la
region no estructurada. Se pueden apreciar las tres hélices a (HA, HB y HC), asi como las
dos laminas B plegadas (S1 y S2). (Tomada de Van der Kamp M, et al, 2009. [27]).

3.3.1 Sintesis y estructura

La proteina prion consta de 253 aminoacidos y tiene un peso de 32 a 35 kDa La
sintesis de PrP® requiere la translocacién de la proteina naciente al lumen del
reticulo endoplasmico, donde el péptido sefal N-terminal y C-terminal son
eliminados, quedando una proteina de 208 aminoacidos (residuos 23-230), a la cual

es conjugado un residuo de glicosilfosfatidilinositol (GPI) en el extremo C-terminal.
[17]

Una vez que estd completamente plegada, la PrP¢ entra al aparato de Golgi y
posteriormente se ancla a la membrana celular insertando el residuo GPI como lo
muestra la Figura 3. [28] El plegamiento nativo de la PrP® ha sido determinado como

un mondémero por RMN a pH acido y neutro. [29]

Esta proteina extracelular posee una cola larga y flexible N-terminal (residuos 23-
128), un dominio globular (residuos 129-228) y un dominio C-terminal corto y flexible
(residuos 229-230). [30] La secuencia y dominios de la PrP® son mejor ilustrados en
la Figura 4.
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El dominio N-terminal es una cola flexible presente en la
mayoria de las especies animales y contiene series de 4 0 5
repeticiones de ocho aminoacidos (PHGGGWGQ). [31] Las
formas aberrantes truncadas de N-terminal de PrP® ancladas a
la membrana celular alteran la respuesta a estrés oxidativo y se

vuelven resistentes a proteasas. [32]

El dominio globular consiste de tres a-hélices y dos laminas - c
Figura 3 PrP- madura

plegadas. Contiene un cumulo de residuos cargados insertada a la membrana
celular.

El ancla de GPI se muestra
hidrofébicos (112 a 133). La formacion de puentes salinos e insertado en la membrana
. . L .. en forma de esferas. La
interacciones de puentes de hidrégeno a lo largo del dominio glicosilacién se muestra a
manera de ramificaciones
en la parte superior.
terciaria de la proteina. [27,31] (Tomada de Van der Kamp
M, et al, 2009. [27]).

positivamente (residuos 95 a 110) y una secuencia de residuos

estructurado proporciona estabilidad a la estructura secundaria y

El dominio C-terminal cobra importancia dado que mutaciones en el afectan la union
a GPl y promueven la acumulacién de la proteina en el citosol provocando
neurotoxicidad. [31,33]

Figura 4. Estructura lineal de la PrP°. La figura ilustra los principales dominios de la
proteina, asi como los sitios de glicosilacion y puentes disulfuro. (Tomada y modificada de
Mehrpour M, et al. 2010. [17]).
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3.3.2 Degradacion de la proteina prién

En condiciones fisioldgicas, la degradacién de PrP® ocurre via proteosoma y
endosomas. [34] Cuando se produce una PrP® mal plegada, ésta es retenida en el
RE vy transportada al citoplasma, donde es marcada para su degradacion por el
sistema UP. [34,35] Pero en el caso de las PrPS°, que son mal plegadas y escapan
del sistema de control del RE, estas se acumulan en el citosol como agregados
insolubles resistentes a proteasas. Por otra parte, evidencia experimental muestra
que el metabolismo alterado de PrP®, como una consecuencia de ya sea una
inhibicién primaria del UP o un exceso de sustratos del UP, también produce un
incremento en la cantidad de PrP€ citosélica, la cual llega a ser responsable de una
neurotoxicidad. [36,37]

3.4 Polimorfismos en el gen PRNP y susceptibilidad a enfermedades pridnicas.

Se han reportado seis polimorfismos en el gen PRNP (véase la Tabla 1), de los
cuales el mas estudiado es el M129V (c.385A>G), que juega un papel critico en la
susceptibilidad y modificacion del fenotipo de las enfermedades pridnicas. [23]
Existe una marcada diferencia en la frecuencia alélica del codon 129 alrededor del
mundo: en la poblacion del Reino Unido y el norte de Europa, la frecuencia del alelo
129M es de alrededor de 0.65 con un ligero decremento a través de Europa hacia
Africa y un marcado incremento hacia el continente Asiatico. [38,39] El alelo 129V,
es mas frecuente sélo en el altiplano este de Papua Nueva Guinea con una

frecuencia de 0.55 y algunas poblaciones nativas americanas. [23]

Algunos autores plantean la hipétesis de que la alta prevalencia del alelo 129V del
gen PRNP en muchas poblaciones de Centro y Sudamérica puede ser resultado de
una presion selectiva ante la aparicion posibles de epidemias similares al kuru, el
cual se retomara mas adelante, con base en datos histéricos que refieren que el
canibalismo era realizado entre los americanos, principalmente entre los aztecas.
[40,41].

Sin embargo, esta hipotesis contradice hasta cierto punto las observaciones sobre la
influencia del alelo M129V en la susceptibilidad a estas enfermedades, ya que se ha

notado ampliamente que la heterocigosidad en este alelo confiere una mayor
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proteccion contra la infeccion, representando un mayor riesgo la homocigosidad en

este coddn, especialmente para metionina. [23]

La relevancia del efecto del alelo M129V es mejor demostrado en pacientes con la
variante de la enfermedad de Creutzfeldt Jakob (vCJD), en donde todos los casos

analizados genéticamente, han sido homocigotos para 129M. [42]

El polimorfismo E219K, encontrado en poblaciones del este asiatico, también tiene
un efecto mayor en la susceptibilidad a enfermedades pridnicas y puede modificar el
fenotipo, dando como resultado un genotipo de proteccion la heterocigosidad en este
codon. [43] Los polimorfismos en los codones G142S y N171S, mas frecuentes en
poblaciones africanas, no han sido probados para efectos de susceptibilidad a

enfermedades pridnicas, al igual que los polimorfismos [128M y V2031.[40]

En Papua Nueva Guinea se identifico el polimorfismo G127V y se encontré que al
igual que la mayoria, la heterocigosidad en este confiere cierta proteccion contra el
kuru. [44]

Ademas de estas variantes puntuales, en los codones 51-91 del dominio N-terminal
(que codifican un nonapéptido seguido de cuatro repeticiones de octapéptidos
idénticos), se han descrito alteraciones en el numero de repeticiones a manera de
polimorfismos. [43] Una delecion de una repeticion de octapéptido ocurre como

polimorfismo poco comun en la poblacidén europea. [45]

Tabla 1. Polimorfismos presentes en el gen PRNP. Tomada y modificada de The Official
Mad Cow Disease Home Page [46].

ggcGGCtac | GGA Gly Val G127V Mead S (2009) N Engl J Med 361: 2056
tacATGctg | GTG Met Val M129V | Doh-Ura (1989) BBRC 163:974
cccATCata | ATG lle Met 1138M Laplanche (2000) pers. comm
ttcGGCcag | AGC Gly Ser G142S Laplanche (2000) pers. comm.
agcAACcag | AGC Asn Ser N171S Samaia (1997) Nature 390:241
gacGTTaag | ATT Val lle V203l Peoc'h (2000) Hum Mutation 323: 482
tacGAGagg' | AAG Glu Lys E219K Barbanti (1996) Neurobiology 47:734
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Se han realizado estudios de asociacion entre las enfermedades pridnicas y
multiples secuencias dentro y fuera del gen PRNP, entre las asociaciones
propuestas se encuentra una entre la vCJD y el serogrupo HLA-DQB7, pero los
resultados no han sido comprobados en muestras grandes. [47,48] De igual manera
los genotipos del gen codificante de la proteina Doppel (PRND) y APOE han sido
probados para asociacion con enfermedades priodnicas, con resultados inconclusos.
[49-51]

3.5 Mutaciones en el gen PRNP
Las mutaciones presentes en el gen PRNP se clasifican en tres tipos:

? Mutaciones puntuales (sustitucion de aminoacidos)
2 Codones de paro prematuro

? Insercion de repeticiones de octapéptidos (OPRI).

Hasta el momento han sido descritas mas de 36 mutaciones en el gen PRNP,
incluyendo mutaciones de sustitucion de aminoacidos, codones de paro prematuro,
mutaciones silenciosas e insercion o delecion de repeticiones de octapéptidos

(véase la Tabla 2).

Tabla 2. Mutaciones puntuales reportadas en el gen PRNP. Tomada y modificada de The
Official Mad Cow Disease Home Page [46].

cagCCTcat CCC Pro Pro | P68P | Windl (1999) Hum Gen 105:244.

aagCCGagt CTG Pro Leu | P102L | Hsiao (1989) Nature 338:342.

aagCCAaaa | CTA Pro Leu | P105L | Kitamoto (1993) BBRC 191:709.

aagCCAaaa | ACA Pro Thr | P105T | Polymenidou (2010) Brain Pathol.

gcaGCAagc | GCG Ala Ala | A117A | Hsiao (1989) Nature 338:342

gcaGCAagc | GTA Ala Val | A117V | Doh-Ura (1989) BBRC 163:974.

gg9gGGCcitt GGG Gly Gly | G124G | [Prusiner (1997) Science 278:245]

gacTATgag | TAG | Tyr | stop | Y145s | Ghetti (1996) PNAS 93:744

aacCAAgtg TAA GIn stop | Q160s | Finckh U (2000) Am J Hum Genet 66:110

caaGTGtac GTA Val Val | V161V | Prusiner (1997) Science 278:245

cagAACaac | AAT Asn Asn | N173N | Laplanche (2000) pers. comm.

gtgCACgac | CAT | His | His | H177H | Ripoll (1993) Neurology 43:1934

cacGACtgc AAC Asp Asn | D178N | Goldfarb (1991) Lancet 337:425

tgcGTCaat ATC Val lle | V180l | Kitamoto (1993) BBRTC 191:709
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atcACAatc GCA Thr Ala | T183A | Nitrini (1997) Ann Neurol 42:138

cagCACacg | CGC His Arg | H187R | Cervenakova.(1999) Am. J. Med. Genet. 88(6):653

cacACGgtc | AGG Thr Arg | T188R | Windl (1999) Hum Gen 105.244

cacACGgtc AAG Thr Lys | T188K | Finckh U (2000) Am J Hum Genet 66:110

cacACGgtc GAG Thr Ala | T188A | Collins S (2000) Arch. Neurol 57:1058

cacACGgtc ACA Thr Thr | T188T | Laplanche (2000) pers. comm.

g99GAGaac | AAG Glu Lys | E196K | Peoc'h (2000) Human Mutation #323

aacTTCacc TCC Phe Ser | F198S | Hsiao (1992) Nature Genet.1:68

accGAGacc | AAG Glu Lys | E200K | Goldgaber (1989) Exp. Neurol.106:204.

accGACqgtt AAC Asp Asn | D202N | Piccardo (1998) J N Exp Neur 57:979

accGACqgtt GAT Asp Asp | D202D | Laplanche (2000) pers. comm.

gagCGCgtg CGT Arg Arg | R208R | Laplanche (2000) pers. comm.

gagCGCgtg CAG Arg His | R208H | Mastrianni (1996) Neurol.47:1305

gtgGTTgag ATT Val lle | V210l | Pocchiari (1993) Ann. Neurol.34:802."

gttGAGcag CAG Glu GIn | E211Q | Peoc'h (2000) Human Mutation #323

gagCAGatg CAA GIn Gln | Q212Q | Windl (1999) Hum Gen 105.244.

gagCAGatg | CGG Gln Pro | Q212P | Piccardo (1998) J N Exp Neur 57:979

accCAGtac CGG GIn Arg | Q217R | Hsiao (1992) Nature Genet. 1:68.

cagAGAgga | AGG Arg Arg | R228R | Windl 1999 Hum Gen 105.244.

ggalCGagc | TCA Ser Ser | S230S | Windl (1999) Hum Gen 105.244.

agcATGgtc AGG Met Arg | M232 | Kitamoto (1993) BBRC 191:709.

tctCCAcct TCA Pro Ser | P238S | Windl (1999) Hum Gen 105.244

La mayoria de estas mutaciones estan relacionadas a una enfermedad pridnica

particular como lo muestra la Figura 5.
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Figura 5. Mutaciones descritas en el gen PRNP. Los colores muestran la relacion entre
las mutaciones y la enfermedad que provocan. La insercion o delecion de repeticiones de
octapéptidos (OPR) puede provocar CJD o enfermedad de GSS dependiendo el numero de
OPR insertados o deletados. (Tomada y modificada de Van der Kamp M, et al. 2009). [27]

A continuacion se presenta una breve descripcion de las mutaciones mas estudiadas
y su repercusion, haciendo hincapié en aquellas de mayor relevancia para el
presente trabajo y abordandolas con base en su localizacién, iniciando por el

dominio N-terminal, la regién globular y finalmente la region C-terminal.

Mutaciones en el dominio N-terminal y de paro prematuro

Hay cuatro residuos asociados a mutaciones causantes de GSS en el dominio N-
terminal: P102L, P105L/S/T, G114V y A117V. Con base en resultados
experimentales, el dominio N-terminal esta involucrado en la conversién de PrP°¢ a
PrP®°. [52] Los residuos 112-119 son necesarios para la formacion y propagacion de
PrP®¢ y la importancia de mutaciones en este dominio esta apoyada por el hecho de
que un pequefio péptido neurotéxico de PrP de ratdén (con residuos 23-88) con
diversas mutaciones puede formar agregados de PrP resistente a proteasas. [53]
Hay poca evidencia de un efecto molecular directo de las mutaciones en esta regién
sobre la estructura globular de PrP® o su conversidén a PrP®¢. Es posible que la
formacion de laminas B en la region N-terminal sea potenciada por estas
mutaciones, pero podria ser también que la habilidad de estas mutaciones de causar
enfermedad se incremente debido a interacciones mas complejas a nivel celular.
[27,54]
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Han sido observadas dos mutaciones de paro que resultan en una versién truncada
de PrP®: Y145s y Q160s. Se estudié la agregacion in vitro de los fragmentos 23-144
y 23-159 de PrP; y los resultados mostraron que el fragmento con la mutante Q160s
(que incluye la hélice HA) se agrega mucho mas rapido que la construccidon mas
corta. Estudios con la mutante Y145s muestran que el dominio globular C-terminal
es requerido normalmente para importar la PrP completa al reticulo endoplasmico, si
esto no ocurre, una gran parte de PrP truncada no es procesada post-
traduccionalmente y ocurre una rapida degradacién por parte del proteasoma.[55,56]
Por otra parte, se encontré también que un fragmento recombinante conteniendo los
residuos 23-144 puede convertirse espontaneamente en una forma fibrilar, siendo

los residuos 138-141 esenciales para su formacion.[57]

Mutaciones en el dominio globular

? Insercion de repeticiones de octapéptidos (OPRI).

La insercion de mas de tres repeticiones de octapéptidos adicionales en la region N-
terminal de PrP causa enfermedad pridnica heredable. La edad de inicio promedio
reportada en pacientes por OPRI >3 repeticiones es de 35 afos y la duracion de la
enfermedad de 7 afios. [58,59] Las caracteristicas clinicas e histopatolégicas son
muy variables e incluyen aquellas observadas en pacientes con CJD y algunos
desordenes premorbidos de personalidad caracterizados por criminalidad, agresion,

delincuencia e hipersexualidad. [60]

Un numero de reportes de enfermedad pridnica asociados a pequeios OPRI (<4
repeticiones extra) parecen tener un fenotipo diferente con relacién a las inserciones
grandes, con una ausencia de historia familiar, una edad de inicio mas tardia y

duracién corta. [61]
? Mutaciones que afectan la interaccion de puentes salinos.

Los puentes salinos entre residuos en diferentes partes de la region de la proteina
estabilizan su estructura terciaria. Seis mutaciones causantes de enfermedad
pueden afectar directamente las interacciones entre puentes salinos en el dominio
globular de PrP®, y estas son: R148H, E196K, E200K, R208H y E211Q. [23]
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La mutacion puntual E200K (c.598G>A) es la causa mas frecuente de CJD en todo
el mundo, contribuye en mas del 70% de los casos de CJD de tipo familiar (fCJD) y
produce un cambio en la secuencia del codén 200 de GAG a AAG, resultando en la

sustitucién del aminoacido lisina por glutamato.[62]

Los fenotipos homocigotos y heterocigotos de pacientes con esta mutacion son

similares, comprobando la dominancia de la mutacién en el gen PRNP. [63]

Al hacer el andlisis por resonancia magnética nuclear (RMN) de la proteina prion con
la mutacion E200K, no se encontraron diferencias notables en la estructura con
respecto a la PrPC.[64] Posteriores analisis mostraron que la estabilidad
termodinamica no es afectada significativamente, aunque algunos autores han
sugerido que esta variante puede afectar la estabilidad de la hélice HC [65] o la
hélice HA [66]. Los cambios mas significativos encontrados son con respecto al
potencial electrostatico de la superficie de la proteina, lo cual puede causar
anormalidades en la interaccion de PrP con otras proteinas en la célula o en la
membrana celular misma. Ademas, se ha observado que en agregados de PrP¢ con
PrP E200K, la glicosilacion es afectada. [27,66]

Esta mutacion fue identificada por primera vez en una familia originaria de Polonia, y
estudios recientes muestran que esta mutacién tiene una alta frecuencia en
pacientes de fCJD en Eslovaquia, Libia (poblacién judia), Chile, Italia y Japén.[62] El
rango de incidencia anual en algunas de estas poblaciones es mucho mas alto que
el promedio mundial, calculandose una frecuencia de hasta ~200/1,000,000 en una
poblacién rural de Eslovaquia, ~75/1,000,000 entre judios de Libia y casi
18/1,000,000 en el centro de Chile. [67-69] La fCJD también ha sido descrita en
judios griegos y en grupos de no judios en Espanfa, la Gran Bretana y Austria. Por
medio de analisis de ligamiento se ha mostrado que pacientes con CJD quienes se
originaron de poblaciones de judios de Libia o Tunez, y de poblaciones no judias
espafnolas, italianas y chilenas, comparten un haplotipo asociado a la mutacién
E200K, sugiriendo un origen comun. El analisis a fondo sobre el origen de esta
mutacion, sugiere que la fCJD es endémica de Libia y la mutacion E200K surgié en
ese lugar, y que el haplotipo ahi originado pudo haber sido llevado a Espafia con la

migracion de judios y convertido en el nuevo haplotipo como producto de la
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recombinacion. De manera que este nuevo haplotipo generado en la peninsula

ibérica fue difundido hacia los paises mediterraneos y de Sudamérica.[62]

Otra de las mutaciones mas importantes que afecta los puentes salinos en el
dominio globular es la mutacion D178N, la cual puede también alterar interacciones
entre puentes de hidrégeno. Es claro que la mutacion D178N reduce la barrera para
la formacion del agregado PrP°°, aunque existen ideas controvertidas sobre el

mecanismo por el cual esto ocurre. [27]
2 Mutaciones en residuos polares

Tres de las mutaciones mas importantes en residuos polares son encontradas en la
hélice HB.

La mutacion en T183A puede causar una glicosilacion anormal, y afecta el

plegamiento in vivo y el anclaje a glicosilfosfatidilinositol (GPI). [70]

La mutacion H187R, promueve la formacién de depositos de PrPS°, como
consecuencia de la acumulaciéon de la proteina en lisosomas al no ser transportada
a la membrana celular. Esta mutacién puede romper la supuesta interaccion entre
las hélices HB y HA. [27]

La mutacién en el codon T188, que puede ser por R, K o A, causa fCJD. Un estudio
empleando un modelo celular en raton indic6 que las mutantes de PrP T188R y
T188K son dglicosiladas e insertadas en la membrana celular, similar a la PrP
silvestre. Estas PrP° mutadas, sin embargo, muestran una resistencia a proteinasa
K e insolubilidad en detergentes, lo cual produce un grado de agregacion mas alto.
[71]

Otras tres mutaciones patogénicas de residuos polares son localizadas en la hélice
HC. La primera es D202N, estudios con RMN muestran que desestabiliza la
estructura por completo llevando a la formacion de agregados en el reticulo
endoplasmico (RE) sin alcanzar la conformacién madura. La mutacion Q212P
inserta una prolina en la mitad de la hélice HC afectando su estructura y formando
agregados en el citosol con inhibicion del proteasoma. La ultima mutacion en HC es
Q217R, que no permite la unién al ancla de GPI, lo cual causa el deterioro en el
transporte a la superficie celular. [27]
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2 Mutaciones hidrofobicas

Las mutaciones en residuos hidrofébicos del dominio globular incluyen a la. G131V,
que puede causar la extensiéon de las laminas  S1/S2 y a las mutaciones T183A,
V1801 y F198S, que causan una glicosilacion atipica, interferencia con el anclaje a
GPI y/o cambios en el plegamiento de de PrP. Por estas mutaciones se pueden
presentar agregosomas, un decremento en la funcién anti-Bax y cambios en la

estabilidad termodinamica. [27]

Mutaciones en el dominio C-terminal

Hay tres mutaciones en el péptido sefial GPI asociadas con fCJD: M232R, M232T vy
P238S. El mecanismo de citotoxicidad de estas mutantes es desconocido, ya que el
péptido sefal es separado rapidamente durante la sintesis de la PrP°¢ y la
translocaciéon en el RE. Recientemente se mostré que M232R y M232T no
interfieren con la adicién al ancla de GPI, pero causan que PrP sea unida a la

membrana en una orientacion alterna. [27,72]

Haciendo un breve resumen, en general, cuando residuos cargados o polares son
involucrados, interacciones secundarias o terciarias de puentes de hidrégeno

estabilizantes son frecuentemente afectadas.

Las mutaciones en el nucleo hidrofdébico de PrP usualmente resultan en
procesamientos o plegamientos defectuosos y el efecto de mutaciones en el dominio
flexible N-terminal de PrP no es claro aun, mientras que mutaciones causando altos

prematuros resultan en una proteina truncada de rapida agregacion. [27]

3.6 Familia de genes PRNP (PrP-GF)

El gen PRNP, junto con otros dos genes (PRND y PRNT), esta localizado en la
region p12/p13 del cromosoma 20, el cual ha sido nombrado locus PRNP (véase la
Figura 6). La familia de genes PrP (PrP-GF) es un conjunto de genes paralogos y
ortdlogos de PrP. [25]
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Figura 6. Estructura del locus PRNP.

El gen PRND comprende dos exones, codifica una proteina de 179 aminoacidos
llamada Doppel (Dpl), que presenta una alta similitud con PrP® en términos de

estructura y topologia de proteinas (véase Fig 4). [14,25]

Figura 7. Estructura lineal de Doppel. Esta proteina comparte aproximadamente 25% de
identidad en la secuencia de aminoacidos con el dominio globular C-terminal de PrP°.
(Tomada y modificada de Mehrpour M, et al. 2010. [17]).

El gen PRND, el cual se encuentra ampliamente conservado en mamiferos, es
expresado en varios tejidos durante el desarrollo fetal, pero en la edad adulta se
expresa principalmente en testiculo. A pesar de esto, se ha demostrado que su
expresion en el sistema nervioso central (SNC) puede provocar neurodegeneracion,
aunque no es claro si el genotipo de Doppel interviene en la adquisicion de CJD
iatrogénica (iCJD) o la vCJD. [17,73]

Se propuso que las funciones de esta proteina son opuestas a las de PrP®. De
hecho, la toxicidad mediada por Dpl en células de Purkinje es revertida por la
introduccion de PrPC silvestre, pero es poco claro el papel de Dpl, ya que muestra

una baja expresion en el cerebro adulto. [16]

El gen PRNT es el gen mas cercano a PRNP y PRND en humanos, y como éstos,

tiene una estructura de dos exones, pero no tiene homologia detectable con ellos en
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la secuencia. Consta de un 48% de homdlogos con transposones (elementos LINE).
[16,74]

PRNT no parece ser un gen codificante de proteina, sino mas bien una clase de
mRNA largo no codificante (mIncRNA) ampliamente conservado en el humano y

otros mamiferos. [74,75]

Fuera del locus de la PrP-GF, en el locus 10926.3 se presenta SPRN, que al igual
que PRNP, PRND y PRNT comprende dos exones, con el marco de lectura abierta
(ORF) completo contenido en el segundo exon. [16,76] Este gen codifica para una
proteina de 130-150 aa llamada Shadoo (proveniente de Sho, que significa sombra

en japonés) presente en mamiferos y otros vertebrados (Véase la Fig. 5).

Regién Gly
hidrofébica v

Tetrarepetidos [ pa— |
Shadoo ricos en Arg/Gli ‘

Figura 8. Estructura de Shadoo. Esta proteina presenta un alto grado de homologia con

Unién a GPI \

PrP° en la corta regién elastica N-terminal de PrPC. (Tomada y modificada de Mehrpour M,
et al. 2010. [17]).

Los analisis de patrones de expresion de SPRN muestran que la expresion esta
restringida al cerebro, sugiriendo que la Shadoo puede estar asociada a fendmenos
en el SNC. [76]

Ha sido demostrado que Shadoo comparte propiedades neuroprotectoras con PrP,
y se establecié que las funciones de Shadoo contrarrestan los efectos neurotoxicos
de Doppel. Se ha observado que la expresion de Shadoo es disminuida después de
la formacion de PrP°°, lo cual puede también disminuir la neuroprotecciéon y
potenciar el desarrollo de la enfermedad en una hipétesis de pérdida de funcion de
PrP® como lo muestra la Figura 9. Esta proteina cobra relevancia en las
enfermedades pridnicas dadas sus propiedades de neuroproteccion y que se ha
asociado a CJD la nulidad de SPRN. [28] Ademas, el gen SPRN, esta mas

conservado a través de los vertebrados que PRND o PRNP. [16]
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Figura 9. Modelo propuesto de interaccién entre Shadoo y PrP€. El modelo supone que
Shadoo y PrP° interaccionan con un mismo receptor, teniendo PrP® mas afinidad. En
presencia de ambas se produce neuroproteccion al poseer PrP¢ esta propiedad. En
ausencia de PrP® Shadoo puede compensar el efecto de neuroproteccién aunque no en la
misma magnitud. Cuando PrP® es convertida en PrP%°, esta pierde su propiedad
neuroprotectora ocupando los receptores y los niveles de expresién de Shadoo disminuyen,

conllevando a la neurodegeneracién. (Tomada y traducida de Nicolas O, et al, 2009. [28]).

3.7 Localizacion de la proteina prién

La PrP® se encuentra distribuida en practicamente todos los tejidos del organismo
humano y mamiferos analizados, sin embargo, los perfiles de expresion mas altos
del gen PRNP se presentan en el SNC, siguiéndole el sistema linfatico en conjunto
(véase la Figura 10). El deterioro de los tejidos afectados y los sintomas
consecuentes en las enfermedades pridnicas es explicado por la distribucion de ésta

proteina en ellos, sobre todo a nivel cerebral. [17,28,77,78]
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Figura 10. Expresion del gen PRNP en el cuerpo humano. La expresiéon mas alta se

encuentra en el SNC, siguiéndole las células del sistema inmune. Dentro del SNC, destaca

el nivel de expresion en la amigdala, siguiéndola la corteza prefrontal. Tomada de Su A, et

al, 2004. [77]).
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A nivel celular, PRNP se expresa en varias poblaciones neuronales del hipocampo,
talamo, neocorteza y células gliales. [77, 79,80] En neuronas, la PrP¢ predomina en
los axones y dendritas, asi como en la superficie de vesiculas sinapticas y

compartimentos endosomales. [77,17,28]

3.8 Funciones de la proteina prion
Hasta el momento, no se conoce una funcion especifica de la proteina pridn, sin

embargo, numerosos experimentos plantean su interaccion con otras moléculas y
demuestran que su ausencia o cambio estructural produce cambios importantes a

nivel celular, tal como lo muestra la Figura 11.

Figura 11. Principales cambios consecuentes a la transformacion de PrP€ en PrP*°.

La pérdida de funcién de PrP® por la presencia de PrPS°® conlleva a cambios en la actividad
SOD, en la respuesta a estrés y en la regulacion del cobre entre otras consecuencias.
(Tomada y traducida de Brown D, 2001) [81]

3.8.1 Ligandos de PrP°® y sefalizacion intracelular

Se han descrito muchas interacciones de la PrP® con otras moléculas por co-
inmunoprecipitacion, entre ellas se encuentran Hsp60, STI1, Bcl-2 y Grb2. [28,82,83]
Dos de las interacciones mas estudiadas y relevantes de la PrP® son la unién de
PrP® al receptor de precursor del receptor de laminina 67k y a la molécula de
adhesion N-CAM, en ambos casos contribuyendo a la transduccién de senales
vitales o promoviendo el crecimiento neuronal. Ademas, PrP® regula la
neuritogénesis en una manera mediada por laminina, sugiriendo que la interaccion
PrP® -laminina es relevante para el desarrollo y mecanismos de plasticidad
relacionados. [84,85]
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3.8.2 PrP® en la regulacién del ciclo celular y diferenciacién

Existe controversia sobre el papel de la proteina prion en la regulacién del ciclo
celular. Por una parte, autores afirman que la expresion de PrPC conlleva a la
proliferacion celular linfoide o promueve el recambio celular hematopoyético
humano. [86] Y que ademas, la PrP® es altamente expresada durante la fase G1 en

lineas celulares humanas de glioblastoma y otro tipo de tumores.[17,87]

Por otro lado, algunos autores sugieren que la expresion de PrP en G1 se relaciona
con un arresto en el crecimiento y la diferenciacion terminal celular. [88] Sin

embargo, la primera hipotesis muestra mas evidencias a su favor.

A nivel de SNC, se ha comprobado que la PrP° actiia como un “inductor” intrinseco
con propiedades proliferantes de células en nicho neuronal, probablemente al formar

parte de un complejo neurotroéfico.[17]

3.8.3 Regulacién por cobre
La region de repeticiones de octapéptidos de la PrP tiene la capacidad de unirse a

iones metalicos como el Cu?* Cu*, Zn?*, Ni** y Mn?".[89] El i4n unido con mayor
frecuencia es Cu®*, siguiéndole Cu*, por lo cual esta proteina esta involucrada en la
regulacion celular de este i6n.[17,89] Fracciones de sinaptosoma han revelado que
la cantidad de cobre en el cerebro de ratones knockout es menor que en los

silvestres, aunque existe controversia al respecto.[17]

A través de la unién a Cu?*, la PrP® puede participar en el flujo del calcio y el estado
redox de la terminal presinaptica, de tal manera que al modificar el estado redox se
ve facilitada la neurotransmision. Ademas, la unién PrP°-Cu®" in vitro promueve la
endocitosis mediada por la proteina clatrina, por lo cual podria estar involucrada en

la actividad de otros receptores en la membrana plasmatica. [17,28,90]

La region de repeticiones de octapéptidos puede también unirse a oligobmeros de
proteina B-amiloide, promoviendo su endocitosis y provocando asi neurotoxicidad,
este es otro de los motivos por el cual el cobre es considerado como un regulador de

la homeostasis celular neuronal en conjunto con la PrP°. [28,91]
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Figura 12. Modelo de interaccion de PrP® con oligémeros de proteina B-amiloide.
1) Trafico normal de PrPC de balsas lipidicas al interaccionar con Cu?* y un supuesto co-
receptor. 2,3) La asociacion de PrPC a oligdmeros [-amiloide impide la interaccién con el
co-receptor endocitando el oligdbmero, las consecuencias de esto son desconocidas. 4) Por
otra parte, la union de PrPC a oligdbmeros puede potenciar la formacién de depdsitos [3-
amiloide. (Tomada y traducida de Nicolas O, 2009. [28]).

Células que carecen de Prp° podrian compensar la ausencia de PrP¢ usando otras
proteinas captadoras de cobre, como las proteinas receptoras de transportadores de
cobre (CTR). [81]

3.8.4 Sinapsis y desarrollo neuronal
La PrP° tiene un papel importante en la sinapsis y el desarrollo neuronal. Se ha

comprobado que la PrP° interactuia con la sinapsina, y que la PrP® esta presente en
fracciones de sinaptosoma. [92] La razén de la alta expresion de PrPC en la sinapsis
puede ser por la necesidad de proteger la sinapsis de dafio oxidativo (dado que PrP°®

posee propiedades antioxidantes como se vera mas adelante).[81]

Por otra parte, ha sido demostrado que Prnp se sobreexpresa en neuronas durante
el crecimiento celular, la diferenciacion celular neuronal y la regeneracion axonal.
Ademas, entre los experimentos realizados, se comprobd la interaccion de la
proteina inducible de estrés 1 (STI1) con PrP en cultivos neuronales de hipocampo,

induciendo respuestas tales como neuroproteccion o neuritogénesis. [81,93]

3.8.5 Actividad antioxidante

Cultivos neuronales revelaron que la PrP® modula el estrés oxidativo a través de
regular la actividad de la superdoxido dismutasa-1 (SOD-1) en una manera
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dependiente de cobre. [94] Experimentos usando PrP® recombinante y PrP®
inmunoprecipitada han postulado una actividad SOD como propiedad intrinseca de

la proteina PrP®, aunque no existe la seguridad de que esto ocurra in vivo.[95,96]

3.8.6 Funcion en el sistema inmune

La PrP® es expresada en linfocitos T y células presentadoras de antigeno
principalmente. Dentro de este ultimo grupo, la célula dendritica es la que presenta
los niveles mas altos de PrP¢, y es importante destacar que ésta es la célula mas
potente en la presentacibn de antigeno. [89] Observaciones experimentales
muestran que la ausencia de PrP® en linfocitos T no presenta grandes
repercusiones, mientras que la ausencia de la PrP en células dendriticas conllevo a
una respuesta significantemente disminuida por parte de las células T en la
presentacion de antigeno. [97] Otras observaciones sugieren que la PrP esta

implicada en el desarrollo, activacion y proliferacion de la célula T. [86]

En cuanto a la muerte celular programada, o apoptosis, muchos autores concuerdan
en que la PrP® podria tener una funcion antiapoptética, esto como consecuencia de
la alta similitud de Bcl-2 (moléclula antiapoptética) con la region BH2 de PrPCy a su

alta expresion en tejidos con cancer.[17]

3.8.7 PrP®y otras enfermedades
Durante muchos anos, estudios han mostrado por diferentes métodos una supuesta

relacion entre las prionopatias y la enfermedad de Alzheimer dado que en la misma
placa amiloide en pacientes con CJD o GSShan sido encontrados PrP®® y proteina
B-amiloide. [98,28] Los autores proponen que la PrP® es un mediador de la
disfuncion sinaptica inducida por oligobmeros de proteina B-amiloide. Es bien sabido
que PrP® se une a fibrillas amiloides, como se mostré en la Figura 12, pero se

requieren aun mas estudios para plantear y dar continuidad a esta relacién. [91]

3.9 Modelos animales

A inicio de los anos 90 se generaron los primeros tipos de ratones knockout, pero
sorprendentemente ninguno de ellos mostraba defectos fenotipicos principales. Esto
llamo6 la atencidn de mas grupos de investigacion generando nuevos modelos

animales.
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La generacion de ratones carentes de PrP® implicé un refuerzo de la “hipdtesis Unica
de proteinas” propuesta por Stanley Prusiner en 1982, ya que los ratones knockout

mostraban resistencia a la infeccion de la proteina pridn. [64]

En general, los efectos observados a largo plazo incluyeron déficit en la transmision
sinaptica, incremento en la sensibilidad a estrés oxidante, incremento en la
susceptibilidad a la excitoxicidad de glutamato, alteraciones en el ciclo circadiano,
déficit cognitivo, muerte selectiva de células de Purkinje, ataxia progresiva cerebelar
asociada y sobrexpresién de PRND. [28,99,100]

Los efectos mas devastadores son observados en ratones mutados carentes de la
region central del dominio globular (incluyendo algunos residuos de region
hidrofobica) de la PrP°, esto debido a que la region hidrofébica esta involucrada en
la regulacion del reticulo endoplasmico y su ausencia promueve la degeneracion
celular. [28]

Entre los principales descubrimientos a partir de estos experimentos, se tiene el
hallazgo de Doppel, y por otra parte, el planteamiento de que una proteina tipo PrPC,
llamada “m”, se unia a un ligando comun para PrP®, compitiendo ambas por el
mismo ligando pero teniendo 1 menor afinidad, de tal manera que 1 reemplazaba
parcialmente las funciones fisiolégicas de PrPC. [28,101] Esta hipdtesis explicaria el
porqué los ratones carentes de PrP® no muestran degeneracién neuronal severa.

[ ”»

Posteriormente se plante6 que ésta proteina “m” podria ser Shadoo. [101]

Ademas, estudios en estos modelos mostraron que la presencia de proteina prion
normal revierte los efectos neurotoxicos de proteinas prion truncadas o Doppel, lo

cual apunta hacia un mecanismo de toxicidad mediado también por ligandos. [28]

3.10 Modelo de interaccién PrPC-PrPS¢

El mecanismo de replicacion de la PrPS® es Unico en la biologia. Hay evidencia que
apoya la Teoria de Prusiner, que sugiere que la enfermedad pridnica es causada
sélo por la proteina y que la proteina PrP*° dirige su replicacion y propagacion
tomando ventaja de la alta similitud con la proteina huésped, actuando la PrPs°

como un templado sobre el cual la PrP® es nuevamente plegada.[28,23]
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Algunos autores sugieren que la PrP®® no es toxica per se, sino que la toxicidad
proviene de la acumulacién de PrP® en el citosol. Esta acumulacién podria ser
consecuencia de ya sea un defecto primario en el plegamiento o un defecto en el
metabolismo fisiolégico, principalmente en el sistema ubiquitina-proteasoma. En
estas condiciones, una reduccion en la actividad UP, la cual normalmente remueve
la PrP° citosdlica, puede sostener el proceso de acumulacién y deposicion de
moléculas de PrP€ alteradas. Alternativamente, una actividad anormal del UP podria
ser abrumada por un exceso de sustrato. Altos niveles de PrP€ en el citosol pueden
conllevar a un deterioro del trafico de la proteina el cual no permite que la PrP®

alcance su sitio apropiado en la membrana celular. [35]

A nivel de proteinas, proteinas mutadas parecen ser capaces de plegarse en un
numero de diferentes conformaciones patogénicas. Esta diversidad puede ser en
parte consecuencia de la estructura Prp° primaria; a esta hipotesis se le conoce

como de “seleccion de conformacion”. [102]

El mecanismo de formacién y estructura de PrP®¢ aun es desconocido, pero es
evidente un cambio hacia una estructura mas B-plegada y menos a-hélice como se

observa en la Figura 13.

Figura 13. Estructura tridimensional de la PrP®, PrP*¢ y una protofibrilla de PrP%°. A)
Estructura de la PrP® obtenida por RMN a pH de 4.5. B) Estructura de una PrP®® obtenida
por simulacién. C) Modelo propuesto de una protofibrilla de PrPS® consistiendo de moléculas
idénticas a la mostrada en B. (Tomada de Van der Kamp M, et al, 2009. [27]).

Actualmente, los modelos mas aceptados para explicar la formacion de PrPS° son el
de replegado y el de la semilla, teniendo mas aceptacion éste ultimo.

33| Pagina



En el modelo de replegado, el evento comienza por la interaccion entre la proteina
prién anormal PrPS° introducida y la proteina prién normal PrPC. En este modelo, la
conversiéon espontanea de la PrP® en PrP%° la impide una barrera energética. La
union de las dos proteinas forma un heterodimero, que provoca la formacién de la
proteina normal en anormal, resultando finalmente en un homodimero. La ruptura
del homodimero conduce a la liberacion de los dos elementos, de manera que las
proteinas PrP*® se unen nuevamente con una PrPC. Asi el ciclo se perpetua,
transformando poco a poco una multitud de PrP® en PrP®¢. Estas moléculas mal
plegadas se unen a homomultimeros en forma de bastoncillos, similares a las placas

amiloides como lo muestra la Figura 14. [103,104]

Figura 14. Modelo de replegamiento. (Tomada y traducida de Aguzzi, et al, 2001. [104]).

En el modelo de la semilla, existe un equilibrio termodinamico estable entre la PrP° y
la PrP%°. Unicamente si varias PrP%° forman una semilla bien ordenada, que sirva
como semillero infeccioso (proceso lento), otras PrP% pueden reclutarse y, por fin,

agregarse en una estructura tipo amiloide como lo muestra la Figura 15.[103,104]

Figura 15. Modelo de la semilla. (Tomada y traducida de Aguzzi, et al, 2001. [104]).
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Debido a la insolubilidad que caracteriza a las moléculas de PrPS°, éstas se
depositan en el citoplasma neuronal, formando extensos agregados toxicos para la

célula que pueden crear fibrillas. [99,100]

3.11 Enfermedades pridénicas en el humano

Las enfermedades pridnicas constituyen un grupo de padecimientos
neurodegenerativos fatales, que afectan a humanos y animales. Estas
enfermedades, también conocidas como encefalopatias espongiformes transmisibles
(TES), son una causa frecuente de demencia de rapida evolucion e inicio temprano.
La causa de estas enfermedades es la presencia y acumulacién de la PrP%¢ en el

sistema nervioso central principalmente.

Estas enfermedades pueden ser clasificados con base en su etiologia como

esporadicas, adquiridas o heredadas. [35,105]

Las enfermedades causadas por priones incluyen la enfermedad de Creutzfeldt
Jakob, la enfermedad de Gerstmann Straussler Scheinker, el Insomnio Familiar
Fatal y el kuru. Ademas de estos padecimientos, otros como la enfermedad de
Huntington tipo 1 (HDL-1) o enfermedades asociadas a defectos en la glicosilacion
de la proteina prién también han sido considerados como enfermedades pridnicas,
sin embargo, el numero de casos reportados es muy limitado y en el caso de la
HDL-1, ésta ha sido categorizada como enfermedad de GSS.[105,106]

Este conjunto de enfermedades muestran una serie de sintomas muy similares entre
si, entre los que se incluyen: ataxia, temblor generalizado, pérdida de coordinacion,
alteraciones de la memoria, disfuncidon motora, pérdida de las habilidades cognitivas,
disartria, mioclonia, sintomas siquiatricos, demencia progresiva e invariablemente la
muerte.[107]

Las caracteristicas neuropatolégicas son también similares entre enfermedades e
incluyen: pérdida neuronal que le confiere al cerebro un aspecto espongiforme;
formacion anémala de gran cantidad de vacuolas intraneuronales de 20-200 um de
diametro; presencia de cumulos de células de la glia y astrocitos; ausencia de

reaccién inflamatoria y acumulacion de depésitos de la proteina prién anémala. [107]
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La presencia y magnitud de estas caracteristicas varian en cada tipo de enfermedad,

como lo muestra la Figura 16.

Figura 16. Caracteristicas histopatolégicas de las enfermedades pridnicas heredables.

La primera imagen corresponde a fCJD, la segunda a IFF y la tercera a la enfermedad de
GSS. La fCJD presenta pérdida neuronal cortical, espongiosis, gliosis y depdsitos variables
de PrP. En el IFF se presentan cambios espongiformes y depésitos de PrP*° difusos. En la
enfermedad de GSS se presentan muiltiples placas unicéntricas de deposicién de PrP*c.
(Tomada de Mead S, 2006. [23]).

Una cuenta epidemioldgica general de enfermedades pridnicas heredables (EPH) es
problematica, dado que hay una variacién geografica considerable en la incidencia
de éstas relacionada a los efectos genéticos de deriva y migracion en la poblacion.
Ademas, una incidencia exacta es dificil a causa del diagnéstico tan complejo de las
enfermedades causadas por priones; un estudio sobre autopsias revel6 que 40% de

los casos de enfermedades pridnicas no fueron diagnosticados en vida. [23]

Datos provenientes de 492 casos de EPHs a nivel mundial sobre la edad de inicio y

duracion de la enfermedad se resumen en las siguientes Figura 17.
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Figura 17. Edad de inicio y duracion de la enfermedad. La grafica (a) muestra la edad de
inicio de 492 casos reportados de EPHs. La grafica (b) muestra la duracion de la
enfermedad en estos casos (el numero 15 en el eje x incluye la duraciéon de la enfermedad
en el rango de 11 a 15 anos, el 20 incluye el rango de 16 a 20 y el 30 incluye de 20 a 30
afnos o mas). (Tomada de Mead S, 2006. [23]).

3.11.1 Diagnéstico de las enfermedades pridnicas

El diagndstico de las enfermedades causadas por priones es complicado dado que

los sintomas se sobrelapan considerablemente. [23]

El diagndstico de las enfermedades pridnicas debe considerar:

Caracteristicas clinicas
Resultados neuropatologicos

Historial familiar

e v W W

Secuencia del gen PRNP

Ademas debe apoyarse en electroencefalogramas (EEG), imagenes cerebrales y
analisis de liquido cefaloraquideo (LCR), pero ninguno de estos es capaz de precisar

el diagnostico por si solo.

o Electroencefalograma: Hallazgos de EEG caracteristicos de complejos de
ondas agudas periddicas (PSWCs), consistiendo de ondas trifasicas cada 0.5

a 2.0 segundos, pueden sugerir el diagnéstico de una enfermedad pridnica.
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Aunque PSWCs son observadas en un porcentaje relativamente pequefio de
individuos con enfermedades prionicas genéticas, su presencia parece ser
altamente dependiente de mutaciones causantes asociadas y el fenotipo
clinico resultante. Inicialmente las PSWCs pueden ser unilaterales, pero con
progresion de la enfermedad, ellas se esparcen a ambos hemisferios. En los
ultimos estadios de Ila enfermedad, la actividad periédica puede
desaparecer.[108,109]

? Imagenologia:

Imagen de Resonancia magnética: Muestra atrofia generalizada leve a
moderada al momento de la presentacion o dentro de un intervalo corto
después de la presentacion. Se puede mostrar hiperintensidad de los
ganglios basales.

MRI de Difusion-Cargada (DWI): Parece ser mas sensible y especifico.
Se pueden observas sefnales de hiperintensidad aisladas.

Escaneo PET o SPECT: con la excepcion de FFI, parece ser limitado al

diagndstico de enfermedades pridnicas genéticas.[105,109]

J Liquido Cefalorraquideo: Se presenta una elevacion en la concentraciéon de
la proteina 14-3-3 en el LCR. El analisis de la proteina 14-3-3 tiene la mas
alta sensibilidad y especificidad en el diagnéstico pre-mortem de sCJD, pero
puede ser encontrada también en LCR de pacientes con otras enfermedades
neurologicas.[110,111] La proteina 14-3-3 se encuentra en altas
concentraciones dentro de células neuronales y esta involucrada en la
transduccion de sefiales, la regulacion del ciclo celular y la
apoptosis.[110,111] Esta proteina es liberada al LCR como consecuencia de
la destruccion rapida y extensa del tejido cerebral y los métodos mas
utilizados para su determinacion son el Western blot y el
ELISA.[105,110,111]

No hay un tratamiento que pueda curar o controlar las enfermedades pridnicas.
Multiples sustancias (incluyendo compuestos polianidnicos, rojo Congo, anfotericina
B, porfirina y derivados de fenotiazidas) y tratamientos inmunoldgicos han sido
probados sin tener éxito, en el mejor de los casos (con el uso de polisulfato de
pentosan y la anfotericina), se retarda el inicio clinico si es detectada la infeccion a
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tiempo. Comunmente, soélo se intenta contrarrestar los sintomas, previendo que los

farmacos administrados no resulten con efectos opuestos al esperado. [105,112]

3.11.2 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD)

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob fue descrita por primera vez en 1920 por los
neurdlogos alemanes Hans Gerhard Creutzfeldt y Alfons Maria Jakob. Esta
enfermedad esta distribuida aleatoriamente en todo el mundo con una incidencia
anual de 0.5 a 1.0 casos por millon en la poblacion. La edad de inicio promedio es
de entre 55 y 57 anos y alrededor de un 10-15% de los casos totales de CJD son
causadas por mutaciones en el gen PRNP, mientras que casi el 85% se presentan
de manera esporadica y alrededor del 1% como forma adquirida.[23] Comparte los
signos y sintomas tipicos clasicos de las enfermedades pridnicas, los cuales

presentan ligeros cambios dependiendo del tipo de CJD presente.

Esta enfermedad ha sido clasificada en base a su etiologia y caracteristicas clinicas

como:

? Enfermedad de Creutzfeldt Jakob familiar

? Enfermedad de Creutzfeldt Jakob esporadica

? Enfermedad de Creutzfeldt iatrogénica

? Variante de la enfermedad de Creutzfeldt Jakob

# Variante Heidenhein de la enfermedad de Creutzfeldt Jakob

3.11.2.1 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob familiar (fCJD)

La concurrencia familiar de enfermedades pridnicas es debida a mutaciones en el

gen PRNP, las cuales se heredan de manera autosdmico dominante.[23]

Los sintomas se presentan en promedio entre los 50 y 60 afos de edad, y se tiene
una duracion de la enfermedad menor a un ano antes de la muerte en la mayoria de

los casos. [23]

En un inicio, se presenta confusion progresiva y deterioro de la memoria, seguido de
ataxia y mioclonias. Otros sintomas neurologicos reportados incluyen debilidad,
rigidez, bradicinesia, temblor, corea, deterioro visual y convulsiones. Las
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caracteristicas psiquiatricas reportadas incluyen delirios y alucinaciones y en los
ultimos estadios de la enfermedad, el paciente presenta inmovilidad, mutismo, y

sacudidas mioclonicas. [23,105]

3.11.2.2 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica (sCJD)

Como se menciond previamente, la enfermedad de Creutzfeldt Jakob esporadica
(sCJD) es la mas frecuente de las TSEs. En este tipo de enfermedad, no se tienen
factores de riesgo conocidos, como es el caso de la CJD iatrogénica, ni un fondo
genético sugestivo. La sCJD muestra un efecto de susceptibilidad en los codones

129, siendo mas susceptibles los individuos homocigotos 129M o 129V. [23,113]
Los sintomas presentes son similares a los de la fCJD. [113]

3.11.2.3 Variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

La variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob es atribuida a la ingesta de carne
bovina contaminada, carne proveniente de un animal con encefalopatia
espongiforme bovina (BSE), comunmente conocida como enfermedad de las vacas
locas.[111] El curso clinico comienza con cambios en el comportamiento (apatia o
depresion) y/o dolor en las extremidades, posteriormente se presenta demencia
progresiva con ataxia y mioclonia. El curso de la enfermedad es de

aproximadamente 1.5 anos. [23,114,115]

La vCJD afecta pacientes mas jovenes y tiene un curso clinico mas prolongado que

la sCJD, como se muestra en la Figura 18.
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Edad de inicio de la enfermedad (afios)

Figura 18. Edad de inicio de sCJD y vCJD. Es notable el inicio mas temprano en

pacientes con sCJD. (Tomada y traducida de World Health Organization. [114]).

En este tipo de CJD, el electroencefalograma es frecuentemente difuso mas que
periodico y la proteina 14-3-3 es detectada s6lo en el 50% de los pacientes, por lo
cual no son la herramienta mas certera en el diagndstico.[115] Analisis
histopatoldgicos revelan cambios espongiformes distribuidos de manera difusa a lo
largo del cerebro y deposicion de placas amiloides densas rodeadas por un halo de

vacuolizacion descrito como “placas floridas”.[116]

El diagndstico de la vCJD esta constituido de los mismos criterios que el resto de las
enfermedades pridnicas. Sin embargo, en el caso particular de esta enfermedad, la
OMS ha planteado una serie de parametros para el diagnéstico y clasificacion de

esta enfermedad, los cuales se muestran en la tabla.

Tabla 3. Clasificacion de la CJD en el diagnodstico [114].

Definicion de subtipos de CJD en el diagnéstico de acuerdo a la OMS

Definitivo
Diagnosticado por técnicas neuropatolégicas estandar; y/o inmunocitoquimicamente y/o PrP resistente a
proteasas confirmada por Western blot y/o presencia de fibrillas asociadas a scrapie.

Probable

Demencia progresiva; y al menos dos de las siguientes caracteristicas clinicas:

. Mioclonia
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. Deterioro cerebelar o visual

. Disfuncién piramidal/extrapiramidal

. Mutismo acinético

. EEG tipico y/o ensayo positivo de 14-3-3 en LCR y duracion clinica menor a dos afios
. Investigaciones de rutina no deben sugerir diagnésticos alternos

Posible

Al menos dos de las siguientes caracteristicas clinicas:

. Mioclonia

. Deterioro visual o cerebelar

. Disfuncién piramidal o extrapiramidal
. Mutismo acinético

. EEG atipico

. Duracién menor a dos afos

Los casos de vCJD reportados provienen del Reino Unido, Eslovaquia y Francia
principalmente. Como se menciond anteriormente, los casos reportados para vCJD

genotipificados han sido homocigotos para el alelo met129 del gen PRNP. [23,117]

Las rutas de entrada e invasion y propagacion de PrpSs° propuestas se basan en
estudios que han mostrado por una parte, que la PrP® es capaz de unirse a
receptores como el precursor del receptor de la laminina, y por otra, que la proteina
prion puede ser transportada por las células M a las placas de Peyer. Dados estos
argumentos y su hallazgo en sitios especificos, se han propuesto dos mecanismos
de entrada e invasién de la PrP®® (véase Fig. 19) sin embargo se necesita mas

evidencia sobre estos. [118]
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Figura 19. Mecanismos propuestos de entrada e invasion de la PrP*° en la vCJD. [118]
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3.11.2.4 Variante Heidenhain de la enfermedad de Creutzfeldt Jakob

En 1928, Heidenhain reporté una variante de sCJD en la cual pacientes presentaban
sintomas prominentes visuales tempranamente. Desde entonces, el término 'variante
Heidenhain' ha sido utilizado para hacer referencia a casos en los cuales los
sintomas visuales ocurren junto con otras caracteristicas de CJD. [119]
La edad media de inicio fue reportada es de 67 anos y la duracién de la enfermedad
de cuatro meses. Pacientes con esta variante referian decremento en la agudeza
visual, vision borrosa, distorsiones visuales, defecto del campo visual periférico y
defectos en la visién a color. Posteriormente desarrollaron los signos y sintomas
clasicos de la CJD. Todos los pacientes eran homocigotos para 129M. [119]
Ademas, la variante Heidenhain de CJD esta caracterizada por hiperintensidades

pronunciadas en los I6bulos occipitales en resonancias magnéticas.[120]

3.11.2.5 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica (iCJD)

Este tipo de CJD es causada por la transmisidén de PrPS¢ humano-humano a través
de inyecciones de hormona del crecimiento derivadas de cadaveres, el uso de dura
madre en neurocirugia, el trasplante de cornea o los electrodos intracerebrales

contaminados. [107]
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Se presenta con los sintomas clasicos de CJD, dependiendo del origen bioldgico de
la PrP%°. Los factores que influencian el periodo de incubacién son la ruta de
inoculacion (en el cerebro es la mas corta), dosis, linaje de pridn y especie de la cual
fue obtenida el inoculo, e importantemente, el fondo genético del receptor.[121]
Pacientes con genotipo heterocigoto en el codon 129 muestran una edad de inicio

mas tardia y cierto grado de proteccion con respecto a pacientes homocigotos.[122]

3.11.3 Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)

Esta enfermedad, descrita por primera vez por el neurdlogo J. Gerstmann y los
neuropatologos Straussler y Scheinker, es una rara enfermedad pridnica asociada a
mutaciones en el gen PRNP con patrén de herencia autosomico dominante.[4] La
mutacién P102L, es la mutacion mas frecuentemente encontrada en pacientes con
GSS.[23]

Esta enfermedad se caracteriza por presentarse en la edad adulta, cursando con
pérdida de la memoria, demencia, ataxia progresiva de las extremidades y troncal,
disartria y deterioro cognitivo en la tercera y cuarta década de la vida. Ademas de
éstos, se han reportado otros sintomas tales como cambios en la personalidad,
pérdida de la visién y pérdida de sensibilidad. En los ultimos estadios se presenta

demencia, psicosis y /o depresidn severa con pérdida de peso. [23,123]

La enfermedad de GSS puede ser distinguida de CJD por la edad de inicio, la larga

duracion de la enfermedad y la ataxia cerebelar prominente.

Histopatolégicamente la enfermedad de GSS se ha caracterizado por deposicién de
placas grandes distribuidas a lo largo de la corteza cerebral, ganglios basales y
materia blanca. [123] Se ha encontrado también degeneracion del tracto

corticoespinal, el tracto espinocerebelar y la columna dorsal.[124]

La edad inicio de la enfermedad varia entre publicaciones, coincidiendo en un rango

de 40 a 70 anos, con una duracion de 5 meses a 17 anos. [23,105]

Se ha notado que pacientes heterocigotos para el polimorfismo M129V del gen
PRNP tienen una edad de inicio mas tardia que aquellos homocigotos para ya sea
metionina o valina. [23,125]
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3.11.4 Insomnio Familiar Fatal

El insomnio familiar fatal es una enfermedad pridnica rara descrita por primera vez
en familias finlandesas. Se presenta en el humano como consecuencia de la
mutacion puntual D178N en el gen PRNP con patron de herencia autosomico
dominante. [126] En 1992 se estableci6 una relacion haplotipica entre el codén 129 y
178, donde la mutacién D178N en un cromosoma 129M conlleva a FFI, mientras que

la mutacién en un cromosoma 129V conlleva a CJD. [23,127]

Clinicamente se caracteriza por un desorden en el ciclo suefo/alerta (insomnio
progresivo intratable), alucinaciones, delirios, y disautonomia precediendo

deterioracion cognitiva y motora. [127-129]

Los cambios neuropatoldgicos tipicos se presentan principalmente en el tdlamo
anterior y dorsomedial, donde hay una pérdida neuronal severa y astrogliosis.
[126,127] El tAlamo anterior y dorsomedial tiene un rol en la integracién y expresién
del sueno, funciones autonémicas y ritmo circadiano neuroenddcrino, lo cual explica

el cuadro clinico presente. [130]

En 72 casos estudiados, la edad media de inicio fue de 50 afios (rango de 20-71) y
la duracion media fue de 11 meses (rango de 5 meses a 4 anos). [23,126]
Actualmente se han descrito casos en familias provenientes de China, Alemania,
Francia, Espafia y Japon. [126,128-132]

El FFI presenta un amplio espectro de sintomas, algunos otros reportados incluyen
pirexia, sudoracién, miosis y alteracion de esfinteres, estado de ensueno, disartria,

temblor y mioclonia. [130]

Existe ademas un sobrelapamiento clinico y patologico considerable entre el FFl y la
CJD. Aunado a esto, tenemos que se ha empezado a reconocer que perturbaciones
autondmicas y del sueio pueden acompanar otras mutaciones. [23] Con base en
dichos reportes, se ha planteado que el FFl y la CJD pueden ser vistos como

extremos de un espectro fenotipico.[128]

De manera interesante, se ha descrito que tratamientos psiquiatricos incluyendo
medicamentos y terapia electroconvulsiva empeoraron el curso de la enfermedad.
[133]

45| Pagina



3.11.4.1 Insomnio familiar fatal esporadico

Se han reportado casos en los cuales un analisis riguroso del gen PRNP no mostro
mutacion en el codon 178, y posteriores experimentos con roedores mostraron que
el FFI puede ser transmitido, definiendo este hallazgo como una forma esporadica
de FFl, los afectados eran 129M. [134]

3.11.5 Kuru

La palabra kuru proviene de “kuria/guria”, que en lengua Fore significa temblor. El
kuru es una enfermedad pridnica que afectd a la etnia Fore de las tierras altas
orientales de Papua, Nueva Guinea. Esta enfermedad era transmitida por practicas
de canibalismo de cadaveres de parientes como muestra de duelo y respeto. La
incidencia ha disminuido dramaticamente desde la suspensién del canibalismo en la
década de 1950. Los hallazgos en la ruta de infeccion llevaron a hacer una relacion
del kuru con la vCJD. [6,135]

Los estudios en estos pacientes mostraron una fuerte relacidon entre la
homocigosidad en el coddén 129, ya sea para valina o metionina (particularmente
metionina) con una edad de inicio mas temprana y una duracién mas corta de la
enfermedad, comparado contra un genotipo heterocigoto en este codén.[136] El
hecho de tener una alta incidencia de la enfermedad, junto con el efecto de un inicio
mas tardio de la enfermedad en individuos heterocigotos en la edad reproductiva,
permitid que se llevara a cabo una fuerte presion selectiva. Aunque algunos autores

no estan de acuerdo con esta teoria. [23,137]

Ratones transgénicos inoculados con kuru portando el alelo 129V de manera
homocigota mostraron niveles de transmision similares a aquellos de CJD clasica.
La teoria mas aceptada sobre el origen del kuru sefala que esta enfermedad se

origind probablemente por la ingesta de un individuo con sCJD. [23]

3.12 Enfermedades causadas por priones en animales

Las enfermedades pridnicas presentes en animales han sido de suma relevancia en
el descubrimiento y entendimiento de las enfermedades pridnicas, especialmente en

el caso del Scrapie y la encefalopatia espongiforme bovina (EEB). La aparicion de
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estas dos enfermedades representa un riesgo potencial para el hombre al haber
sido comprobada la transmision de éstas al humano, y por otro lado, producir
grandes pérdidas econdmicas. La Tabla 4 muestra las enfermedades pridnicas
reportadas en animales, las cuales han sido asociadas a la ingesta de alimento
contaminado con PrP%°. [46,138,139]

Tabla 4. Enfermedades pridnicas en animales. [46,138,139]

Enfermedad Especies Signos clinicos Caracteristicas

afectadas histopatolégicas cerebrales

Scrapie Ovejas Cambios en el Astrogliosis.
Cabras comportamiento y en el Vacuolizacion intracelular.
temperamento. Pérdida neuronal.

Tendencia a rascar (de ahi el
término de “scrapie”)
Pérdida de coordinacion
Polidipsia.

Pérdida de peso.
Mordeduras en las patas
Temblor.

Convulsiones.

Encefalopatia Bovinos Comportamiento agresivo Astrogliosis. Vacuolizacion
Espongiforme Hiperestesia intracelular.
Bovina (BSE) Descoordinacion del paso Pérdida neuronal.

Placas amiloides

ocasionales.

Encefalopatia Vison Estado de excitacion Astrogliosis.
transmisible del Arqueo de cola Vacuolizacion intracelular.
vison (TME) Descoordinacion severa Pérdida neuronal.

Dificultades al caminar

Espasmos pronunciados de

miembros traseros

Adormecimiento

Ausencia de respuesta a

estimulos
Enfermedad del Ciervo Pérdida de peso progresiva. Lesiones en el cerebro y en
desgaste cronico Alce Ataxia. la médula espinal con
(CWD) Deshidratacion microcavitaciones de la

Caida de cabeza y orejas sustancia gris.

Salivacion excesiva 'y Lesiones en el bulbo

afilamiento de dientes. olfatorio, corteza, hipotalamo

Poliuria. y nucleos vagales
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parasimpaticos.

Encefalopatia Gato Temblor muscular Astrogliosis.
espongiforme domeéstico generalizado Pérdida neuronal.
felina (FSE). Puma Ataxia

Ocelote Dilatacion pupilar

Tigre

Una vez conocidos los principales aspectos de gen PRNP, la proteina que
codifica y las enfermedades relacionadas, cabe recordar los objetivos planteados
en el presente trabajo, que son identificar las mutaciones y polimorfismos
presentes en el gen PRNP en pacientes mexicanos con demencia de rapida
evolucion y diagnéstico de probable enfermedad pridnica, analizar la influencia
del polimorfismo M129V como factor de riesgo en las enfermedades pridnicas, y

realizar una correlacion genotipo — fenotipo de los pacientes estudiados.
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IV. Diseino experimental.

La metodologia general se plantea en la Figura 20. Los procedimientos de cada

paso son explicados a detalle posteriormente.

Figura 20. Metodologia general

Poblacion de Toma de Extraccion de
estudio muestra DNA
Reaccion en Andlisis de
cadenade la Cuantificacion intearidad de
polimerasa de DNA %NA

(PCR)
Purificacién
Purificacion
Reaccioén de Secuenciacion Analisis de
secuenciacion automatizada resultados

4.1 Poblacién de estudio

4.1.1 Pacientes

Se estudiaron 15 pacientes con demencia de rapida evolucion atendidos en Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” en el periodo de
octubre 2008 a octubre 2010; 8 mujeres y 7 hombres, de una edad promedio de

56.5 anos (véase la Figura 21).

# Criterios de inclusion
Individuos con demencia de rapida evolucion diagnosticados con probable
enfermedad pridnica.

# Criterios de exclusion

Individuos cuyo diagnéstico no fuera sugestivo de enfermedades pridnicas.
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4.1.2 Grupo control

Se utiliz6 como grupo control el obtenido por el mismo grupo de trabajo en el afo
2008, que consta de 100 individuos sanos no relacionados entre si ni con los
pacientes, que aceptaron participar en el estudio; 50 mujeres y 50 hombres de edad

promedio de 46+2,5 afos.

# Criterios de inclusién
Individuos sin antecedentes familiares de enfermedades neuroldgicas.
Individuos procedentes de familias mexicanas por al menos dos
generaciones.

# Criterios de exclusion
Individuos con antecedentes familiares de enfermedades neuroldgicas.
Individuos no procedentes de familias mexicanas por al menos dos

generaciones.

4.2 Toma de muestra
Se realizd una venopuncién para la toma de muestra de 6 mL de sangre periférica
en un tubo vacutainer con acido citrico y dextrosa como anticoagulantes. Las

muestras fueron preservadas a 4°C hasta el momento de su uso.

4.3 Extraccion de DNA genémico

Extraccion de DNA por el método de Sales-Cloroformo

1. Se transfirieron 3 mL de sangre a un tubo falcon de 15 mL y se agregd 3 veces
el volumen igual de amortiguador TTS (Tris, tritdbn, sacarosa, pH=7.4). Se
homogenizé por inversidon. Se centrifugé a 3000 r.p.m. durante 6 minutos a 4°C
y se descartd el sobrenadante por decantacién. Se agregd al botén 1 mL de
amortiguador TTS, se disolvio el boton y se transfirié a un tubo de reaccién de
1.5 mL.

2. Se centrifugd a 14000 r.p.m. durante 2 minutos y se decanté. Este procedimiento
se repitid hasta obtenerse un boton aparentemente libre de hemoglobina.

3. Se agreg6 al botéon 570 uL de NaCl 5 mM y se homogenizé. Posteriormente se
agregaron 40 pL de SDS al 10% y se homogenizé. Finalmente se agregaron
200uL de NaCl saturado (7 M) y se homogeniz6. Se centrifugd a 13500 r.p.m.
durante 20 minutos a 4°C y se transfirid el sobrenadante a un nuevo tubo de

reaccion de 1.5 mL.
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4. Se agregaron 700 pL de mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (proporcidén 98:2).
Se homogeniz6 y centrifugdo a 13500 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C. Se
transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo de reaccion de 1.5 mL.

5. Se afiadieron 900 pL de etanol absoluto frio, se homogenizé y centrifugo a
13500 r.p.m. durante 15 minutos. Se descarté el sobrenadante por decantacion.
Se agreg6 al botén 700 uL de etanol al 70%. Se agit6 y centrifugd a 13500 r.p.m.
durante 15 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se secd en un
concentrador al vacio durante aproximadamente 30 minutos.

6. Se resuspendid el boton en 250 yL de agua estéril y se mantuvo en agitacion
constante a 60°C durante 2 horas. La muestra de DNA obtenido se conservo a -
20°C.

4.4 Cuantificacion del DNA
Se realizé la determinacion espectrofotométrica de la absorbancia a 260 nm de las
muestras de DNA extraido, asi como la relacion Agso/ Azgo para conocer la pureza de

las mismas.

El equipo utilizado fue el AmpliQuant®, en el cual se ajustd el blanco con agua
inyectable y se eligidé la opcion de lectura de DNA de doble cadena. La celda
utilizada se vacio y lavo la para colocar 8 L de la solucion de DNA. Se cuantifico y

obtuvo la pureza de la muestra eligiendo estas opciones en el aparato.

4.5 Analisis de integridad del DNA
Para llevar a cabo el analisis de integridad del DNA se realizé una electroforesis en

un gel de agarosa al 1%. Los pasos realizados para este analisis fueron:

# Elaboracion del gel:
1. Se peso6 1g de agarosa por cada 100 mL de amortiguador TBE 0.5X (Tris-
Boratos-EDTA).
2. La mezcla se calent6 hasta formar una solucion homogénea.
3. Se agreg6 1 uL de bromuro de etidio por cada 100 mL de solucién y se
homogenizo.
4. Se depositdé la mezcla anterior dentro de un molde y se colocaron los

peines que forman los pozos en los que se carga la muestra.
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5.

Se dejé polimerizar por una hora y se retiraron los peines.

# Realizacion de la electroforesis:

1.

Se colocd el gel sobre una camara de electroforesis y se agrego
amortiguador TBE 0.5X hasta cubrir por completo el gel o llegar a la marca
especificada en la camara.

Se tomaron 2.5 L de muestra y se mezclaron con 2.0 yL de amortiguador
de carga.

Se depositd la mezcla anterior sobre un pozo del gel, siguiendo el
procedimiento para cada muestra.

Se tomé 1 pyL de marcador de peso molecular y se depositdé en un pozo
adyacente a los de las muestras.

Se tapd y conectoé la camara de electroforesis a una fuente de poder. Se
aplica un voltaje de 100 v durante aproximadamente 90 minutos.

Se coloco el gel en un transiluminador de luz UV y se tom6 una fotografia

para el uso practico de la imagen obtenida.

4.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se llevd

a cabo la amplificacién del segundo exdn del gen PRNP utilizando

oligonucledtidos que flanquearan a éste. La secuencia de estos oligonucleédtidos se

presenta entre los reactivos del anexo final.

La Tabla 5 muestra los reactivos utilizados en la PCR, asi como la concentracién y el

volumen necesarios por reaccion.

Tabla 5. Reactivos utilizados en la PCR

Reactivo Concentracion Volumen
Primer Forward 10 ng/ pL 1 uL
Primer Reverse 10 ng/ pL 1uL
Master Mix 10 yL
H,O libre de RNAsas 16 uL
DNA 100 ng/pL 2L
Volumen final de reaccion 30 uL
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Las condiciones de reaccion utilizadas para la PCR fueron previamente
estandarizadas obteniéndose los resultados Optimos con las temperaturas y

periodos presentados en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de la PCR

Fase Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94°C 10 min

Desnaturalizacién 94°C 1 min

Hibridacién 56°C 1 min Repetir pOI cicll
Extensién 72°C 2 min

Extensioén final 72°C 5 min

Conservacion 4°C o0

4.7 Resolucién de productos de PCR

Para analizar la integridad y tamano de los productos de la PCR se realizd el mismo
procedimiento que en el andlisis integridad de DNA, utilizando en este caso un gel
de agarosa 2.5%/TBE 1X.

4.8 Purificacion de productos de PCR
La purificacion de los productos de PCR se realizé con el kit de purificacion lllustra

GFX. La metodologia realizada fue la siguiente:

1. Se anadieron 150 pyL de amortiguador de captura a la muestra y se
homogeneizé.

2. Se transfirido la mezcla a la columna del estuche comercial dentro de un tubo
colector y se centrifugd durante un minuto a 14000 r.p.m.

3. Se desecho el filtrado y se afnadieron 500 pL de buffer de lavado a la columna.
Se centrifugé durante un minuto a 14000 r.p.m.
Se desechd el filtrado y se colocd la columna en un tubo de reaccion de 1.5 mL.
Se anadieron 15 yL de amortiguador de elucién al centro de la columna y se
dejo reposar durante 60 s a temperatura ambiente.

6. Se centrifugé a 14000 r.p.m. durante 2 min y el filtrado se conservo a 4°C hasta

Su uUsSso.
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4.9 Reaccion de secuenciacion

Para llevar a cabo la reaccion de secuenciacidon se hizo uso del kit de secuenciacion
BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing. Los reactivos, concentraciones vy
volumenes utilizados para llevar a cabo la reaccion se resumen en la Tabla 7,

mientras que la Tabla 8 resume las condiciones necesarias de temperatura.

Tabla 7. Reactivos utilizados en la reaccion de secuenciaciéon

Reactivo Concentracién Volumen
Primer Forward 10 ng/ yL 1L
Amortiguador 5 x 3.5uL
Big Dye 1 uL
H20 libre de RNAsas 12.5 uL
Producto de PCR ~100 ng/pL 2 uL
Volumen final de reaccion 20 uL

Tabla 8. Condiciones de reaccion de secuenciacion

Fase Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 96°C 30s

Desnaturalizacion 95°C 30s

Hibridacion 50°C 10 s Repetir por 25 ciclos
Extension 60°C 4 min

Extension final 72°C 60 s

Conservacion 4°C 0

4.10 Purificacion de productos de reaccion de secuenciacion
La purificacion de los productos de secuenciacion se realizé utilizando columnas de

purificacion Centri-Sep.

# Preparacion de las columnas:

1. Se agregaron 750 pyL de agua estéril a cada columna para hidratarlas y se
homogeneizaron asegurando la eliminacién de burbujas.
Las columnas fueron conservadas a 4°C durante dos horas.

3. Se removié la tapa inferior y se introdujo la columna en un colector. Se
centrifugé a 3000 r.p.m. durante un minuto.

4. Se desecho el liquido obtenido y se repitid el paso anterior quitando la tapa

superior.
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# Purificacién del amplicén:

1. El producto de PCR fue aplicado en el centro de la columna teniendo la
precaucion de no tocar el gel formado.

2. Se centrifugo la columna sobre un tubo de reaccion de 1.5 mL.

3. Elfiltrado fue concentrado a sequedad en un concentrador de vacio.

4.11 Secuenciacion automatizada
El producto purificado se resuspendié en 15 pL de formamida ultrapura y se
transfirié a una placa de 96 pozos. Se desnaturalizé a 94°C durante 5 minutos y se

analizd en un secuenciador ABI PRISM 3130.

4.12 Analisis de la secuencia

Este se realiz6 con el programa Sequencing Analysis v.5.3.

55|Pagina



V. Resultados

5.1 Poblacion estudiada
La poblacion estudiada comprende 15 pacientes, de los cuales dos acudieron en el
periodo octubre-diciembre del afio 2008, seis en el afio 2009 y 7 en el periodo enero-
octubre del afio 2010. La figura 21 muestra la distribucion de las edades y el género

de los pacientes.

Figura 21. Género y edad de los pacientes

PaCIentes promedio: 57 afios
0: 45 a 74 afios
Hombres
[) .
Edad promedio: 56 afios 47% Mujeres

53%
Rango: 49 a 65 anos

En la figura 22 se puede apreciar la edad de inicio de la enfermedad, la cual es en la

mayoria de los casos durante la quinta década de la vida.

Figura 22. Distribucién de la edad de inicio de la enfermedad en los pacientes
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5.2 Cuantificacion de DNA genémico
El DNA obtenido de las muestras de los pacientes analizados, muestra en promedio
una concentracion de 212 ng/pL, presentando un rango de pureza de 1.82 a 2 de

acuerdo con la relacion de Asgo/Aoso.

5.3 Analisis de integridad de DNA genémico
El DNA gendmico obtenido fue integro y con un alto peso molecular, tal como lo
ilustra la Figura 23, que muestra el resultado de una electroforesis horizontal del

DNA en un gel de agarosa al 1% en TBE al 0.5x.

Figura 23. Integridad del DNA genémico

5.4 Analisis de productos de PCR
La amplificacion del exén 2 del gen PRNP utilizando los oligonucleétidos
sefalados en el apéndice A, nos permite obtener un amplicon de 738 p.b., el
cual contiene la regiéon codificante para la proteina prion al flanquear por los

extremos al exdn mencionado.
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Figura 24. Resolucién de los productos de PCR mediante electroforesis

Tal como lo muestra la Figura 24, el amplicon obtenido muestra el peso molecular

esperado y no presenta amplificaciones inespecificas.

5.4Polimorfismos y mutaciones encontradas
El amplicon obtenido fue posteriormente purificado y secuenciado, encontrandose
dos mutaciones en posiciones distintas; la E200K y la T188R, las cuales se ilustran

en los electroferogramas de las tablas 10 y 11.

Tabla 9. Electroferogramas mostrando la mutacién E200K

Hebra sentido
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C T T A A C G T C G G T C T T G G T G L A G T T C T C C C [
Z 113 14 s 16 117 U8 119 120 1zl 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 1@

Hebra antisentido

Tabla 10. Electroferogramas mostrando la mutacién T188R

T C A& C & & T C 4 i (e Y G C & C 2 G G G T CoiC C & ° i & c C°C i rC [
SD‘S 597 599 Sl‘l 5%3 S‘LS 5‘l7 5}9 52‘1 5@3 5‘25 5‘27 5%9 5‘31 5?3 5%5 5‘37 5‘39 54‘11

Hebra sentido

G G G G C C T T G i T T G T
147 148 149 150 151 1s2z 1S3 154 155 186 157 LS8 150 L60 16l 1ez 163 164 165 166 167 1es 169 170 171 192 173 174175 176 177 LT

i

Tal como lo muestran las tablas 10 y 11, las mutaciones fueron corroboradas al

Hebra antisentido

analizarse tanto la hebra sentido como la antisentido.

Al analizarse los polimorfismos asociados a riesgo Unicamente se encontraron
variaciones en el codon 129, encontrandose individuos homocigotos para el

aminoacido metionina, para el aminoacido valina o individuos heterocigotos.
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Tabla 11. Electroferogramas mostrando el polimorfismo M129V

‘ POLIMORFISMO M129V

& ¢ & ¢ ¢ T T G & € & & ¢ T &2 €C & T 6 € T & & G A A G T & € C A T
319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335 336 337 336 339 340 341 3427 343 344 345 345 347 343 349 350 351 3

T

129M

it

T ¢ ¢ & 6 6 G C cC T T G 6 C & & C T x C & T & C T & G 6 i i G T B C C & T G 4 B
317 318 321 323 325 327 329 331 333 335 337 339 341 343 345 347 349 351 353 355 3

il

¢ ¢6 & ¢ C T T & & € G & C T 4 C G T 6 € T & & & L A & T G C L L T G
19 320 521 32z 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335 336 337 338 339 340 31 342 343 344 345 346 347 348 349 350 3L 3m

el

La tabla 13 resume el polimorfismo en el codén 129 y las mutaciones encontradas

129M/129V

129V

en cada uno de los pacientes.
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Tabla 12. Variaciones encontradas en el gen PRNP

Paciente Polimorfismo

Mutacion encontrada

M129V Cambio de Cambio de Referencia
aminoacido nucleétido
1 129V 200E/E200K c.598G>A rs28933385
2 129M/129V 200E/E200K c.598G>A rs28933385
3 129V Ninguna
4 129V Ninguna
5 129V Ninguna
6 129V 188T / T188R ¢.563C>G VAR _008747
7 129V Ninguna
8 129M/129V Ninguna
9 129M 200E/E200K ¢.598G>A rs28933385
10 129M/129V Ninguna
1" 129M/129V 188T / T188R c.563C>G VAR_008747
12 129M/129V 200E/E200K c.598G>A rs28933385
13 129M 200E/E200K ¢.598G>A rs28933385
14 129M/129V 200E/E200K c.598G>A rs28933385
15 129M/129V 188T / T188R €.563C>G VAR_008747

De manera grafica se muestra la distribucion general de los polimorfismos y

mutaciones encontradas en los 15 pacientes analizados en la Figura 25.
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Figura 25. Mutaciones encontradas y polimorfismos asociados.

5.5Frecuencias del polimorfismo M129V
La tabla muestra la comparacion entre las frecuencias del alelo codificante de metionina o

valina en pacientes y controles.

Tabla 13 Frecuencias alélicas y genotipicas en el codon 129.

Genotipos Frecuencia Frecuencia

alelo Met  alelo Val

M/N %
E200K
T188R 3 0 66.67 33.33 |0.333 0.667
Sin mutacion 6 0 33.33 66.67 |0.167 0.833
Total 15 13.33 46.67 40 0.367 0.633
Control 100 37 51 12 0.625 0.375
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VI.  Analisis de resultados

De los quince pacientes estudiados, tres presentaron la mutacion T188R, seis la
E200K y seis mas no presentaron mutacién en la region analizada. De los
polimorfismos reportados unicamente se encontré variacién en el codén 129. Es
importante destacar que la region analizada abarca todas las mutaciones reportadas
en la literatura para el gen PRNP como causa de enfermedad prionica o factor de
riesgo hasta el momento, a excepcion del polimorfismo reportado por Volimert en

region no codificante.[21]

Como se ilustra en la figura 25, la mutacion E200K se presenta en un 40% de los
casos en estudio. Esta mutacion ha sido previamente reportada y condiciona para la
fCJD, es la mutacidn con mas alta prevalencia en pacientes con esta enfermedad,
contribuyendo hasta en un 70% de los casos a nivel mundial. Lee sugiere un
haplotipo asociado a esta mutacion, el cual tiene un origen comun en poblaciones
libanesas, italianas, espanolas y chilenas, y dado el mestizaje de nuestra poblacion,
no seria raro el encontrar en estos pacientes dicho haplotipo, lo cual requiere ser
demostrado [63].

Se han planteado diversas consecuencias de esta mutacién en la estructura y
propiedades de la proteina con base en modelos tedéricos y RMN. La figura 26
muestra la ubicacion espacial del aminoacido glutamina en la posicién 200, el cual

es sustituido por una lisina en esta mutacion.

Figura 26. Ubicacion espacial de E200 en la proteina prién.

La imagen muestra la ubicacion espacial del aminoacido glutamina en la posicién 200 en |
la proteina prién en un modelo tridimensional. Obtenida de Protein Data Bank [140]



Entre las consecuencias de la mutacién E200K, algunos autores plantean que los
puentes salinos sufren alteraciones, pero éstas no producen una diferencia notable
con respecto a la proteina normal. Otros autores plantean que la mutacién puede
alterar la estabilidad de la a-hélice C [64], pero que igualmente, esta modificacién no
afecta la estabilidad termodinamica de la proteina, sin embargo, cambia el potencial
electrostatico de la superficie de la proteina, lo cual podria repercutir en la
interaccion de la PrP® con otras proteinas o con la membrana celular misma.
[141,142]

Las consecuencias de esta mutacion difieren entre las diferentes publicaciones.
Otros autores sugieren que la glicosilacion de la proteina se ve afectada, pero hay
controversia al respecto, al igual que con la propuesta de la generacion de una
inestabilidad de la a-hélice A.[65]

Por otra parte, la mutacion T188R ha sido reportada unicamente en dos pacientes,
uno proveniente de Alemania y otro proveniente de una familia mexicano-
estadounidense. El primero de estos reportes plantea incertidumbre sobre las
repercusiones de la mutacion y su relacion con el fenotipo presente, la segunda
publicacién establece la relacidon entre esta variante y la enfermedad de Creutzfeldt
Jakob con base en los hallazgos histopatoldgicos. Es importante destacar que se
analiz6 la prevalencia de esta mutacion en mas de 700 controles provenientes de
Alemania para determinar si ésta era un polimorfismo, y los resultados fueron
negativos, comprobando que se trataba de una mutacién al no encontrarse en

ninguno de los controles analizados. [143,144]
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Figura 27. Ubicacion espacial de T188 en la proteina prion.

La imagen muestra la ubicacién espacial del aminoacido treonina en la posicién 188 en la

proteina prién en un modelo tridimensional. Obtenida de Protein Data Base [140].

De manera interesante, ambos casos reportados estan acoplados al polimorfismo de
riesgo en el codén 129 de manera homocigota o heterocigota para valina; los
pacientes de esta muestra, portadores de esta mutacion también estan acoplados al
alelo 129V de manera homocigota y heterocigota, sin encontrar asociacion con el
alelo 129M de manera homocigota, por lo cual podria plantearse una segregacion de

la mutacién acoplada al alelo 129V.

Las repercusiones de esta mutacion sobre la estabilidad de la proteina no muestran
cambios evidentes en su procesamiento, sin embargo, estudios realizados in vitro de
la proteina mutada demuestran que ésta es resistente a la degradacion por
proteinasa K y es insoluble en detergentes, lo cual indica un alto grado de
agregacion que puede ser responsable del fenotipo observado en estos pacientes.
[72]

Al analizar la repercusion de éstas mutaciones utilizando el programa PolyPhen-2,

se predice un efecto probablemente dafiino para ambas mutaciones, obteniéndose
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un valor de 0.979 para la mutacion T188R y 0.903 para la E200K. Ademas, ambos

residuos se encuentran altamente conservados [145].

Como se menciond previamente, seis de los pacientes analizados no mostraron
mutaciones en el exdn dos del gen PRNP, lo cual no descarta que estos pacientes
no padezcan una enfermedad pridnica, ya que como se sefala a lo largo del trabajo,
las enfermedades pridnicas pueden tener diferente etiologia, y por tanto, se le debe
dar seguimiento al diagndstico, ya que se puede tratar de formas adquiridas
representando un riesgo sanitario. El diagnéstico confirmatorio de estos pacientes

debe realizarse a través de la autopsia.

En cuanto a polimorfismos, s6lo se encontraron variaciones en el polimorfismo del
coddén 129, en el cual se ha demostrado una alta variabilidad a nivel mundial
mientras que los otros polimorfismos reportados en este gen, son raros y sélo se

presentan en algunas poblaciones especificas como se mencioné en la introduccion.

Figura 28. Ubicacion espacial de M129 en la proteina priéon. La imagen muestra la
ubicacion espacial del aminoacido metionina en la posicion 129 en la proteina pridon en un

modelo tridimensional. Obtenida de Protein Data Base [140].

Las frecuencias obtenidas en los pacientes analizados para este polimorfismo se
muestran en la tabla 13, en la cual se puede apreciar la alta frecuencia del alelo
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129V. Estos resultados concuerdan con lo sefalado en la literatura, de que este
polimorfismo tiene una alta incidencia en poblacion de ascendencia nativa

americana en comparacion con la poblacién europea.[23]

La presencia de este polimorfismo, M129V, tiene una gran repercusion en el fenotipo
de los pacientes con enfermedades prionicas, en general, su efecto se ve reflejado
en la edad de inicio de la enfermedad. Pacientes homocigotos, ya sea para
metionina o valina tienen una edad de inicio mas temprana que aquellos que son
heterocigotos.[23] Sin embargo, en nuestros resultados no se observa una relacion
directa entre la edad de inicio y el genotipo de los pacientes, lo cual podria deberse
al tamano tan pequefio de muestra, y a que un gran numero de ellos son

heterocigotos.

Se encuentra una gran similitud en cuanto a la edad de inicio de la enfermedad de la
muestra estudiada con lo reportado en la literatura como se mostro en las figuras 17
y 22.

Como se menciond anteriormente, la mutacion T188R se encuentra acoplada al
polimorfismo 129V de manera homocigota o heterocigota. Por su parte, la mutacion
E200K esta presente en individuos tanto heterocigotos como homocigotos para
ambos alelos. Es de esperarse que aquellos individuos homocigotos en el codén 129
presenten un fenotipo mas severo que aquellos heterocigotos de acuerdo a la
literatura. [23]

Son escasos los reportes que existen en México sobre pacientes con enfermedades
pridnicas, solo existen dos casos reportados de pacientes con enfermedad de
Creutzfeldt Jakob, uno proveniente del estado de Coahuila [146] y otro del estado de
Jalisco [147], ademas del estudio de la familia con enfermedad de GSS reportada
por el mismo grupo de trabajo [148]. El hecho de encontrar nueve pacientes con
una mutacion en el gen PRNP en un periodo de dos afos nos habla de la
posibilidad de que no se esté realizando un diagndstico correcto de estas
enfermedades en nuestro pais, lo cual indica un riesgo no sélo para los individuos
afectados y sus familiares en riesgo cuando se trata de formas familiares o cuando
son adquiridas, constituyen un riesgo para la poblacion en general, ya que cuando
estos pacientes son sometidos a tratamientos quirurgicos o son donadores de

transfusiones sanguineas éstos representan un riesgo para los receptores.
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Este grupo de enfermedades tienen una baja frecuencia en el mundo, en México no
existe un estudio epidemiolégico que determine su frecuencia, ya que muchas veces
los pacientes son diagnosticados erroneamente. El estudio realizado por Bruton en
Inglaterra y con base en autopsias, mostré que el 40% de los casos de

enfermedades pridnicas no fueron diagnosticados en vida.[149]

Los resultados obtenidos en el presente estudio van mas alla de la identificacion de
polimorfismos y mutaciones en el gen PRNP, ya que muestran un panorama no
conocido sobre la incidencia de éstas enfermedades en nuestro pais, y dado el
agente etiologico de las enfermedades pridnicas y sus caracteristicas fisicas y
biolégicas, debe promover la toma de acciones por parte del sector salud
correspondiente para el manejo correcto de los desechos y mejorar el diagndstico de

éstos padecimientos, favoreciendo asi al paciente y a la poblacion en general.

El conocer el diagnéstico definitivo de estas enfermedades mediante el analisis del
gen PRNP en los pacientes proporcionara un diagnéstico certero del padecimiento y
un mejor manejo del paciente, lo que permitird un asesoramiento genético de los

riesgos dependiendo si se trata de una forma familiar o de una adquirida.
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Vil. Conclusiones.
Se identificd la mutacion T188R en tres pacientes y la mutacion E200K en seis
pacientes de la poblacién estudiada, ambas mutaciones han sido previamente

reportadas y condicionan a la enfermedad de Creutzfeldt Jakob.

No se muestra una asociacion especifica entre el polimorfismo M129V y la mutacion
E200K; por otra parte, la mutaciéon T188R esta asociada a la presencia del alelo
129V.

El presente estudio es el primero en abordar las enfermedades pridnicas en general
en pacientes mexicanos desde el punto de vista genético, y muestra que la

incidencia de las enfermedades pridnicas esta subestimada en México.
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IX. Apéndice.

a. Reactivos

® Agarosa ultrapura (Invitrogen)

® Bromuro de etidio

® Amortiguador de carga

® Cloroformo-Alcohol isoamilico: Proporcion 49:2

® Kit de purificacién de productos de PCR (GFX, GE)

® Kit de secuenciacién: Big-Dye Terminator V3.1 Cycle Sequencing (AB)

® Marcador de peso molecular: 3000 p.b. (Axygen)

® Oligonucledtido forward:5 GATGCTGGTTCTCTTTGTGG 3

# Oligonucleotido reverso:5° CCCACTATCAGGAAGATGAG 3’

® SDS 10%: Dodecil sulfato de sodio (10g/1L)

® TBE 10x: Tris base (108g), EDTA (9.3g), Acido bérico (55g), Agua (c.b.p. 1L)
® TTS: Tris 1M (1mL), Tritdbn 10x (1mL), Sacarosa (10.96g), Agua (c.b.p.1L)

b. Equipos y materiales

® Agitador: Daigger Vortex Gene 2

® Balanza: Denver Instrument Company AA-200
® Centrifuga: Eppendorf 5415D, Eppendorf 5810R
# Concentrador al vacio: Eppendorf 5301

® Cuantificador de DNA: AmpliQuant AQ-07

® Fotodocumentador BioRad

® Fuente de poder: Bio-Rad Power Pac 3000

® Secuenciador: ABI PRISM 3130

® Termociclador: Applied Biosystems 2720

® Transiluminador: DyNA Light
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