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1. Abreviaturas

ATRA Acido transretinoico

BLGR Amortiguador de lisis de glébulos rojos
BSE Encefalopatia espongiforme bovina

CJD Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
C-terminal Extremo carboxilo terminal de la proteina

Proteina prién transmembranal con el extremo carboxilo terminal en el

PP interior de la célula

CwWD Enfermedad del desgaste crénico

SPrp Proteina prién citosolica

DNA Acido desoxirribonucleico

Dpl Proteina Doppel (doblete de la proteina prién)

DWI Imagen de resonancia magnética nuclear por difusion
EEG Electroencefalograma

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

ERK Cinasas de regulacion extracelular

EUE Encefalopatia espongiforme de los ungulados exéticos
fCJD Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob familiar

FFI Insomnio familiar fatal

FI Insomnio fatal
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FLAIR

FSE

GPI

GSS

IC

ICJD

kDa

LCR

LINE

MER

MRI

MRNA

N-CAM

NHP

N-terminal

Nmprp

OPR

OPRD

OPRI

Imagen de resonancia magnética nuclear por recuperacion de inversion

de atenuacion de fluido

Encefalopatia espongiforme felina
Glucosilfosfatidilinositol

Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker
Intervalo de confianza

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica
KiloDalton

Liquido cefalorraquideo

Elementos nucleares dispersos largos
Elementos medianamente repetidos

Imagen de resonancia magnética

Acido ribonucleico mensajero

Molécula de adhesion de células neurales
Encefalopatia espongiforme transmisible en primates no-humanos
Extremo amino terminal de la proteina

Proteina pribn transmembranal con el extremo amino terminal en el

interior de la célula
Repetidos de octapéptidos
Delecion de repeticiones de octapéptidos

Insercion de repeticiones de octapéptidos
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pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PRND Gen de la proteina prién doblete (Doppel)
PRNP Gen de la proteina prion humana

PRNT Gen de la proteina pridn especifico de testiculos
PrP Proteina prion

Prp°© Proteina prion celular

PrP-GF Familia de genes de la proteina prién

Prp* Proteina prién scrapie

r.p.m. Revoluciones por minuto

RFLP Polimorfismos de longitud variable de fragmentos de restriccion
RMN Resonancia magnética nuclear

RNA Acido ribonucleico

SDS Dodecilsulfato de sodio

Secprp Proteina prién totalmente translocada

sFI Insomnio fatal esporadico

Sho Proteina Shadoo (sombra de la proteina prion)
SNC Sistema nervioso central

SNP Polimorfismo de un solo nucle6tido

SOD Superodxido dismutasa
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SPRN

TBE

TEMED

TME

TNF

TSE

uv

vCJD

Gen sombra de la proteina prién
Amortiguador Tris-Boratos-EDTA
Tetrametilendiamina

Encefalopatia transmisible del mink

Factor de necrosis tumoral

Encefalopatias espongiformes transmisibles
Ultravioleta

Variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
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2. Resumen

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs), o enfermedades pridnicas,
son un grupo de padecimientos neurodegenerativos poco comunes, cronicos, irreversibles
y fatales que afectan a humanos y animales. Los padecimientos descritos en el humano
son la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), la enfermedad de Gerstmann-Straussler-
Scheinker (GSS), el insomnio fatal (FI) y el kuru. Las TSEs tienen una muy baja incidencia
en el mundo, reportdndose anualmente por cada millén de habitantes entre 1 y 2 casos de

la forma esporadica de CJD, que es la mas frecuente de estas enfermedades.

A pesar de su baja incidencia, estas enfermedades han resultado de gran interés para
muchos investigadores debido a su etiologia Unica en la biologia, ya que pueden existir
casos esporadicos, hereditarios y adquiridos. También han roto paradigmas de la biologia
ya que el agente causante y transmisible de estas enfermedades es de naturaleza

exclusivamente proteica, sin acidos nucléicos.

La proteina en cuestion es una variante conformacional de la proteina prién, una
proteina enddégena presente en las membranas celulares de diversos tejidos,

especialmente en el sistema nervioso central.

La proteina prion esta codificada por el gen PRNP, presente en una gran variedad de
especies animales. En dicho gen se han reportado una treintena de mutaciones,
responsables de las variantes hereditarias de las enfermedades pridnicas. Adicionalmente
a las mutaciones, se encuentran en el gen PRNP diversos polimorfismos, algunos de los
cuales tienen la capacidad de modificar la susceptibilidad o resistencia a las variantes

esporadicas, familiares y adquiridas de TSEs, ademas de maodificar el fenotipo de éstas.

La frecuencia de estos polimorfismos, especialmente el situado en el codén 129
(M129V), ha sido estudiada en diversas poblaciones alrededor del mundo. La importancia
de este polimorfismo se debe a que existe evidencia de que el genotipo heterocigoto es
protector frente a las enfermedades pridnicas esporadicas y adquiridas. Las formas
familiares de estas enfermedades también son modificadas por este polimorfismo, por
ejemplo en el caso de la mutacion D178N que causa insomnio familiar fatal al estar
asociado al alelo 129M y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob al presentarse el alelo 129V. A
le fecha no existen reportes de los polimorfismos presentes en el gen PRNP en poblacion

mestiza mexicana.
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En este trabajo se emplearon las técnicas de secuenciacién y andlisis RFLP para la
determinacion de las frecuencias de los polimorfismos del gen PRNP presentes en 340
muestras de controles sanos mestizos mexicanos. Se encontraron 3 polimorfismos
previamente reportados en otras poblaciones: la delecién de 24 pares de bases en la
region de octapéptidos repetidos (1-OPRD), el polimorfismo sin6nimo A117A y el
polimorfismo M129V. Las frecuencias encontradas en este ultimo difieren de lo reportado
en poblaciones nativas de Latinoamérica y no cumplen con el equilibrio de
Hardy-Weinberg, sugiriendo la existencia de factores de desequilibrio como la
introduccion relativamente reciente de un genotipo diferente al originalmente encontrado

en la region.
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3. Marco tedrico

3.1 Historia

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs), o enfermedades pridnicas,
son un grupo de padecimientos neurodegenerativos poco comunes, cronicos,
irreversibles y fatales que afectan a humanos y animales [1, 2, 3]. Este tipo de
enfermedades se conoce desde el siglo XVIIl, cuando aparecieron reportes de una
enfermedad que afectaba a ovejas y cabras en el Reino Unido [4]. En un texto de 1750 se
describe que las ovejas mordian sus patas y se rascaban el lomo, ademas de presentar
irritabilidad, temblor, convulsiones y pérdida de peso hasta, inevitablemente, morir [5]. La
enfermedad recibié diversos nombres hasta el definitivo scrapie, que se refiere a que los
animales se rascaban hasta desprender pedazos de piel [5, 6]. Los examenes
histopatoldgicos de cerebros de las ovejas con scrapie mostraron espongiosis, gliosis y
pérdida neuronal [4]. En 1881 [7] se describié en Francia un caso similar al scrapie en un
buey, indicando que estas enfermedades también afectaban bovinos [4].

A principios del siglo XX, Hans Gerhard Creutzfeldt [8] y Alfons Maria Jakob [9]
reportaron, por separado, casos de pacientes que habian sufrido deterioro mental severo.
En todos los casos reportaron las mismas caracteristicas neuropatologicas encontradas
en los cerebros de animales con scrapie [4]. Por otro lado, los neurdlogos Josef
Gerstmann, Ernst Straussler e llya Mark Scheinker [10] reportaron la muerte de varios
miembros de una familia que habian sido afectados por ataxia cerebelosa y demencia

progresiva [11].

A partir de 1957 ocurrieron una serie de eventos que ampliarian el conocimiento sobre
las enfermedades pridnicas. Fue en este afio cuando Daniel Carleton Gajdusek se
incorpor6 al grupo de Vincent Zigas que estudiaba una extrafia enfermedad, similar a una
encefalitis, que tenia una alta incidencia en los habitantes de un area muy restringida en
las tierras altas de Papua Nueva Guinea [12]. La enfermedad fue llamada kuru, que en el
idioma local significa “temblor” o “miedo”. Las personas afectadas por el kuru presentaban
ataxia (pérdida de coordinacion), temblores y demencia, que los llevaba a la muerte en
menos de un afo [1, 4]. Los investigadores observaron el rito de canibalismo practicado
en la regiobn pero notaron que otros grupos que lo practicaban no presentaban la
enfermedad, por lo que el canibalismo per se no era el causante de la enfermedad, sino

un vehiculo para su propagacion [6].
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William Hadlow fue el primero en proponer una relacion entre el scrapie y el kuru al ver
las micrografias de la patologia provocada por la segunda. Sabiendo que el scrapie se
habia podido transmitir entre ovejas [13], el grupo de Gajdusek trabajo en probar que el
kuru podia transmitirse a chimpancés. Sus resultados fueron publicados en 1966 [14]. Un
par de aflos mas tarde, el mismo grupo demostro la transmisibilidad de la enfermedad
descrita por Creutzfeldt y Jakob [15].

Hasta ese momento se habia demostrado que estas enfermedades eran transmisibles
no solo entre individuos de la misma especie, sino también entre especies. Sin embargo,
aun se ignoraba la naturaleza del agente causal. Se propuso inicialmente que se trataba
de un lentivirus, basandose en los largos tiempos de incubacion [15, 16].

Tikvah Alper et al. observaron los efectos de la radiaciéon ultravioleta en las
suspensiones de homogenizados de cerebro de ratones infectados y concluyeron que la
capacidad del agente causal del scrapie para replicarse no dependia de un 4cido nucléico
[17].

En 1967, Gibbons y Hunter discutieron los “pros y contras” de las teorias que
proponian que el agente del scrapie fuera un virus, una proteina, un carbohidrato o una
membrana [18]. Segun ellos, la teoria del virus parecia poco probable debido a la
incapacidad para aislarlo o visualizarlo, sin embargo no la descartaron del todo. Los
resultados de pruebas de inactivacion apoyaban la idea de que el scrapie fuera causado
por una proteina, pero los autores no se explicaban la excepcional resistencia al calor o al
tratamiento con formalina, ademéas de los efectos limitados del tratamiento con enzimas
proteoliticas. Por su parte, la sensibilidad al tratamiento con fenol y urea (reactivos
utilizados en la extracciéon de polisacaridos) hizo que se descartara que el agente fuera un
carbohidrato. Finalmente, basandose en la conservacion de la capacidad para transmitir la
enfermedad después de diversas extracciones, los autores sugirieron que el agente

podria ser una membrana celular [5].

Ese mismo afio, el matematico John Stanley Griffith [19] también propuso que el
agente podria ser una proteina y ademas explico tres ideas de su replicacién, todas
basadas en que la proteina era codificada por el huésped. Una de estas ideas permanece
vigente y se basa en que la introduccién de una “semilla” de una forma modificada de la
proteina podria causar que las proteinas nativas se unieran a ella y que, eventualmente,

esta semilla se dividiria, dando pie a una propagacion exponencial [5].
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Finalmente, el primero en utilizar el término “prion” fue Stanley Ben Prusiner en 1982
[20]. El término original era “proin” y se refiere a la naturaleza proteica del agente
(proteinaceous infectious particle), sin embargo Prusiner lo sustituyé por “prion” [6]. A
partir de entonces, los esfuerzos de Prusiner se enfocaron en aislar y purificar esta
proteina, hecho que lograron en 1984, llamandola PrP 27-30 (Prion Protein, con un peso
de 27-30 kDa) [21].

Un afio mas tarde, esta proteina fue encontrada en cerebros de ratones y hamsteres
sanos, por lo cual se utilizé el término PrP¢ para referirse a la Proteina Prién Celular y
PrPS° para la variante causante de Scrapie. También se identifico el gen responsable, que
fue llamado gen de la proteina prién, Prnp [22].Un afio méas tarde, el mismo gen fue
identificado en humanos y para éste se adopté la homenclatura en mayusculas (PRNP).
[23, 24].

3.2Gen PRNP

El gen PRNP, que codifica para la proteina prion humana, se encuentra en el locus
20p13 y comprende 15.4 kpb. El gen esta compuesto por dos exones: el primero, no
traducido, de 277 pb y el segundo, de 2380 pb, que contiene la totalidad del marco abierto
de lectura (ORF) de 762 pb. Los dos exones estan separados por un intrén de
aproximadamente 13 kpb [25, 26]. Se han propuesto 5 variantes de splicing para este gen
[27]; sin embargo, el hecho de que toda la region codificante se encuentre en el mismo
exon, relativamente alejada (6-11 pb) del sitio de splicing, asegura gque no se encuentren

diferentes isoformas de la proteina por variantes de splicing alternativo [1, 28].

La regién promotora del gen PRNP contiene una isla CpG de unos 400 pb y carece de
una caja TATA o un motivo iniciador, caracteristicas encontradas en los genes
constitutivos. Se encuentran en ella sitios de unién a factores de transcripcion putativos,

como Spl, Ap-1, Ap-2 y una caja CCAAT, agrupados en dos clusters [29].

La expresién de este gen puede verse afectada por diversos factores exdgenos. Se ha
encontrado la presencia de elementos de choque térmico en el promotor, por lo que este
tipo de estrés aumenta la expresion de PRNP a nivel de mRNA y de proteina entre 1.5y
2.5 veces [30]. También se ha encontrado que la expresion de proteinas de choque
térmico aumenta en las etapas finales de las TSEs, lo cual podria explicar la rapida

progresion de estas enfermedades hacia las Gltimas etapas [31].
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El estrés oxidativo, probado con un modelo de oxigeno hiperbarico, también aumentoé
la expresion de PRNP. Este factor también provocé un aumento en la expresion de
proteinas de choque térmico, pudiendo ser éste el mecanismo por el que se aumenté la
expresion de PRNP [31, 32]. El mismo mecanismo se observdé en el aumento de
expresion de PRNP causado por hipoglucemia [33].

El tratamiento con oOxido nitrico (NO), tanto directa como indirectamente, como
respuesta al tratamiento con lipopolisacéridos, también aumenté la expresion de PRNP
mediante un mecanismo involucrado en la supervivencia celular, implicando que la
regulacion positiva de PrP® ocurre como una respuesta de supervivencia [31, 34].
También se ha reportado regulacion positiva de la expresion de PRNP en casos de

accidente cerebrovascular [35].

Se observé disminucion en la expresiéon de PRNP después del tratamiento con acido
transretindico (ATRA), un farmaco utilizado en el tratamiento de la leucemia
promielocitica. El tratamiento de esta enfermedad se basa en que el ATRA induce la
diferenciacion terminal de la clona maligna [31]; sin embargo, se plantea que la regulacién
negativa de la expresion de PRNP es independiente de la maduracién, en un mecanismo

dependiente de sintesis de novo de proteinas [36].

El gen PRNP se encuentra altamente conservado en mamiferos. Se reporta
tipicamente >50% de identidad en la secuencia de aminoacidos, con respecto al humano,
aunque la identidad asciende hasta un 95% en la region de repetidos de octapéptidos y
otras regiones estructuradas asociadas a enfermedades [37]. Este hecho parece explicar
gue las enfermedades pri6nicas sean transmisibles entre especies [38]. La estructura de

la proteina pridn (PrP) sera discutida mas adelante.
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3.3Proteina prion (PrP)

Figura 1: Estructura de PrP€. Obtenida por resonancia magnética nuclear (RMN) a pH 7.0.
Se observan las tres hélices a (al, a2 y a3) y las dos laminas B (B1 y B2) ademas del nucleo
hidrofébico, marcado en gris. Modificada de [39].

3.3.1 Estructura

La proteina prién humana (PrP®) esta formada por 253 aminoacidos y tiene un peso
molecular de 32-35 kDa. Su sintesis involucra una translocacion al lumen del reticulo
endoplasmico donde son escindidos los péptidos sefial de cada extremo (residuos 1-22 y
231-253) al mismo tiempo que se afiade un grupo glucosilfosfatidilinositol al residuo 230
(serina). Esta modificacion le permite a la proteina anclarse, previo paso por el aparato de
Golgi, a la cara externa de la membrana plasmética, concretamente en dominios de

“balsas lipidicas”, ricos en colesterol [40].

PrP® puede adoptar cuatro topologias diferentes: la forma totalmente translocada
(°**°PrP), que compone mas del 90% del total de PrP producido, dos formas
transmembranales opuestas (""PrP, por tener el extremo amino-terminal en el interior de
la célula y “PrP, por tener el extremo carboxilo-terminal en el interior de la célula) y una

forma citosélica soluble (“"PrP) [41]. Otros autores, sin embargo, comprobaron que la
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forma citosélica es en realidad un artefacto de la sobre-expresion y la presencia de

inhibidores de proteosoma [42, 43].

PrP° tiene regiones bien definidas (Fig. 2): Los residuos 51 a 91 forman la region de
repetidos en la que se encuentra 1 nonapéptido seguido de 4 octapéptidos cuya
secuencia de amino&cidos es idéntica, aunque hay diferencias en la secuencia de
nucleétidos. Esta diferencia se refleja en la notacion R1-R2-R2-R3-R4, en la que R1
corresponde al nonapéptido, seguido por dos octapéptidos idénticos en su secuencia de
nucleotidos y finalmente dos octapéptidos més, codificados por secuencias de nucleétidos
diferentes. Por su parte, los residuos 106 a 126 forman el dominio hidrof6bico, altamente
conservado. Mas adelante se encuentra el dominio globular, en el que encontramos tres

estructuras de a-hélice (a1, a2 y a3) y dos laminas B (1 y B2) [40].

Adicionalmente, se encuentran en la proteina un puente disulfuro, formado entre las
cisteinas de las posiciones 179 y 214, y dos sitios de n-glucosilacion en las treoninas de

las posiciones 181 y 197. Las versiones no glucosiladas, asi como las mono- y di-

Regiéh Glu Glu Anclaje GPI
Regionde  phigrofobica s S
repetidos  pe——y | I
1 22 51 90 111 134 179 183 199 214 230 253
re== F—
e —
— ——
Péptido 4 4 Péptido
sefial o senal
L Sitios de corte I 1
Dominio no estructurado Dominio estructurado

glucosiladas de PrP se encuentran de manera indistinta en las células [40].

Figura 2: Esquema lineal de la estructura de la proteina PrP®. El esquemailustra los
dominios de la proteina, asi como los sitios de corte enzimético, los sitios de glucosilacién y los
residuos que forman puentes disulfuro. Modificada de [40].
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Figura 3: Forma madura de PrP®. Representacién de PrP® madura anclada a la
membrana celular a través del anclaje GPI (representado por esferas). La glucosilacion (Glu) esta

sefialada por las ramificaciones de la parte superior. Modificada de [39].

3.3.2 Localizacion

PRNP se expresa en diversos tejidos en todas las especies conocidas de mamiferos,
sin embargo, su expresion principal ocurre en el sistema nervioso central, principalmente
en neocorteza y cerebelo, asi como en los testiculos [40, 44]. Mas especificamente, se
sabe que la proteina se expresa en diversas poblaciones neuronales del hipocampo,
talamo y neocorteza, asi como en células gliales. Dentro de las neuronas se ha
encontrado que PrP® se encuentra predominantemente en axones y dendritas, aunque no

como parte de las vesiculas sinapticas [44].

Fuera del SNC, es importante la presencia de PrP® en células del sistema

inmunoldégico (linfocitos T y B, células NK y células dendriticas) [40].

3.3.3 Funciones

Actualmente no se conoce con certeza la funcion de PrP [45]. Esto se debe, en parte,
a que por mucho tiempo el estudio de la proteina prién se concentré en el estudio de la
isoforma patogénica PrP%°, mas que en las funciones fisioldgicas de PrP® [42]. Sin
embargo, el alto nivel de conservacion en este gen entre las secuencias de mamiferos

sugiere que éste ha retenido una funcion importante a través de la evolucion [46].
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Actualmente hay diversas lineas de investigacion que proponen algunas funciones para
PrP®, sin embargo, los estudios no han logrado ser concluyentes. A continuacion se

presentan algunas de las funciones propuestas para PrPC.

3.3.3.1 Actividad antiapoptética.

Diversos estudios con cultivos celulares [47, 48], levaduras [49] y ratones [50, 51]
sugieren que PrP€ protege a las células de la apoptosis inducida por Bax. Adn no es claro
el mecanismo por el que esto puede ocurrir, sin embargo los autores plantean seis
opciones (Fig. 4): 1) PrP unida a la membrana podria interactuar con receptores
transmembranales, iniciando cascadas de sefializacibn que inhibieran la translocacion
mitocondrial, oligomerizacién o cambios conformacionales de Bax; 2) formas citosélicas
de PrP podrian producir efectos similares al interactuar directamente con Bax; 3) PrP
podria inhibir proteinas pro-apoptéticas del grupo BH3, responsables de la activacion de
Bax; 4) PrP podria aumentar la interaccién de Bax con proteinas anti-apoptéticas como
Bcl-2 y Bcl-XL; 5) PrP podria suprimir los efectos corriente abajo en la via de Bax
(liberacion de citocromo c, activacién de Apaf-1 y caspasas) y 6) durante su paso por el
reticulo endoplasmico, PrP podria alterar los efectos de Bax en este organelo, mediante

alteraciones en el calcio intracelular y la respuesta de proteinas no plegadas [42].

Aunqgue esta actividad antiapoptética se relaciond inicialmente con neuroproteccion,
también se ha observado que confiere resistencia al tratamiento contra células tumorales
ya que también protege a las células de la apoptosis inducida por TNF-a, por lo que se ha

relacionado a PrP con procesos cancerosos [40].
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Figura 4: Actividad anti-apopt6tica de PrP. Se ha sugerido que PrP podria evitar la
apoptosis inducida por Bax. Esta accion podria ser llevada a cabo mediante interaccién con
receptores transmembranales (1), accion directa de formas citosélicas de Prp (2), inhibicion de
proteinas del grupo BH3 (3), aumento de la actividad de Bcl-2 y Bcl-XL (4), supresion de los

efectos de la via de Bax (5) o efectos desde el reticulo endoplasmico (6). Modificada de [42].

3.3.3.2 Actividad antioxidante.

También se ha sefialado que PrP® puede participar en proteger a las células frente al
estrés oxidativo. Esto se basa principalmente en la observacion de que las neuronas de
ratones knock-out para Prnp son mas sensibles al dafio oxidativo inducido por peroxido de

hidrégeno, iones de cobre y xantina oxidasa [52, 53].

Se plantea que este efecto antioxidante se debe a la regulacién positiva de las

actividades de proteinas secuestradoras de especies reactivas de oxigeno como la
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Superdxido Dismutasa dependiente de cobre-zinc (Cu-Zn SOD), o bien a que la propia
PrP exhiba una ligera actividad SOD dependiente de cobre, aunque esta ultima idea ha
sido cuestionada [42].

3.3.3.3 Regulacién por cobre

PrP¢ es capaz de unir hasta cuatro iones Cu®* en la regi6n de repeticiones de
octapéptidos, con una alta afinidad [54]. Esta unién produce cambios conformacionales en
la cola flexible amino-terminal y, en algunos casos, la salida de PrP¢ de las balsas

lipidicas para su endocitosis mediante vesiculas de clatrina [55].

Diversos ensayos sefialan que es poco probable que PrP® esté involucrada en las
vias principales de entrada y salida de cobre de células y tejidos, aunque no se descarta

la posible influencia del cobre como modulador de otras funciones de PrP [42].

3.3.3.4 Seinalizacion transmembranal

Dado que la mayor parte de PrP se encuentra en la superficie celular, se ha sugerido
que esté involucrada en procesos de sefalizacion. Esta teoria también se justifica por la
ubicacion de la proteina en balsas lipidicas de la membrana, sitios conocidos como
plataformas para procesos de transduccion de sefiales [56]. Sin embargo, ya que la union
a la membrana es a través de un grupo GPI, haciendo que la cadena peptidica sea
totalmente extracelular, es necesario que PrP® interactte con otras proteinas para lograr

la transduccién de sefales hacia el interior de la célula [42].

Se ha observado que la interacciéon de PrP® con fyn, una tirosina cinasa no receptora,
desencadena una sefial neuroprotectora mediante la enzima NADPH oxidasa y cinasas
de regulacion extracelular (ERK). Asimismo, se ha observado que PrP° protege del dafio

isquémico, mediante una ruta dependiente de Akt [42].

Por otro lado, se ha relacionado a PrP® con vias de sefializacion involucradas en el
crecimiento neuronal y la neuritogénesis mediante la interaccion con la molécula de

adhesioén de células neurales (N-CAM) [42].
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3.3.3.5 Participacion en la sinapsis

En un experimento se demostré que la incubacion neuronal en presencia de PrP
induce la rapida elaboracion de axones y dendritas, aumentando el nUmero de contactos
entre ellos. Adicionalmente se han observado altas concentraciones de PrP® en la placa
neuromuscular, donde su presencia potencializa la liberacion de acetilcolina [42]. Estos
hallazgos sugieren que PrP® tiene un papel regulatorio en el establecimiento de la

sinapsis, ademas de la proteccion antioxidante que se discutié anteriormente.

Las anormalidades neurolégicas de ratones knock-out para Prnp, como alteraciones
en la organizacion de fibras nerviosas [57], ritmo circadiano [58] y aprendizaje espacial
[59], asi como la patologia sindptica observada en pacientes con enfermedades pridnicas
sugieren la participacion de PrP® en la sinapsis.

3.3.3.6 Adhesion celular

Se ha observado que PrP¢ interactia con diversas moléculas de adhesion. Ya se
comentd anteriormente la interaccion con N-CAM, que promueve la neuritogénesis

mediante la activaciéon de la cinasa fyn [60].

También se ha demostrado la interaccion de PrP€ con laminina, una componente
principal de membranas basales. En el sistema nervioso central, esta union puede estar

relacionada con proliferacién celular, neuritogénesis y migracion celular [42].

Otros experimentos han encontrado que la expresion de PrPC intensifica la agregacion

de células de neuroblastoma, aunque el mecanismo aun no se ha explicado [61].

3.4Genes relacionados con PRNP

Muy cerca del gen PRNP, dentro del cromosoma 20, se encuentran los genes PRND y
PRNT, formando el llamado locus PRNP (Fig. 5), que comprende alrededor de 55 kb [62].
Estos tres genes, junto con el gen SPRN, ubicado en el brazo largo del cromosoma 10
(10g26.3) conforman la familia de genes PrP (PrP-GF) [27, 37, 63].
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Figura 5: Esquema del locus PRNP. Esquema de la region de 55 kb en el cromosoma 20
humano que incluye los genes PRNP, PRND, y PRNT.

PRND es el gen mas cercano a PRNP y, como éste, se compone por dos exones,
estando el marco abierto de lectura completamente dentro del segundo exén [26]. Este
gen codifica la proteina Doppel (Dpl), de 179 aminoacidos, que también esta formada por
tres estructuras a-hélice y dos laminas B-plegada, teniendo un 25% de identidad de

aminoacidos con la region globular de PRNP (Fig. 6).
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Figura 6: Esquema lineal de la estructura de la proteina Dpl. Al igual que PrP®, Dpl
tiene un dominio estructurado que consiste de tres hélices a y dos laminas 3 cortas. También se

observan en Dpl sitios de glucosilacién y la formacién de puentes disulfuro. Modificada de [40].
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Dpl se expresa normalmente en diversos tejidos durante el desarrollo fetal y en muy
bajas cantidades en cerebros de adultos [40]. Diversos experimentos sefialan que Dpl
tiene un efecto toxico cuando se presenta en el sistema nervioso central, causando, por
ejemplo, ataxia por dafio a células de Purkinje [64]. Este efecto dafino de Dpl se ve
contrarrestado por la accion de PrP®, lo cual sugiere que estas dos proteinas tienen
funciones opuestas [44].

A 3 kb en direccion 3° de PRND se encuentra PRNT, el dltimo gen del locus PRNP.
Este gen solo se ha encontrado en primates [65] y se expresa exclusivamente en tejido de
testiculo adulto [40]. Actualmente se plantea que este gen, rico en elementos repetitivos
de tipo LINE1 (elementos nucleares dispersos largos tipo 1) y MER2 (elementos

medianamente repetidos tipo 2) [62], no codifica una proteina [40, 66].

Otro integrante de la PrP-GF se encuentra fuera del locus PRNP, concretamente en el
cromosoma 10 en humanos: el gen SPRN. Al igual que todos los miembros de la familia,
este gen se compone por dos exones y el marco abierto de lectura completo esta
contenido en el segundo. SPRN codifica la proteina de 151 aminoéacidos llamada Shadoo,
(de Sho, que significa sombra en japonés) [26, 44]. Estructuralmente, es notable la
similitud entre Shadoo y el extremo N-terminal de PrPC, incluyendo una regién de
repetidos, una regién hidrofébica, un sitio de N-glucosilaciéon y un anclaje GPI con el que

se une al exterior de la membrana de células nerviosas (Fig. 7) [40, 63].

Region

i i Glu :
Tetrarepetidos hidrofobica Anclaje GP

ricos en Arg/Gly

C

Figura 7: Esquema lineal de la estructura de la proteina Shadoo. Se observa en
Shadoo una regioén de repetidos y una region hidrofébica bien conservada, de manera similar a lo

encontrado en PrP®. Modificada de [40].

Estas similitudes motivaron que se buscara si Shadoo también llevaba a cabo la

funcion protectora de PrP® frente al dafio provocado por Dpl, hecho que se comprob6 en
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un estudio en el que también se detectdé que la expresion de Shadoo disminuye
significativamente cuando ocurre el cambio de PrP® a PrP*°, lo cual podria contribuir a la

progresion de las enfermedades pridnicas [63].

Estos hallazgos fundamentan un modelo de interaccion entre las proteinas de la
familia de PrP. En este modelo se propone que tanto PrP¢ como Shadoo conviven en la
membrana, teniendo una funcién de neuroproteccion (Fig. 8). En ausencia de PrP°, la
proteina Shadoo podria cubrir esta funcion, aunque de manera menos eficaz, lo cual
explicaria el fenotipo aparentemente sano de ratones knock-out para Prnp [67]. Por
dltimo, la conversién de PrP® en PrP*° lleva a la pérdida de la funcién neuroprotectora, asi
como la ganancia de una funcién toxica, ocasionando una neurodegeneracion que es

agravada por la disminucion de la expresion de Shadoo [44].

PrP°¢ PrP® Prpsc

Oy @ |—8 (©
!

|
o)\t o/\c

Neuroproteccion Neuroproteccion Neurodegeneracion

Figura 8: Modelo de interaccién entre PrP®y Shadoo. Se propone que PrPy Sho
tienen un efecto neuroprotector que se observa incluso en ausencia de PrP€, pero que se pierde
con la conversion a Prp*° y la disminucion en la expresion de Sho, causando neurodegeneracion.

Modificada de [44].
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3.5Conversion PrP°-PrP* y desarrollo de las enfermedades prionicas

Es ampliamente aceptado que el evento central en la aparicién de las enfermedades
prionicas es la conversién de la forma celular de la proteina prién (PrP€) a la isoforma
patogénica PrP*¢ [68, 69, 70]. Como se ha comentado antes, PrP® es una proteina
formada principalmente por estructura de a-hélice, soluble y sensible a la accion de
proteasas. Sin embargo, la re-estructuraciéon post-traduccional del extremo N-terminal,
formado por una cola no estructurada y una o-hélice en PrP® para formar nuevas
estructuras de lamina 3, ocasiona que ésta estructura se vuelva predominante (43% de la
estructura total) [69, 71]. Al adquirir esta nueva configuracion, la proteina se vuelve
insoluble y parcialmente resistente a proteasas, ademas de adquirir la capacidad de
agregarse. Esta proteina ha sido detectada en cerebros de humanos y animales con
enfermedades pridnicas y se ha demostrado que es el agente transmisible de éstas [69].
El cambio entre PrP® y PrP*° es poco probable en condiciones normales al estar
energéticamente desfavorecido [69, 72].

La hipotesis de “Gnicamente proteina”, postulada por Prusiner, propone que el agente
proteico PrP*° dirige su propia propagacion [69, 73]. Existen dos modelos que explican
cémo PrP%° dirige esta propagacion: el modelo de replegamiento y el modelo de la semilla
[70].

El modelo de replegamiento (Fig. 9) postula la interaccion entre la PrP¢ endégena y
PrPS¢ exégena introducida, o bien producida esporadicamente. La unién produce
eventualmente un heterodimero en el que PrP*¢ actia como molde para el replegamiento

de PrP€ en la forma patogénica, cambio impedido en condiciones normales [69, 72, 73].

PrPC. A —__--\

Conversion

evitada por
barrera !
energética

Agregado

PrP5°

Heterodimero Homodimero

Figura 9: Modelo de replegamiento. Requiere de la interaccién entre PrP® y PrP°, que

disminuye la barrera energética para el cambio a la conformacién patogénica. Modificada de [72].
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El modelo de la semilla, también llamado de nucleacién-polimerizacion (Fig. 10),
propone que PrP¢ y PrP®® se encuentran en un equilibrio termodinamico que favorece la
forma PrPC. Unicamente si varias moléculas de PrP°® se ordenan para formar una semilla
(proceso lento y reversible), éstas podran reclutar mas monémeros de PrP*® hasta llegar a
formar un agregado amiloide grande en el que PrP* se estabiliza, en un proceso
irreversible. La semilla también podria ser adquirida exdgenamente. Finalmente, la
fragmentacion de estos agregados produciria nuevas semillas que podrian reclutar mas
PrPs¢ [72].

.. A A
Ji - '&‘S &

Prpse ” Reclutamiento de  Semilla Agregado Fragmentacion de
A Formacion de  prpse monomerica jnfecciosa agm"gide ag?egados para
semilla (muy lenta) (rapido) formar nuevas

semillas

Figura 10: Modelo de la semilla. La agregacion lenta y reversible de monémeros de PrP*°
conduce a la formacién de una semilla que inicia el reclutamiento rapido de mas mondémeros. Dicha

semilla puede a su vez fragmentarse para formar nuevas semillas. Modificada de [72].

Recientemente se ha sugerido que, mientras que los intermediarios oligoméricos son
las particulas responsables del dafio neuronal y la transmisibilidad de las enfermedades
priénicas, estructuras mas grandes, como protofibrillas y fibrillas, son menos téxicas que
los intermediarios e incluso pueden adquirir funciones protectoras como la observada en
PrP° [69].

Pagina |22



3.6 Enfermedades priénicas humanas

Las enfermedades prionicas, también Illamadas encefalopatias espongiformes
transmisibles (TSEs) son un grupo de enfermedades neurodegenerativas crénicas,
irreversibles y fatales que afectan a humanos y animales. Como grupo se caracterizan por
ocasionar demencias de rapida progresion, asi como por la presencia de PrP*¢ en el

sistema nervioso de los individuos afectados [71].

Estas enfermedades pueden ser clasificadas segln su etiologia como esporadicas
(causa desconocida), familiares (heredadas) o adquiridas (transmitidas horizontalmente),

lo cual las hace Unicas entre las enfermedades conocidas [1, 71].

En el humano se han clasificado en cuatro grupos principales, basandose en sus
caracteristicas fenotipicas [1]. Estos son: Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD),
Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), insomnio fatal (FI) y kuru. A
continuacion se presenta una descripcion de las caracteristicas relevantes de cada una de

las enfermedades pridénicas humanas.

3.6.1 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

Los pacientes con CJD presentan una severa demencia cortical, precedida de
confusion y pérdida de la memoria, ademas de ataxia y mioclonias. [1]. La neuropatologia
caracteristica de esta enfermedad es la presencia de degeneracion espongiforme por la
formacion de vacuolas en células de la materia gris cortical (Fig. 11). Estas vacuolas
miden entre 5 y 25 um de didmetro en etapas iniciales de la enfermedad y llegan a medir
hasta 100 um en etapas avanzadas [1]. En el 5-10% de los casos también se ha

observado depdsitos de placa amiloide [3].
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Figura 11: Neuropatologia observada en CJD. Se muestra un corte de tejido cerebral

tefiido con hemotoxilina y eosina donde se indica con una flecha la degeneracion espongiforme
(vacuolacion) del neuropilo caracteristica de CJD. [1].

A su vez, este grupo se divide en cuatro subgrupos en funcién de las diferentes
etiologias.

3.6.1.1 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica (sCJD)

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica (sCJD) es la mas frecuente de las
enfermedades pribnicas humanas, con una incidencia de 1-2 casos por millén. Se ha
observado una distribucion uniforme con respecto al género y se presenta comunmente
entre los 55 y 75 afios de edad, aunque se han reportado casos de individuos afectados
con edades inferiores a los 20 afios [3].

Su sintoma clinico principal es la demencia de rapida progresion acompafada de
disfuncion cerebelar que incluye ataxia y anormalidades visuales, del habla y la marcha.
En etapas terminales, los pacientes se vuelven insensibles a estimulos externos, en una

condicion conocida como mutismo acinético [3].

Las observaciones clinicas han permitido definir diferentes subtipos de esta variante
de la enfermedad, que son: a) el de Brownell y Oppenheimer, que representa alrededor
del 25% de los casos, en el que se observa predominantemente una ataxia cerebelar en
etapas tempranas y demencia en etapas tardias [1]; b) el tipo amaurético, o de
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Heidenhain, que se caracteriza por demencia de rapida progresion de corta duracion,
mioclonias y alteraciones visuales como alucinaciones, agnosia visual y ceguera cortical;
c¢) la forma taldmica que se caracteriza por demencia acompafiada de desordenes de
movimiento y d) la variante panencefalica, reportada en poblacion japonesa, en la que se
observa gran cantidad de células en el liquido cefalorraquideo y dafio de la materia blanca

con una progresion mas lenta [74].

3.6.1.2 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob familiar (fCJD)

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob familiar (fCJD), o también llamada genética
(gCJD), es una de las enfermedades pridnicas hereditarias con patron de herencia
autosémica dominante. Este grupo, que contribuye a poco menos del 15% de los casos
de TSEs, se caracteriza por encontrarse mutaciones en el gen PRNP que ocasionan que
la proteina sintetizada sea inestable y sufra el cambio conformacional a la variante
patogénica [1, 73]. La fCJD se ha asociado con inserciones de 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 9 repetidos
de octapéptidos, asi como mutaciones en los codones 178, 180, 183, 196, 200, 203, 208,
210, 211 y 232, siendo mas importantes las mutaciones E200K, 1210V, D178N, V180l y
T188R. La mutacién D178N también estd4 asociada con el Insomnio Familiar Fatal y
actualmente se sabe que el polimorfismo del codon 129 (M/V) resulta determinante en el
fenotipo de la enfermedad, requiriéndose el haplotipo D178N-129V para el desarrollo de
fCID [1, 3]. Mas adelante se presentara una descripcion mas detallada de estas

mutaciones.

3.6.1.3 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica (iCJD)

La primera descripcion de un caso de iCJD fue en 1974 en una persona que habia
recibido un transplante de coérnea del cadaver de un paciente con CJD [75]. A partir de
entonces se han reportado diversos casos de transmision iatrogénica de la enfermedad
por intervenciones de neurocirugia, implante de electrodos para electroencefalogramas,
trasplantes de cornea y duramadre, asi como tratamientos con hormona de crecimiento y
gonadotropina derivadas de pituitaria de cadaveres [76]. Recientemente, se demostro la
presencia de PrP*® en la orina de hamsters infectados con scrapie, por lo que surgid

preocupacion por el uso de tratamientos con hormonas derivadas de orina humana,
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aungue hasta el momento no se han reportado casos de TSEs debidas a estos productos
[45].

El descubrimiento de este tipo de transmision obligé a modificar los procedimientos
seguidos para los injertos y esto, junto con la introduccién de terapias con hormonas
recombinantes, casi ha eliminado la probabilidad de transmisién de esta enfermedad. Sin
embargo se plantea que podria ocurrir un aumento en la incidencia de iCJD por los casos
en los que el tiempo de incubacion fuera muy largo [3].

A diferencia de los casos esporédicos, los pacientes con iCJD presentan mas ataxia
cerebelar y menos problemas cognitivos ademas de con patrones de onda lentos y
difusos en lugar de complejos de onda aguda [1].

3.6.1.4 Variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob vCJID

En abril de 1996 [77] se reportaron en el Reino Unido los primeros 10 casos de una
enfermedad parecida a los casos reportados de CJD, pero con algunas diferencias: los
pacientes tenian entre 16 y 39 afios de edad, mucho mas jévenes que los pacientes con
sCJD (55-75 afios), ademas de presentar inicialmente sintomas psiquiatricos en lugar del
cuadro tipico de ataxia/demencia [3, 76]. A nivel de neuropatologia también se
encontraron diferencias, observandose en estos pacientes la presencia de placas densas
formadas por PrP rodeadas por lesiones espongiformes, que fueron llamadas “placas
floridas” (Fig. 12) [1, 3]. Esta nueva enfermedad fue llamada variante de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, o vCJD.
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Figura 12: Neuropatologia observada en vCJD. Se observan las “placas floridas”
(flecha azul) caracteristicas de vCJD, que consisten en depdsitos de tipo amiloide con un ndcleo

denso de PrP*° rodeados por degeneracién espongiforme [1].

En estos casos se ha planted la posibilidad de que esta enfermedad estuviera
relacionada con la encefalopatia espongiforme bovina (BSE), conocida como enfermedad
de las vacas locas, que habria sido transmitida al humano por el consumo de carne
contaminada proveniente de animales enfermos [1, 77]. Actualmente se cuenta con
evidencia suficiente para respaldar la relacion entre ambas enfermedades, ya que se
demostré que en los casos de vCJD como BSE, predomina la forma diglucosilada de
PrP, mientras que en sCJD la proteina se encuentra predominantemente
monoglucosilada [1]. Por otro lado se demostr6 que las lesiones provocadas por la
exposicion a derivados de BSE en ratones transgénicos que expresan PrP humana son

similares a las observadas en vCJD [76].

Hasta la fecha se han reportado mas de 200 casos de vCJD, sobre todo en Reino
Unido y Francia [1]. Los pacientes presentan sintomas psiquiatricos como apatia,
depresion, agresividad e insomnio, siendo comdn encontrar combinaciones de dos de
estos. Como se comentd anteriormente, vCJD afecta a pacientes mas jovenes (Fig. 13) y
tiene un curso clinico mas largo que sCJD, extendiéndose un promedio de 18 meses [3].
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Figura 13: Comparacion de las edades de inicio de los casos de vCJD y sCJD.
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Edad de inicio de los casos de vCJID y sCJD reportados entre 1995 y 2002. Se observa claramente

un inicio mas temprano en los casos adquiridos [76].

Ademas de la exposicion a carne contaminada, se han reportado al menos cuatro
casos de transmision secundaria de vCJD a través de transfusion sanguinea [78]. Esta
posibilidad de transmisién secundaria, asi como la posible aparicién de casos de vCJD
con tiempos de incubacion largos mantienen activa la alarma sobre un eventual aumento

en la incidencia de esta enfermedad.

3.6.2 Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)

Este tipo de TSE es siempre familiar y se ha asociado con mutaciones puntuales en
los codones 102, 105, 117, 131, 145, 160, 198, 202, 212 y 217, asi como inserciones de
nameros elevados de repetidos de octapéptidos en el gen PRNP [1]. La herencia es

autosomica dominante [3].

Esta enfermedad tiene una incidencia de 1 por cada 100 millones de habitantes y se
caracteriza por un inicio entre los 30 y 60 afios de edad y una progresion lenta de entre

3.5 y 9.5 afios [3]. Inicialmente, los pacientes presentan marcha ataxica y disartria,
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seguidas por diversos sintomas piramidales y extrapiramidales hasta el desarrollo de
demencia [1, 3].

El diagnostico definitivo de esta enfermedad se basa en su neuropatologia, que
consiste en depoésito de placas multicéntricas formadas por PrP que pueden estar
rodeadas por lesiones espongiformes pequefias (Fig. 14).

Figura 14: Neuropatologia observada en GSS. Placas multicéntricas, PrP-positivas
caracteristicas de GSS. Estas estructuras se observan principalmente en el cerebelo, pero también

estan dispersas en todo el encéfalo. [1].

3.6.3 Insomnio fatal

Originalmente se describia Unicamente como una enfermedad familiar, sin embargo
actualmente se sabe que también ocurre de manera esporadica. En ambos casos los
pacientes presentan un insomnio intratable seguido de disautonomia, ataxia y signos
piramidales y extrapiramidales, desarrollando demencia en las etapas tardias de la
enfermedad [1]. Esta enfermedad se presenta entre los 20 y los 72 afos (49 en promedio)

y tiene una duracion entre 8 y 72 meses (promedio de 18 meses) [3].

Neuropatolégicamente, esta enfermedad se caracteriza por la pérdida neuronal y una
marcada astrogliosis en el tdlamo, olivas inferiores y, en menor proporcion, en el cerebelo

(Fig. 15) [1]. También se observan depdsitos de PrP en la capa molecular del cerebelo [3].
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Figura 15: Neuropatologia observada en Insomnio Fatal. Hipertrofia y proliferacién de
astrocitos (flecha) demostrada mediante anticuerpos contra la proteina acida fibrilar glial (GFAP).
Aungue este rasgo esta presente en todas las enfermedades pridnicas, en los casos de insomnio

fatal se localiza en el nucleo anterior y dorsomedial del talamo y el tronco encefalico [1].

A continuacion se detallan las dos variantes de esta enfermedad.

3.6.3.1 Insomnio familiar fatal (FFI)

La forma familiar del insomnio fatal es causada por la mutacion D178N en el gen
PRNP cuando esta asociada al alelo metionina en el codon 129 (129M). Como se
menciond anteriormente, esta misma mutacién causa fCJD cuando esta asociada al alelo
129V [3].

Esta enfermedad se hereda de manera autosémica dominante y afecta en la misma
proporcién a individuos con genotipos 129M/M y 129M/V, aunque la presentacion de la
enfermedad pueda ser diferente entre ellos: en los individuos homocigotos para metionina
la enfermedad tiene un curso més corto, presentando insomnio, mioclonias y disfuncion
autonomica mas severos, mientras que en individuos heterocigotos predominan la ataxia,

disartria y convulsiones [3].
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3.6.3.2 Insomnio fatal esporadico sFl

El primer caso esporadico de insomnio fatal se reportd en 1999 en un paciente que
presentaba las caracteristicas tipicas del FFI sin presentar la mutacién D178N en el gen
PRNP [79]. A partir de ahi, se han reportado mas de 20 casos de sFl y todos los

individuos han sido homocigotos para metionina en el codéon 129 [3].

Los estudios histopatoldgicos, el andlisis molecular de la conformacion de PrP y sus
pruebas de transmisibilidad confirmaron que se trataba de la misma cepa molecular de
prion causante de FFI [79]. Actualmente se sabe que esta cepa (MM2) también esta
presente en algunos casos de sCJD, de caracteristicas clinicopatol6gicas muy distintas, lo
cual indica que existen factores adicionales al polimorfismo M129V que determinan la
cepa prionica asi como el fenotipo [3].

3.6.4 Kuru

Como se discutidé anteriormente, el estudio del kuru ha sido fundamental para el
entendimiento de las enfermedades pridnicas. Esta enfermedad se ha presentado
Unicamente en poblaciones del distrito de Okapa, en la region montafiosa del este de

Papua Nueva Guinea, donde se han registrado mas de 2700 casos desde 1957 [76].

Esta enfermedad fue transmitida por rituales de canibalismo ritual llevadas a cabo por
en la regién, quienes comian a sus familiares muertos en sefial de duelo y respeto. Las
mujeres y los nifios fueron afectados mayormente ya que éstos consumian los 6rganos
internos, incluido el cerebro, mientras que los hombres adultos comian los musculos. Se

ha propuesto que los casos de kuru se originaron a partir de un caso de sCJD [3].

La disminucién en la incidencia de kuru a partir de la prohibicién del canibalismo de
mediados de los afios 50 es una prueba del tipo de transmision de la enfermedad y la
ausencia de casos en nifios nacidos después de la prohibicion sugiere que no existe
transmision a través de la leche materna (muchos fueron alimentados por mujeres
infectadas) [76]. Sin embargo, este Ultimo punto se ha puesto en duda tras demostrarse la

presencia de PrP en leche de ovejas expuestas a scrapie [80].

Se han descrito tres etapas de la enfermedad: ambulante (el paciente puede caminar),
sedentario (el paciente puede sostenerse estando sentado) y terminal (el paciente es

incapaz de sentarse independientemente). Estas etapas pueden estar precedidas por
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dolor de cabeza y de articulaciones. En contraste con los casos de sCJD, los signos
clinicos distintivos del kuru, como temblores (kuru significa “temblor”), ataxia y
movimientos coreiformes, son de origen cerebelar. En algunos pacientes se presenta
también demencia, sin embargo, ésta aparece en etapas avanzadas de la enfermedad [3,
76].

Las observaciones histopatoldgicas muestran algunas caracteristicas similares a las
de otras enfermedades pridnicas, tales como espongiosis, pérdida neuronal, astrogliosis y
depositos de PrP*, presentandose variablemente en el sistema nervioso central. Sin
embargo, la caracteristica del kuru es la presencia de depoésitos esféricos formados por
anillos concéntricos, conocidos como placas de kuru [3].

Aunque la incidencia ha disminuido, aln se presentan casos de kuru en los cuales el
tiempo de incubacidon ha sido superior a los 50 afios. Cabe destacar que estos pacientes
son heterocigotos en el polimorfismo del coddn 129, lo cual confirmaria el efecto protector
de este genotipo frente a las enfermedades pridnicas adquiridas [81]. La epidemia de kuru
llegé a matar aproximadamente al 2% de la poblacion de la regiéon en su punto mas
severo y algunos asentamientos se gquedaron sin mujeres adultas [3]. Esto ejercié una
presion selectiva por la cual se observa actualmente una frecuencia inusualmente alta del
alelo valina en el codén 129 (Fig. 16), asi como la existencia de otros polimorfismos
protectores en esta poblacion [12, 82]. Estos polimorfismos seran discutidos mas

adelante.
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Figura 16: Evolucién del genotipo en el codén 129 de PRNP en poblacién
expuesta al kuru. Curva de los casos de kuru y distribucion de los genotipos del codén 129 en la

poblacion Fore de Papua Nueva Guinea [82]

3.6.5 Consideraciones diagndsticas

Diagnosticar las enfermedades pridnicas con base en sus caracteristicas clinicas es
dificil ya los signos y sintomas se sobrelapan considerablemente [73]. Ademas, el
diagnéstico de estas enfermedades solo es definitivo si se encuentra alguna de las
mutaciones reportadas, o bien si se tiene la confirmacion neuropatol6gica por autopsia, lo
que requiere esperar hasta la muerte del paciente y es necesario contar con la
autorizacién de los familiares. Otra opcion es la biopsia cerebral, sin embargo no se
recomienda, debido al riesgo que significa, a menos que tenga el propésito de confirmar el

diagndstico alternativo de una enfermedad tratable [83].

La presencia de mutaciones asociadas a las variantes familiares de enfermedades
pribnicas en pacientes con enfermedades neurodegenerativas es un hallazgo
confirmatorio de éstas, sin embargo cabe recordar que menos del 15% de los casos de

TSEs se deben a mutaciones en el gen PRNP [1].

Esta dificultad diagndstica ha motivado la proposicion de diversos parametros de

diagnostico que probablemente seguirdn refinandose hasta que se cuente con
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marcadores con la suficiente sensibilidad y especificidad y que, ademas, sean sencillos de

obtener antes de la muerte del paciente (Tablas 1y 2) [84].

Tabla 1: Evolucién de los criterios diagndsticos para sCJD

Criterios propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud en 1999 [83] ‘

Nivel Hallazgo Requerimiento ‘

Posible 1. Demencia progresiva.

2. Encefalograma (EEG) atipico de la enfermedad o 1-3: Mandatorio.
no realizado.

3. Duracién de la enfermedad menor a 2 afios.
4. Mioclonias. Al menos dos entre 4
5. Alteraciones visuales o cerebelares. y7.

6. Disfuncién piramidal o extrapiramidal.

7. Mutismo acinético.

Probable 1. Demencia progresiva. 1: Mandatorio.
2. Mioclonias.
3. Alteraciones visuales o cerebelares. Al menos dos entre 2
4. Disfuncion piramidal o extrapiramidal. Y.

5. Mutismo acinético.

6. EEG tipico de la enfermedad, sin importar la
duracion de la enfermedad.

7. Presencia de proteina 14-3-3 en liquido Al menos uno entre 6
cefalorraquideo (LCR), con una duracion de la y7.

enfermedad menor a dos afios.
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Definitivo 1. Confirmacion neuropatoldgica de sCJD.

2. Confirmacién de la presencia de PrP®® mediante Al menos una.

inmunocitoquimica o Western Blot.

3. Presencia de fibrillas asociadas a scrapie.

Criterios propuestos por el consorcio MRI-CJD en 2009 [85]

Posible Al menos dos signos clinicos y duracién de la enfermedad de menos de dos

afnos

Probable Al menos dos signos clinicos y al menos un resultado positivo en pruebas
paraclinicas

Signos clinicos:

1. Demencia.

2. Signos cerebelosos o visuales.

3. Signos piramidales o extrapiramidales.

4. Mutismo acinético.

Examenes paraclinicos
1. Complejos periodicos de ondas agudas detectadas por electroencefalograma (EEG).
2. Deteccion de la proteina 14-3-3 en liquido cefalorraquideo

3. Alto signo de anormalidad en caudado y putamen o al menos en dos regiones
corticales (temporal-parietal-occipital) por resonancia magnética nuclear, ya sea de
difusion (DWI, Diffusion Weighted Imaging) o funcional (FLAIR Fluid Attenuated Inversion
Recovery).
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Tabla 2:

Posible

Probable

Definitivo

Hallazgos:

0

- Desorden

Criterios diagnosticos para vCJD

- Pacientes con los hallazgos de (I) y al menos 4 hallazgos de (Il) y EEG sin
la apariencia tipica de sCJD.

- Pacientes con los hallazgos de (I) y al menos 4 hallazgos de (ll),
hiperintensidad bilateral de los nucleos pulvinares en imagen de resonancia
magnética (MRI) y EEG sin la apariencia tipica de sCJD (complejos

periddicos trifasicos generalizados de aproximadamente 1 Hz).

- Pacientes con los hallazgos de (l) y biopsia amigdalar positiva (la biopsia
amigdalar no se recomienda como practica de rutina ni en casos en los que el
EEG sugiere sCJD, pero ayuda en casos en los que las observaciones
clinicas sugieren vCJD pero no se observa la hiperintensidad bilateral).

- Pacientes con los hallazgos de (l) y confirmacion neuropatolégica de vCJD.

psiquiatrico progresivo.

- Duracién de la enfermedad mayor a 6 meses.

- Carencia de diagndstico alternativo.

- Sin historial de exposicion iatrogénica a TSEs.

- Sin eviden

(1

cias de formas familiares de TSE.

- Sintomas psiquiatricos tempranos (depresion, ansiedad, apatia, delirio).

- Dolor o disestesia persistentes.

- Ataxia.

- Corea, distonia o0 mioclonias.

- Demencia.
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Uno de los biomarcadores utilizados en el diagndstico de enfermedades pridnicas es
la presencia de proteinas 14-3-3 en liquido cefalorraquideo (LCR) [86]. Estas proteinas
estan altamente conservadas y estdn presentes en todos los organismos eucarioticos
conocidos [87]. Sus niveles mas altos de expresion en humanos se encuentran en las
neuronas, especificamente en la sinapsis, y se libera al LCR como consecuencia de una
destruccion rapida y extensa del tejido cerebral, como en el caso de las TSEs [88]. La
deteccion de estas proteinas se lleva a cabo mediante ensayo ELISA o Western-Blot y
niveles elevados tienen valores altos de sensibilidad (95%) y especificidad (93%) para
CJD. Sin embargo, otras condiciones pueden provocar la liberacion de proteinas 14-3-3 a
LCR, como son encefalitis virales, hemorragias o infartos cerebrales recientes y otras que
cumplan con la destruccion rapida y extensa de tejido cerebral [84]. También se ha

encontrado 14-3-3 en LCR de algunos pacientes con enfermedad de Alzheimer [89].

Otra prueba que da informacibn para el diagnostico de TSEs es el
electroencefalograma (EEG), que ademas del diagnostico también da informacion sobre
el progreso de la enfermedad [84]. EI EEG tipico de un paciente de sCJD muestra
complejos de ondas agudas periodicas, que consisten en ondas agudas bifasicas o
trifdsicas acompafiadas por poli-puntas y ondas mas lentas con duracion entre 100 y 600
ms, que se repiten cada 0.5 - 2.0 segundos [90, 91]. Estos complejos no se observan en
EEG de pacientes de vCJD, por lo cual es uno de los criterios diferenciales entre ambas

variantes [83].

3.6.6 Terapia

Actualmente no existen tratamientos capaces de detener el progreso o revertir los
efectos de las enfermedades pridnicas [1]. Diversas sustancias han sido probadas
obteniéndose efectos variados entre los que destaca, por ejemplo, la anfotericina B, que
podria prolongar el tiempo de incubacion de los priones en modelos animales e in vitro,
aungue su toxicidad en dosis altas es una limitante en el tratamiento [1, 92, 93]. Por otro
lado, el polisulfato de pentosan (un coagulante y antiinflamatorio usado en veterinaria) fue
administrado intracerebralmente a un paciente con vCJD vy, aunque el beneficio clinico no

fue claro, al parecer se alargé el curso de la enfermedad [94].

El tratamiento de pacientes con TSEs se concentra en controlar los sintomas y puede

incluir agentes antiepilépticos como fenitoina o carbamazepina para el control de
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convulsiones, benzodiacepinas como el clonazepam para el control de mioclonias y

antipsicoticos como la quetiapina para el manejo de los sintomas psiquiatricos [1].

3.7Enfermedades causadas por priones en animales

Diversas especies animales también son afectadas por enfermedades pridnicas

(Tabla 3).

Tabla 3: Enfermedades pridnicas en animales [95]

Enfermedad

Especies
afectadas

Etiologia

Ano de la

descripcion

Scrapie - Ovejas Infeccién con priones 1732
- Cabras de origen

desconocido
Encefalopatia transmisible - Mink Infeccién con priones 1947
del mink (TME) de scrapie
Enfermedad del desgaste - Ciervo Infeccidn con priones 1967
cronico (CWD) - Alce de origen

desconocido
Encefalopatia espongiforme - Bovinos Infeccidn con priones 1986
bovina (BSE) de origen
“Enfermedad de las vacas desconocido
locas”
Encefalopatia espongiforme - Antilopes Infeccién con priones 1986
de los ungulados exoticos (Nyala, Kudu) de BSE
(EUE)
Encefalopatia espongiforme - Felinos Infeccién con priones 1990
felina (FSE) de BSE
TSE en primates no- - Lémures Infeccién con priones 1996

humanos (NHP)

de BSE
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Es importante mencionar que las dltimas tres (EUE, FSE y NHP) surgieron a partir de
alimento contaminado con priones de BSE y son ejemplos de la transmisibilidad de estas
enfermedades entre distintas especies. La importancia econémica de algunas de estas
especies, asi como el riesgo de transmision por el consumo de derivados de éstas,

justifican la importancia del estudio de las enfermedades priénicas en animales.

3.8 Mutaciones en el gen PRNP

Hasta el momento se han reportado al menos 30 mutaciones de las que se sabe que
causan enfermedades pridnicas [2]. La relacidn entre algunas de estas mutaciones y las
diferentes enfermedades pridnicas esta bien definida (Fig. 17) [39].

T188K F198S
D178N(M129 E211
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob familiar P105L $132] DI 78N((V]29)J Hggi |F38?5| QQC})QP
Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker P 105T \VISbI E196K |
Insomnio Familiar Fatal P105S G131V A133V Q160X ' | ”DQOQN M232R
P102L|G114v N7y ) asx TEs V203 M232T
R208H
inserciones y deleciones A7V R148H it Q217R | P238S
: de OPR
23 51 91 23] 253
B1 at B2 2] a3
\ region de repetido;de octapéptidos (OPR)
péptido senal péptido senal

Figura 17: Mutaciones en el gen PRNP asociadas a TSEs. Mutaciones patogénicas

del gen PRNP y su relacion con las diferentes enfermedades prionicas, sefialadas por colores
[Modificada de 2, 39]

Inserciones de dos 0 mas repeticiones de octapéptidos (OPR) estan relacionadas con
enfermedades pridnicas. Inserciones cortas (2 a 6 repetidos extra) generan un fenotipo de
CJD mientras que inserciones mas largas (8 o 9 repetidos extra) causan la patologia de
GSS [1]. Por otro lado, se han reportado dos casos de pacientes de CJD que presentaron
la delecion de 2 repeticiones de octapéptidos (2-OPRD) [96, 97] y la ausencia de este

genotipo en poblacion sana sugiere la relacion entre la delecion y la enfermedad [2].
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Cuatro residuos de la regiébn no estructurada N-terminal presentan mutaciones
relacionadas con GSS. Estas son P102L, P105L/S/T, G114V y A117V [39]. Es probable
que esta region esté involucrada en la conversion entre PrP¢ y PrP%°, sin embargo no se
cuenta con suficiente evidencia sobre el efecto que tienen estas mutaciones en la
estructura globular de la proteina o su conversién a PrP*° [98]. Se ha encontrado que las
mutaciones P105L y A117V resultan en un ligero aumento en la generacién de la forma
transmembranal “"PrP [99].

Dos mutaciones de paro prematuro (Y145X, Q160X) producen formas truncadas de
PrP. Watzlawik et al. [100] demostraron que la forma truncada mas larga (residuos 23 a
159), que contiene parte de la hélice a1 se agrega mucho mas rapido que el fragmento
23-144. La ausencia del dominio globular en la mutante Y145X limita la importacién de
PrP al reticulo endoplasmico, por lo que no se completa el procesamiento post-
traduccional y la proteina es degradada rapidamente por accién del proteasoma [43, 101,
102].

La mutacién E200K es la causa mas frecuente de enfermedades pridnicas hereditarias
[2] y se encuentra clasificada dentro de las mutaciones que afectan la interaccion de
puentes salinos del dominio globular, junto con R148H, D178N, E196K, R208H y E211Q.
Dichas interacciones estan involucradas en la estabilizacion de la estructura terciaria de
PrP [39].

Dentro de esta misma clasificacion encontramos la mutacion D178N, que puede

causar fCJID o FFI dependiendo del alelo del codon 129 al que esté asociada [103].

Las mutaciones en residuos polares no interfieren con las interacciones de puente
salino, pero si afectan otros tipos de interacciones que estabilizan la estructura terciaria
de la proteina. La mutacion T183A causa una glucosilacion anormal que afecta el
plegamiento y la uniébn de GPI, ademas de que se pierde un enlace de puente de
hidrogeno que ancla la lamina B2 a la hélice a1 [39, 104, 105]. Con la mutacién H187R
también se pierde un puente de hidrégeno que, en este caso, ancla las hélices a1 y a2.
En el residuo adyacente (T188) también puede haber mutacion, que puede ser por
arginina, lisina o alanina, causando fCJD. Por otro lado, las mutaciones D202N, Q212P y
Q217R ocurren en residuos que estabilizan la hélice a3. Las mutantes Q217R carecen del
anclaje GPI [39]

Otro grupo de mutaciones afecta residuos hidrofébicos del dominio globular. Se han

realizado simulaciones en las que se observa que la mutacibn G131V puede causar la
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extensién de las laminas B sin que esto tenga un efecto en la estabilidad global de la
proteina [106]. Las mutaciones V180l, F198S y V210l pueden causar defectos en la
glucosilacion, union de GPI y plegamiento, de manera similar a la mutacion T183A [105,
107, 108, 109]. Adicionalmente, la mutacion F198S produce un espacio en el centro
hidrofébico de PrP, afectando la estabilidad de la proteina [39, 110, 111].

Por dltimo, también se han reportado tres mutaciones patogénicas en la region del
péptido sefal C-terminal, todas asociadas con fCID: M232R/T y P238S. El mecanismo de
citotoxicidad de estas tres mutantes no se conoce y recientemente se demostrd que las
mutaciones en el codén 232 no interfieren con la unién de GPI pero causan que PrP se

una a la membrana en una orientacion alternativa (C-transmembranal) [112].

Un estudio del grupo de trabajo encontrd las mutaciones E200K y T188R, causantes
de fCJD, en pacientes mexicanos con demencia de rapida evolucién, encontrandose la

primera en seis y la segunda en tres pacientes [113].

3.9Polimorfismos en el gen PRNP

Adicionales a las mutaciones patogénicas, se han reportado alrededor de 20 variantes
gue no estan directamente ligadas a enfermedades pridnicas ya que se encuentran tanto
en pacientes como en poblacion sana (Fig. 18). Estos polimorfismos pueden modular las

enfermedades prionicas con efectos variables de acuerdo a la poblacion [114].

G127V Y150Y H177H Q212Q
1-OPRI 128Y G142s N171S $230s
1-OPRD
P39P  G54S G124G|| M129V V161V R228R 953
23 51 91 A1i7A E219K 4 31
B1 al B2 a2 a3
— _—
. v . 8 Is .
\ region de repetidos de octapéptidos (OPR) /
péptido sefial péptido sefial

Figura 18: Polimorfismos en el gen PRNP. Diagrama del gen PRNP sefialando los

polimorfismos sinénimos y no-sindénimos reportados [Modificada de 2, 39]
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Sin duda, el mas relevante y el mas estudiado de estos polimorfismos es el del codén
129 en el que un cambio de adenina por guanina en la posicién 385 (M129V; ¢.385 A>G)
genera un cambio de aminoécido de metionina por valina [73]. Las frecuencias de este
polimorfismo han sido evaluadas en poblacion sana de distintos paises, encontrandose,
en general, frecuencias entre 40 y 50% de individuos con los genotipos 129M/M y 129M/V
[114]. Una excepcion es el caso de Japodn, donde hay un 92% de individuos 129M/M, 8%
129M/V y 0% 129V/V. La informacién de los genotipos en este polimorfismo en diversas
poblaciones sugiere un incremento en la frecuencia del genotipo 129M/M de oeste a este,
reflejando las migraciones humanas [115].

Como se ha comentado anteriormente en este trabajo, el polimorfismo M129V influye
en el fenotipo de enfermedades priénicas hereditarias. Concretamente en la mutacion
D178N que causa FFI al estar acoplada al alelo 129M o fCJD si la asociacién es con el
alelo 129V [39]. Sin embargo, la gran importancia de este polimorfismo se debe a que se
ha observado que puede afectar la susceptibilidad a enfermedades priénicas, el tiempo de
incubacion de las formas adquiridas y el fenotipo clinico y patoldgico de las TSEs [103,
116, 117, 118]. Resulta interesante que mientras que aproximadamente el 40% de la
poblacion mundial tiene el genotipo 129M/M, alrededor del 70% de los pacientes con
sCJD vy todos los casos confirmados de vCJD tienen este genotipo. Estos hallazgos
sugieren que el genotipo 129M/M es un factor de riesgo para estas enfermedades [114].
Sin embargo, se cree que aunque los genotipos 129M/V y 129V/V solamente retrasan la
aparicion de la enfermedad y que, eventualmente, apareceran casos de vCJD en

individuos con estos genotipos [119].

Otro argumento que sugiere la caracteristica protectora del alelo 129V es que su
frecuencia mas alta se encuentra Papla Nueva Guinea, sitio donde la reciente epidemia
de kuru ejercié una fuerte presion selectiva [120]. Otros reportes han encontrado alta
frecuencia de este alelo en poblacién nativa de centro y Sudamérica [121, 122, 123]. Se
piensa que esto puede tener tres causas: efecto fundador y cuellos de botella
poblacionales, deriva génica en las poblaciones americanas tempranas, presion selectiva
por epidemias parecidas al kuru (existe evidencia de que estas poblaciones practicaban el
canibalismo). No es posible determinar la causa exacta y, al no ser mutuamente

excluyentes, podria tratarse de una combinacion de las tres [120].

Probablemente como consecuencia de la epidemia de kuru, se ha identificado el

polimorfismo G127V en poblacién del area expuesta a esta enfermedad. No se ha
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reportado ningun caso de kuru con el alelo 127V por lo que se cree que también es

protector frente a infecciones por priones [12].

Otro polimorfismo que también tiene efecto en la susceptibilidad a contraer
enfermedades pridnicas es el cambio entre glutamina y lisina en el codén 219 (E219K;
c.655 G>A) [73]. Este polimorfismo sélo se ha encontrado en poblaciones de Asia y el
Pacifico (donde la frecuencia del alelo 129M es mayor) y no se ha detectado en ningan
caso de sCJD [73, 112]. Sin embargo, si se ha encontrado en casos de vCJD, lo cual
sugiere factores de riesgo adicionales [114, 124].

El segundo polimorfismo méas frecuente en poblacion caucasica es el polimorfismo
silencioso A117A (GCA > GCG), encontrado en aproximadamente 5% de la poblacién. No
se han encontrado diferencias en la frecuencia de este polimorfismo entre pacientes con
enfermedades pridnicas y poblacion sana, sin embargo, se ha sugerido que, al estar
ligado al alelo 129V, no se encuentra en pacientes con vCJD [114]. En este mismo codoén
se ha descrito la mutacion A117V, asociada a GSS, y se piensa que ésta surgi6é a partir

de la sustitucién silenciosa [125].

La delecién de 24 pares de bases en la region de octapéptidos repetidos (OPR)
resulta en la pérdida de 8 aminoacidos en esa regidn (1 repeticiéon) por lo que se le
denomina 1-OPRD. No se le ha relacionado con enfermedades pridnicas y se considera
que ocurre en cerca del 3% de la poblaciéon sana [1]. Un estudio en lineas celulares de
cancer gastrico y pacientes chinos con esta enfermedad encontré una alta frecuencia de

este polimorfismo [126].
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4. Planteamiento del problema

Se ha demostrado que algunos polimorfismos presentes en la region codificante del
gen PRNP estan involucrados en la susceptibilidad a enfermedades pridnicas asi como en
la velocidad de progresion y manifestaciones clinicas de éstas. El conocimiento de las
frecuencias de los polimorfismos de proteccién o susceptibilidad en una poblacién, es util
para estimar el riesgo de esa poblacién a padecer grandes epidemias de enfermedades
pridnicas. Sin embargo, no se cuenta con informacidon sobre la frecuencia de estos

polimorfismos en poblacién mexicana.

Existen estudios que analizan los polimorfismos presentes en PRNP en poblaciones
nativas de centro y Sudamérica, en las cuales destaca la alta frecuencia del alelo 129V
[121, 122, 123]. Sin embargo, un estudio previo del grupo de trabajo reporto la frecuencia
del polimorfismo M129V en 100 muestras de individuos sanos mestizos mexicanos,
encontrando una frecuencia de 0.625 para el alelo metionina [127].

Consideramos necesario hacer un estudio mas amplio y completo para identificar los
polimorfismos presentes en el gen PRNP en poblacion sana mestiza mexicana, la mas
representativa del pais, y evaluar la frecuencia de éstos, analizando un mayor nimero de

muestras que el estudio anterior.

4.1 Hipotesis

Dado el componente europeo del mestizaje en nuestro pais y ya que los casos
reportados de TSEs corresponden a las formas familiares, sin haberse registrado grandes
epidemias que ejercieran una presion selectiva basada en estas enfermedades, no se
espera encontrar polimorfismos protectores (E219K) o predominancia del alelo 129V,
caracteristicas de poblaciones expuestas a grandes epidemias de enfermedades

pridnicas, como el kuru en la poblacién Fore de Nueva Guinea.

4.2 Objetivos

Identificar los polimorfismos presentes en la region codificante del gen PRNP en
controles sanos mestizos mexicanos y determinar la frecuencia con la que éstos se

presentan.
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5. Disefio experimental

A continuacién se presenta un diagrama resumido de la metodologia seguida. Cada

uno de los pasos sera detallado mas adelante.

N \ p- &
Poblaciéon de Toma de Extraccion de
estudio muestra DNA
Vi / v
B Y e =
Reaccion de Amplificacion Cuantificacion
secuenciacion (PCR) de DNA
/ J J

Purificacion

N

Resolucion de

Secuenciacion Iﬁiifﬁé%?éﬂe fragmentos de
automatizada g i restriccion
) ) enziméatica

Figura 19: Metodologia general

5.1Poblacién de estudio

Se realiz6 el andlisis de 338 muestras de DNA correspondientes a individuos controles
sanos mestizos mexicanos, sin antecedentes familiares de enfermedades
neurodegenerativas ni demencias de rapida evolucion. Todos firmaron carta de
consentimiento informado. La distribucion por género fue de 167 mujeres y 171 hombres,

con edades entre los 18 y 79 afios y una edad mediana de 24 afios.

e Criterios de inclusion:
Que el individuo sea sano y no tenga antecedentes familiares de
enfermedades neurodegenerativas ni demencias de rapida evolucion.
Que el individuo sea mexicano y que al menos tres de sus abuelos también lo

sean, pudiendo tener uno de origen espafiol.

Pagina |45



o Criterios de exclusion:
Que el individuo no sea mexicano o que mas de uno de sus abuelos no lo
fueran.
Que el individuo padezca o tenga algun familiar que padeciera enfermedades
neurodegenerativas o demencias de rapida evolucion

Que el individuo no aceptara participar en el estudio.

5.2Toma de muestra

Se obtuvieron 6 mL de sangre periférica de los individuos mediante venopuncion en

tubos Vacutainer con polianetol sulfato de sodio, citrato de sodio y dextrosa como aditivos

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

5.3 Extraccion de DNA por el método de sales-cloroformo

1.

9.

Se transfirieron 3 mL de sangre a un tubo Falcon de 15 mL, se agregaron 9 mL de
amortiguador de lisis de glébulos rojos (BLGR) y se homogenizé por inversion.

Se centrifugd a 3000 revoluciones por minuto (r.p.m.) durante 6 minutos a 4°C. Se
decantd, conservando el botén.

Se resuspendi6 el boton en 1 mL de BLGR y se transfirio a dos tubos de reaccién
de 1.5 mL.

Se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 2 minutos y se decanté. Este procedimiento se
repiti un maximo de cuatro veces hasta obtenerse un boton blanco,
aparentemente libre de glébulos rojos.

Se agreg6 al botén 570 yL de NaCl [5 mM], 40 uL de SDS [10%] y 200 uL de
solucion saturada de NaCl [7M], homogenizando entre cada uno.

Se centrifugd a 11500 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C y se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo de reaccién de 1.5 mL.

Se agrego6 700 pL de mezcla Cloroformo:Alcohol Isoamilico (proporciéon 49:1) y se
homogenizo.

Se centrifugd a 14000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C. La fase acuosa fue
transferida a un nuevo tubo de reaccion de 1.5 mL.

Se afiadio 900 pL de etanol absoluto frio y se homogenizé.

10. Se centrifug6 a 13500 r.p.m. durante 15 minutos para descartar el sobrenadante.
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11. Se agreg6 al botdén 700 pL de etanol al 70% frio y se agito.

12. Se centrifugd a 13500 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C y se desechd el
sobrenadante. El boton resultante fue secado en un concentrador al vacio durante
aproximadamente 30 minutos, a temperatura ambiente.

13. El botdn seco se disolvié en 200 pL de agua estéril y se mantuvo a 60°C durante 2
horas para disolver completamente y homogenizar.

Este método se basa en eliminar los glébulos rojos, carentes de material genético
nuclear, para posteriormente lisar las células blancas, que si lo tienen. Posteriormente se
eliminan impurezas como proteinas y restos celulares y se precipita el DNA por su
caracteristica insolubilidad en alcoholes.

5.4 Cuantificacion de DNA

Se cuantificd la concentracion de DNA de las muestras mediante espectrofotometria
en equipo NanoDrop 2000. La concentracion fue dada por la absorbancia a 260 nm. Por
su parte, la pureza de las muestras fue determinada por la relacion A,so/Asg. LOS calculos
fueron realizados automaticamente por el software acoplado al equipo. Esta
determinacion se basa en que las bases nitrogenadas del DNA tienen un maximo de
absorcion en 260 nm y aminoacidos aromaticos como el triptéfano y la tirosina absorben

radiacion a 280 nm.

Para la determinacion se ajustdé el blanco con agua y se eligio el programa de
cuantificacion de DNA de doble cadena. Para cada cuantificacion se utilizé un volumen de
1.5 pL de la muestra, previamente homogenizada mediante agitacion a 40°C y 850 r.p.m.

en equipo Thermomixer.

5.5 Amplificacidbn mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizd la amplificacién del exén 2 del gen PRNP utilizando los oligonucleétidos
descritos por Furukawa et al [128] y cuya secuencia se encuentra en los anexos del final

del trabajo.
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Tabla 4: Reactivos utilizados para la PCR

Reactivo Concentracion Volumen

Oligonucledtido sentido 10 uM 1puL
Oligonucleotido reverso 10 uM 1puL
Master Mix 10 pL
Agua 16 pL
DNA gendmico 100 ng/uL 2 uL
Volumen final de reaccién 30 pL

Las condiciones de reaccion utilizadas fueron previamente estandarizadas y se

presentan en la tabla siguiente.

Tabla 5: Condiciones de la PCR

Desnaturalizacion inicial 94 °C 10 min
Desnaturalizacion 94 °C 1 min

Hibridacion 56 °C 1 min 25 ciclos
Extension 72 °C 2 min

Extension final 72 °C 5 min
Conservacion 4°C o0

5.6 Resolucion de productos de PCR

Para confirmar que los productos de PCR eran los esperados y estimar la

concentracion del producto obtenido, se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa

al 2%.

e Preparacion del gel:

1.

Se pes6 2 g de agarosa ultra pura por cada 100 mL de amortiguador
Tris-Boratos-EDTA (TBE) 1X.

Se calentd la mezcla hasta conseguir la homogenizacion de la solucion.
Se agreg6 1 pL de bromuro de etidio [10 mg/mL] por cada 100 mL de
amortiguador TBE 1X y se homogeniz6 por agitacion.

Se vertid la mezcla en el porta-gel, insertando los peines que formarian

los pozos para cargar las muestras.
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5. El gel se dejé enfriar a temperatura ambiente hasta su solidificacion.
e Electroforesis:
1. Se realiz6 aplicando un voltaje constante de 100 V durante
aproximadamente 60 minutos.
2. El gel fue analizado en un fotodocumentador de luz UV Bio-Rad Gel
Doc XR+. Una fotografia del gel fue almacenada para su posterior

referencia.

5.7 Amplificacion de productos con variantes de numero de copia

A los productos de PCR de las muestras en las que se observaron dos bandas,
posiblemente indicadoras de variantes de nimero de copia, se repitié la amplificacion,
utilizando en este caso un nuevo oligonucledtido reverso, con el que se obtenia un
producto de 452 pb. El resto de los reactivos utilizados, asi como las condiciones de

reaccién, fueron los mismos que para la primera PCR.

El cambio de oligonucleétido para la obtencion de un producto mas corto facilitaria la
separacion mediante electroforesis de las dos bandas y el andlisis mas enfocado en la

region de octapéptidos repetidos.

5.8Resolucion y purificacion de dobles bandas

Las dos bandas observadas en los productos de la repeticién de PCR fueron resueltas
mediante electroforesis en gel de agarosa al 4%. La electroforesis se llevé a cabo durante
20 horas a 80 V.

El amplicén de cada una de las bandas fue purificado a partir del gel utilizando el
estuche comercial QlAquick (QIAGEN), de acuerdo a las condiciones establecidas por el
fabricante. Este método se basa en la disolucion de la agarosa para la liberacion del
amplicén y posteriormente la purificacion de éste mediante el uso de soluciones

alcoholadas en una columna.
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5.9Reaccion de secuenciacion.

51 muestras, correspondientes a 26 hombres y 25 mujeres con edades entre 40 y 79

afios y una edad promedio de 53 afios, fueron seleccionadas para la secuenciacion del

exén 2 del gen PRNP. Para la secuenciacién se utilizé el estuche comercial BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). En las siguientes tablas se

detallan los reactivos utilizados, asi como las condiciones de reaccion.

Tabla 6: Reactivos utilizados en lareacciéon de secuenciacion

Reactivo Concentracion  Volumen
Oligonucledtido reverso 10 uM 1puL
Amortiguador 3.5 uL
Big Dye 1pL
Agua 11.5-13.5 uL
Producto de PCR 1-3 uL
Volumen final de reaccién 20 uL

Tabla 7;: Condiciones de lareaccion de secuenciacion

Desnaturalizacion inicial 96 °C 30s
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Hibridacion 50 °C 10s
Extension 60 °C 4 min
Extension final 72 °C 1 min
Conservacion 4°C o0

25 ciclos

El mismo procedimiento de secuenciacion se realizé para ambas bandas en los casos

de variantes de numero de copia.
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5.10 Purificacion de los productos de la reaccion de secuenciacion

La purificacion de los productos de la reaccion de secuenciacion se llevé a cabo en
columnas de purificacién Centri-Sep (Princeton Separations), siguiendo el procedimiento

indicado por el fabricante:

e Preparacion de las columnas:

1. Se agreg6 800 pL de agua y se agitd para hidratar la resina. Las
columnas se dejaron reposar 30 minutos a temperatura ambiente.

2. Después de retirar la tapa inferior de las columnas e introducirlas en
tubos colectores se centrifugaron a 3000 r.p.m durante un minuto. El
liquido recolectado fue desechado.

3. Se repitié el procedimiento anterior, esta vez retirando también la tapa
superior de las columnas.

e Purificacion:

1. Se aplico el producto de la reaccion de secuenciacion en el centro de la
columna, cuidadosamente para no tocar el gel formado ni las orillas de
la columna.

2. Se centrifugd a 3000 r.p.m. durante dos minutos, colocando la columna
en un tubo colector de 1.5 mL.

3. El producto filtrado fue secado en un concentrador al vacio, a

temperatura ambiente.

511 Secuenciacion automatizada

El producto purificado fue resuspendido en 15 pL de formamida ultrapura y transferido
a una placa de 96 pozos para ser desnaturalizado a 94°C durante 5 minutos y analizado
en el secuenciador ABI PRISM 3130. La reaccion de secuenciacion y el andlisis

automatizado se basan en el método de Sanger.
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5.12 Analisis de secuencias para deteccion de polimorfismos

Las secuencias fueron analizadas mediante el software Sequencing Analysis v.5.3.
Los polimorfismos identificados en las muestras secuenciadas permitieron establecer el
analisis mediante RFLP con las enzimas Pvull y Xcel, que se utilizaria en el resto de las

muestras analizadas.

5.13Reaccidn de restriccion enzimatica

Para la identificacién del polimorfismo A117A se utilizé la enzima Fast Digest Pvull

(Fermentas). Los reactivos utilizados y el procedimiento se presentan a continuacion:

Tabla 8; Reactivos utilizados en la restriccién con Pvull

Reactivo Volumen

Producto de PCR 10 pL
Agua 17 pL
Amortiguador Fast Digest 2 uL
Fast Digest Pvull 1puL

Volumen final de reaccion 30 pL
Se agregaron todos los reactivos en un tubo de reaccion de 600 pL. Se agitd
suavemente y se dejo incubar a 37°C durante 30 minutos a 300 r.p.m.

De manera independiente, para la identificacién del polimorfismo M129V se realizé la

digestion utilizando la enzima Xcel (Fermentas).

Tabla 9: Reactivos utilizados en la restriccion con Xcel

Reactivo Volumen

Producto de PCR 15 pL
Agua 13 uL
Amortiguador Tango 2 uL

Xcel 0.2 pL

Volumen final de reacciéon 30.2 uL

Los reactivos se depositaron en un tubo de reaccion de 600 pL. Se agité suavemente

y se dejo incubar a 37°C durante 16 horas a 300 r.p.m.
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5.14 Resolucién de los productos de restriccion enzimatica

Los productos de la restriccion con Pvull fueron resueltos mediante electroforesis en

gel de agarosa al 2.5%. Para esto se siguié un procedimiento similar al seguido para la

resolucion de los productos de PCR, pesando 2.5 g de agarosa ultrapura por cada 100 mL
del amortiguador TBE 1X.

Los productos de la restriccion con Xcel fueron resueltos mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida al 6% segun el procedimiento detallado a continuacion.

Tabla 10: Reactivos utilizados para la preparacion del gel de poliacrilamida al 6%

Reactivo Concentracion inicial Volumen

Acrilamida-Bisacrilamida 40% 8.5 uL
Amortiguador TBE 10 X 5.0 L
Agua estéril 36.5 uL
Volumen final de reaccion 50 uL

e Preparacion del gel:

1.

2.

4,

Se mezclaron todos los reactivos en un vaso de precipitados utilizando
un agitador magnético.

Se agregaron 700 pL de persulfato de amonio y 50 pL de
Tetrametiletilendiamina (TEMED) y se homogeniz6 mediante agitacion
rapida con el agitador magnético. El persulfato de amonio lleva a cabo
la reaccion de polimerizacién entre la acrilamida y la Bisacrilamida,
funcionando la TEMED como catalizador.

Se depositd la mezcla entre las placas de vidrio y se colocé el peine
que formaria los pozos para cargar las muestras.

El gel se dej6 polimerizar a temperatura ambiente.

e Electroforesis:

1.

Los vidrios con el gel se montaron en la cadmara electroforética y se
agreg6 amortiguador TBE 1X hasta las marcas indicadas. Se retir6 el
peine del gel.

Se agrega a cada tubo de reaccién de restriccion 5 uL de amortiguador

de carga y se homogeniz6 mediante agitacion.
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Cada mezcla fue depositada dentro de un pozo del gel y en ambos
extremos de éste se depositdé 1 pL de diferentes marcadores de peso
molecular, afiadiendo previamente el amortiguador de carga. Otro pozo
se cargo con producto de PCR sin digerir.

Se aplicod un voltaje constante de 220 V durante aproximadamente 60
minutos.

El gel fue tefildo mediante inmersion en solucion de bromuro de etidio.
El gel fue analizado en un fotodocumentador de luz UV Bio-Rad Gel
Doc XR+. Una fotografia del gel fue almacenada para su posterior

referencia.
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6. Resultados y discusién

Se analizaron un total de 338 muestras (167 mujeres, 171 hombres) con edades entre

18 y 79 afios y una edad mediana de 24 afios.

La reaccion de PCR permiti6 la amplificacion de un fragmento de 738 pb
correspondiente a casi la totalidad de los nucleétidos presentes en la regién codificante
del exén 2 del gen PRNP.

Figura 20: Resolucién de los productos de PCR. Gel de agarosa al 2%. 100 V, 60 min.

En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular 100 bp ladder (Invitrogen).

En la imagen se observa que se logré la obtencién del amplicon esperado y, al no
observarse otras bandas, se asegura que la amplificacién fue especifica del exén 2 de
PRNP. Es importante notar la banda del carril 5, sefialada con una flecha. En 11 de las
338 muestras analizadas se observo la aparicion de dos bandas, lo cual puede indicar
una variante de nuamero de copias en la region de repetidos. Estas muestras fueron
sometidas a un procedimiento adicional para conocer la naturaleza de esta variante.
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Figura 21: Resolucion de bandas dobles. Gel de agarosa al 4%. Resuelto a 80 V,
durante 20 h. En el carril 1 se presenta el marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder
(Promega). Las bandas ubicadas entre 400 y 500 pb en los carriles 2-7 corresponden a las

variantes de numero de copia encontradas, ya que se esperaba un producto de 452 pb.

La secuenciacion de cada una de las bandas de las muestras en las que se
encontraron dos bandas permitié identificar la delecion heterocigota de 24 pares de
bases. En 10 de las 11 muestras la delecion se encontro entre los nucleotidos 246 y 269
(246_269del Q83 _G91), con la cual se pierden parcialmente las secuencias R3 y R4
(DelR34) de la region de octapéptidos repetidos. En la muestra restante se encontr6 la
delecion entre los nucléotidos 204 y 227 (204_227del H69_P76), con la que pierde
parcialmente las secuencias R2 y R3 (DelR23). Esto cumple con lo descrito en [129],
donde se concluye que la frecuencia de DelR34 es mucho mayor que la de DelR23.

La delecion de un octapéptido de la regién de repetidos (1-OPRD) esta reportada
como un polimorfismo no asociado a enfermedades pridnicas [130]. Diversas
publicaciones han reportado la frecuencia de este polimorfismo en diferentes poblaciones.
Un resumen de dichas frecuencias se muestra en la tabla 11.
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Tabla 11: Frecuencia del polimorfismo 1-OPRD en diversas poblaciones

Poblacion Frecuencia alélica 1-OPRD (IC 95%) Referencia
Europea occidental 0.50% (N/D) 130
Italiana (n=186) 0.54% (0.02-2.07%) 131
Turca (n=100) 1.00% (0.04-3.81%) 132
China Han (n=410) 0.12% (0.00-0.76%) 133
China Hui (n=396) 0.51% (0.15-1.34%) 133
Britanica (n=970) 0.67% (0.38-1.16%) 114

Mestiza Mexicana (n=338) 1.63% (0.87-2.93%) Este estudio

Se observa que la frecuencia alélica de la delecion de 24 pares de bases en la regién
de repetidos de octapéptidos (1-OPRD) encontrada se asemeja a la reportada en otras
poblaciones en el mundo. Sélo el trabajo de Bishop, et al. [114] detalla la naturaleza de la
delecién, encontrando 12 individuos con la delecion de R3-R4, encontrada
mayoritariamente en el presente trabajo, y uno con delecién de R2, no encontrada en este

trabajo.

La secuenciacién permiti6 encontrar dos variantes. La primera en el codén 117,
correspondiente al polimorfismo sinénimo A117A (c.351 A>G). Sélo se encontraron
individuos homocigotos GCA y heterocigotos GCA/GCG, sin detectar ningiin homocigoto

GCG en las 51 muestras secuenciadas.

G C T GC ANEY C C T G G G

b)

—
&
@

Figura 22: Electroferogramas mostrando los distintos genotipos encontrados en
el coddén 117 de PRNP. Se presenta la secuencia parcial correspondiente al codon 117 de

PRNP. En a) un individuo homocigoto GCA y en b) un individuo heterocigoto GCA/GCG. El cambio

de nucledtido se apunta con la flecha.
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La segunda variacion fue encontrada en el codon 129 y corresponde al polimorfismo

M129V (c.385 A>G), ampliamente estudiado en poblaciones alrededor del mundo.

G _ G C T A CTHNAEI C T G G G A

G G
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Figura 23: Electroferogramas mostrando los distintos genotipos encontrados en el

coddn 129 de PRNP. Se presenta la secuencia parcial correspondiente al codén 129 de PRNP.

En a) un individuo homocigoto ATG (Met), en b) un individuo heterocigoto ATG/GTG (Met/Val) y en

¢) un individuo homocigoto GTG (Val). El cambio de nucle6tido se apunta con la flecha.

Con el objetivo de analizar un total de 600 cromosomas para cada una de las dos

variantes encontradas, se optd por la técnica de polimorfismos de longitud variable de

fragmentos de restriccion (RFLP).

Para el estudio del polimorfismo A117A se realiz6 la digestion del producto de PCR

utiizando la enzima de restriccibn Pvull, que reconoce la secuencia palindrémica

5...C A GYC T G...3. Este sitio de restricciéon esta presente en una ocasion en el

fragmento amplificado y el corte genera dos fragmentos, de 332 pb y 406 pb,

respectivamente. El sitio de restriccion se pierde al modificarse adenina por guanina en la

posicion 351, encontrdndose en ese caso una sola banda correspondiente a los 738 pb

del producto sin digerir.
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Este sitio de restriccion también se pierde con la mutacion A117V (c.350 C>T),
asociada con GSS, por lo que las 12 muestras encontradas por el analisis RFLP fueron
confirmadas mediante secuenciacion para descartar esta posibilidad.

ik 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

s 10000 pb

1500 pb
1000 pb

738 pb
Smaind 750
587 pb e E

434 pb — T - B F

o
=3
o
°

o

267 pb 332 pb

Figura 24: Resolucién de productos de restricciéon con Pvull. Gel de agarosa al
2.5%. 100 V, 90 min. El carril 1 contiene el marcador de peso molecular V (Roche) y el carril 14
contiene el marcador 1 kb DNA ladder (Promega). En el carril 8 se carg6 el producto sin digerir. El
carril 10 muestra un individuo heterocigoto GCA/GCG. Los demas carriles muestran individuos

homocigotos GCA.

Para el analisis de RFLP del polimorfismo M129V se digirieron los productos de PCR
utiizando la enzima de restriccibon Xcel, que reconoce la secuencia
5..R C AT GVY..3. Cabe recordar que R e Y son los cddigos de ambigiiedad
utilizados para denotar purinas y pirimidinas, respectivamente. Este tipo de secuencia
esta presente en dos ocasiones en el fragmento amplificado, generando tres fragmentos,
de 75 pb, 365 pb y 373 pb respectivamente. Uno de estos sitios de restriccion coincide
con el cambio que codifica el polimorfismo del codén 129 y se pierde con el cambio de
adenina por guanina en la posicion 385, encontrdndose en ese caso fragmentos de
442 pby 296 pb.

Pagina |59



Figura 25: Resolucion de productos de restriccion con Xcel. Gel de poliacrilamida al 6%.
220V, 60 min. Los carriles 1 y 20 contienen los marcadores de peso molecular V (Roche) y 1 kb
DNA ladder (Promega). En el carril 11 se cargo6 el producto sin digerir. Los carriles 8, 10y 12
muestran individuos homocigotos ATG (Met). Los carriles 2, 5, 7, 13 y 18 muestran individuos
homocigotos GTG (Val). Los carriles 3, 4, 6, 9, 14, 15, 16, 17 y 19 muestran individuos

heterocigotos.

La secuenciacion y el analisis RFLP permitieron calcular las frecuencias genotipicas y
alélicas para los polimorfismos A117A y M129V en controles mestizos mexicanos.

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs encontrados en el gen
PRNP

ALL7A Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
GCA/GCA GCA/GCG GCG/GCG GCA

n = 300 0.96 0.04 0.00 0.980 0.020

(IC 95%) (0.93-0.98) (0.02 - 0.07) (0.00 - 0.02) (0.965 - 0.989) (0.011 - 0.035)

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
M/M MV Y\ \Y/ \

0.37 0.42 0.20 0.585 0.415

Se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos A117A y M129V del
gen PRNP en controles sanos mestizos mexicanos, acompafadas por el intervalo de confianza al
95%.
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Al igual que lo encontrado en la secuenciacion, no se encontré ningun individuo
homocigoto GCG dentro de las 300 muestras analizadas, entre las cuales se encontré un
predominio muy marcado del alelo ancestral GCA (98%). No se encontr6 diferencia
estadisticamente significativa en las frecuencias alélicas al clasificar las muestras de

acuerdo al género. La poblacion cumple con el equilibrio de Hardy-Weinberg.

A continuacion se presentan las frecuencias del alelo 117GCG encontradas en
diversas poblaciones.

Tabla 13: Frecuencia del polimorfismo A117A en diversas poblaciones

Frecuencia alélica 117GCG

Poblacién Referencia

Caucésica europea (n=120) 10.00% (6.76-14.50%) 134

Britanica (n=62) 5.65% (2.56-11.39%) 135

Turca (n=100) 2.50% (0.91-5.88%) 132

Uyghur, este y centro de Asia (n=446) 0.34% (0.07-1.03%) 133

Britanica (n=970) 2.89% (2.22-3.74%) 114

Africana, subsahariana (n=110) 4.55% (2.38-8.27%) 123

Asiética (n=431) 1.04% (0.52-2.00%) 123

Europea (n=155) 1.94% (0.79-4.26%) 123

Medio oriente/norte de Africa (n=170) 3.53% (1.97-6.13%) 123

Oceania (n=36) 0.00% (0.00-6.07%) 123

Latinoamericana (n=105) 0.00% (0.00-2.16%) 123
Mestiza Mexicana (n=300) 2.00% (1.11-3.50%) Este estudio

Se observa que la frecuencia de este polimorfismo presenta variaciones en las
distintas poblaciones reportadas y que la frecuencia descrita en este estudio se encuentra
cerca de la mediana de éstas. Es interesante la comparacion con el resultado de
Beck et al. para Latinoamérica ya que en este grupo, formado por muestras de poblacion
nativa de México, Colombia y Brasil, no se encontré ningun alelo con este polimorfismo
[123]. Una discrepancia similar con el mismo articulo se encuentra con respecto a las

frecuencias del polimorfismo M129V, discutidas a continuacion.

Como se mencion6 anteriormente, la frecuencia del polimorfismo M129V ha sido
estudiada ampliamente en multiples poblaciones. A continuacion se presentan algunos de
estos reportes.
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Tabla 14: Frecuencia del polimorfismo M129V en diversas poblaciones

Poblacion Referencia |

Britanica (n=106) 1991 37.0% 51.0% 12.0% 62.5% 136
Italiana (n=186) 1994 45.0% 40.0% 15.0% 65.0% 131
Francesa (n=161) 1994 39.0% 51.0% 10.0% 64.5% 137, 138
Austriaca (n=300) 1999 43.0% 49.0% 8.0% 67.5% 139
Caucésica (n=398) 1999 39.0% 50.0% 11.0% 64.0% 116
Espafiola (n=268) 2000 42.0% 42.0% 16.0% 63.0% 140
Cretense (n=205) 2001 57.0% 37.6% 5.4% 75.8% 141
Turca (n=100) 2001 57.0% 34.0% 9.0% 74.0% 132
Centro-este asiatico (n=59) 2003 88.1% 10.2% 1.7% 93.2% 122
Pacifico (n=16) 2003 68.8% 25.0% 6.2% 81.3% 122
Sur asiatico (n=55) 2003 61.8% 34.6% 3.6% 79.1% 122
Europea (n=69) 2003 52.2% 39.1% 8.7% 71.8% 122
Medio oriente (n=24) 2003 45.8% 25.0% 29.2% 58.3% 122
Africana (n=36) 2003 36.1% 38.9% 25.0% 55.6% 122
Latinoamericana (n=49) 2003 6.1% 46.9% 46.9% 29.6% 122
China Han (n=100) 2004 97.6% 2.4% 0.0% 98.8% 133
Britanica (n=970) 2009 44.0% 44.4% 11.5% 66.2% 114
Regidn del kuru (n=480) 2009 16.7% 57.7% 25.6% 45.6% 12
Asiaticos (n=431) 2010 72.0% 26.0% 2.0% 85.0% 123
Oceania (n=36) 2010 61.0% 31.0% 8.0% 76.5% 123
Europea (n=155) 2010 47.0% 46.0% 7.0% 70.0% 123
Medio Oriente/Norte de Africa (n=170) 2010 49.0% 39.0% 12.0% 68.5% 123
Africana, subsaharianos (n=110) 2010 36.0% 44.0% 20.0% 58.0% 123
Latinoamericana (n=105) 2010 16.0% 39.0% 45.0% 35.5% 123
Mestiza mexicana (n=100) 2007 37.0% 51.0% 12.0% 62.5% 127
Mestiza mexicana (n=300) 2012 37.3% 42.3% 20.3% 58.5% Este estudio

Es importante notar que los dos reportes existentes de frecuencias del polimorfismos
M129V para poblacién latinoamericana muestran las frecuencias mas bajas del alelo
129M, incluso mas baja que en la region expuesta a la epidemia de kuru [12, 122, 123].
Sin embargo, estos resultados difieren de lo encontrado por el grupo de trabajo,
previamente y en el presente estudio, para poblacion mestiza mexicana [127]. Esta
diferencia se debe a las poblaciones utilizadas en el analisis, que en los casos de
Soldevila, et al. y Beck, et al. se trata de poblaciones nativas de centro y Sudamérica
[122]. Beck incluso detalla la inclusién de muestras de origen pima y maya de México,
surul y karitiana de Brasil y grupos originarios de Colombia [123]. Como se mencioné en
la introduccion, es probable que factores como efecto fundador, cuellos de botella, deriva
génica y presion selectiva por epidemias parecidas al kuru originaran estas frecuencias en

las poblaciones originales de Latinoamérica [120], mismas que pudieron modificarse a
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causa del mestizaje a partir del siglo XVI, principalmente con europeos, pero también con

africanos.

La poblaciéon no cumple con el equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual hace esperar que
las frecuencias genotipicas y alélicas en este codén cambien. Esto podria explicarse por
la convivencia de poblaciones con distintos origenes a lo largo de la historia de la region,
donde se han combinado el componente indigena con el europeo e incluso componente

africano.

Bishop et al. sugirieron que el polimorfismo del codén 117 esta ligado al alelo 129V,
por lo cual no apareceria en casos de vCJD [114]. Sin embargo, en el presente trabajo
fueron encontrados dos individuos con el haplotipo 117GCA/GCG-129M/M y aunque la
frecuencia del alelo 129V si fue mas alta en los individuos con genotipo heterocigoto en el

coddn 117, la diferencia entre las frecuencias no fue estadisticamente significativa.

La frecuencia de individuos 129M/M y la inexistencia de los polimorfismos protectores
E219K y G127V hacen que la poblacion mestiza mexicana sea susceptible a las

enfermedades pribnicas esporadicas y adquiridas.
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Conclusiones

— Se analizé la region codificante del gen PRNP en 340 individuos sanos
mestizos mexicanos y se encontraron en ella 3 polimorfismos: la delecién de
24 pares de bases en la regidon de octapéptidos repetidos (1-OPRD), el
polimorfismo sinébnimo A117A y polimorfismo de cambio de sentido M129V.

— Las frecuencias de estos polimorfismos fueron 1.62% para 1-OPRD, 2.00%
para el alelo 117 GCG y 58.5% para el alelo 129M.

— Las frecuencias de 1-OPRD y A117A encontradas son similares a lo reportado
en otras poblaciones, mientras que en el caso de M129V se confirma lo
encontrado previamente por el grupo de trabajo donde, a diferencia de reportes
de poblacién nativa latinoamericana, predomina el alelo 129M.

— La frecuencia de individuos 129M/M vy la inexistencia de los polimorfismos
protectores E219K y G127V permite sospechar que la poblacibn mestiza
mexicana posiblemente sea mas susceptible a las enfermedades pridnicas
esporadicas y adquiridas.

— Este es el primer reporte de las frecuencias de 1-OPRD y A117A en poblacion
mestiza mexicana y el estudio mas grande del polimorfismo M129V en dicha

poblacion.

Perspectivas

— Se sugiere ampliar la comparacion determinando las frecuencias de estos y
otros polimorfismos en otras poblaciones indigenas mexicanas. Con esto se
espera obtener informacion mas amplia y detallada sobre las frecuencias de
los polimorfismos en la poblacion nativa americana y poder compararlas con
los resultados obtenidos en este trabajo para poblacibn mestiza y asi

evidenciar el efecto del mestizaje en el desequilibrio observado.
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10.Apéndices

10.1

Reactivos

Acrilamida-Bisacrilamida 40% (Acrilamida 386.7 g, bisacrilamida 13.3 g, agua
C.B.P.1L)
Agarosa ultrapura (Promega)
Agua libre de nucleasas
Amortiguador de carga
Amortiguador de lisis de glébulos rojos, BLGR (Cloruro de amonio 8.28 g,
bicarbonato de potasio 1 g, EDTA 200 mL, agua C.B.P. 1L, pH final = 7.4)
Amortiguador Tris-Boratos-EDTA, TBE 10X (Tris base 108 g, EDTA 9.3 g,
acido bdrico 55 g, agua C.B.P. 1L)
Bromuro de etidio [10 mg/mL]
Cloroformo: Alcohol Isoamilico (49:1)
Enzimas de restriccion: Pvull, Xcel (Ncpl) [Fermentas]
Kit de secuenciacion BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems)
Kit purificacion secuencia
Kit QlAquick Gel Extraction (QIAGEN)
Oligonucledtido sentido: 5-GATGCTGGTTCTCTTTGTGG-3
Oligonucled6tidos reverso:

o 5-CCCACTATCAGGAAGATGAG-3 (producto de 738 pb)

o 5-GGGTAACGGTGCATGTTTTCACG-3 (producto de 452 pb)
Dodecilsulfato de sodio, SDS 10%
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10.2

Equipo y materiales

Agitador: Daigger Vortex Genie 2

Balanza: Denver Instrument Company AA200

Camaras de electroforesis

Centrifugas: Eppendorf 5810R, Eppendorf 5415D

Concentrador al vacio: Eppendorf 5301

Cuantificador de DNA: Thermo Scientific NanoDrop 2000

Fotodocumentador: Bio-Rad Gel Doc XR+

Fuente de poder: Bio-Rad PowerPac 3000

Secuenciador: ABI PRISM 3130

Termocicladores: Applied Biosystems 2720, Applied Biosystems GeneAmp
PCR System 9700

Termomezclador: Eppendorf Thermomixer Comfort, Eppendorf Thermomixer
Compact

Transiluminador: Labnet DyNA Light

Tubos Vacutainer con polianetol sulfato de sodio, citrato de sodio y dextrosa

como aditivos anticoagulantes
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