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1. INTRODUCCION.

1.1 ASPECTOS GENERALES DE LAS PROTEINAS.

Actualmente se estima que el ser humano posee entre unos 20000-25000 genes,
todos ellos codificadores de un numero muy superior de proteinas, originando un
protecoma de excelsa riqueza formado por aproximadamente 250000-300000
proteinas diferentes. Ademas, si a este hecho se le suman las modificaciones
postraduccionales, podemos elevar dicho nimero hasta los 5 millones de proteinas.
(1, 2). Cada proteina estd formada por una cadena de aminoacidos propia y
caracteristica, si bien puede existir cierta variabilidad en la misma, ya que el 20% de
las proteinas son polimorficas. Es sobradamente conocido que las proteinas tienen
estructura primaria (cadena de aminoacidos), secundaria (hélice alfa y hoja beta),
terciaria (disposicion tridimensional de la estructura secundaria mediada por enlaces
covalentes) y cuaternaria en algunos casos (si la proteina en cuestion esta formada

por mas de una subunidad, la disposicion en el espacio que éstas adoptan) (1).

La funcion de una proteina depende de la secuencia de aminoécidos que la
componen, ademas de la conformacién de la misma. Asi, se dispone de proteinas de
unién al oxigeno (hemoglobina), proteinas inmunoldgicas (inmunoglobulinas),
proteinas de contraccion muscular (actina y miosina), proteinas catalizadoras
(enzimas)...etc. que muestran claramente la relacion entre funcién y la conformacion

de la proteina.

Por ende, no es inconcebible el deducir que si por cualquier causa esa conformacion
proteica se alterase en cualquiera de sus cuatro variables, dicha funcion se veria
modificada, y por tanto nos encontrariamos ante una proteina anémala e inservible,
que en determinadas ocasiones especiales podria poseer un potencial patogénico,

hecho que nos lleva al eje de esta investigacion, los priones.

1.2 ASPECTOS GENERALES DE LOS PRIONES

1.2.1 Concepto de prién y su historia

El paradigma priénico aflor6 de décadas de investigaciones y estudios que

comenzaron en los afios 30, mediante el estudio de algunas Encefalopatias



Espongiformes Transmisibles (en inglés, TSE) de animales, como el Scrapie o la
Encefalopatia del Alce, entre otras. Eran patologias que exhibian una atipica
infectividad, con largos periodos de incubacion, ausencia de inflamacion y ausencia
de agente infeccioso demostrable (3). La revolucion llegé cuando entre 1982 y 1997
el Dr. Stanley B. Prusiner de la Universidad de California (San Francisco) demostrd
que el agente infeccioso consistia meramente en una proteina anormalmente plegada,
fendmeno para el que acufio el término prion (4). Dicho término, es una abreviatura
de la definicidén que Prusiner otorgd a estas proteinas, que no era otra que la de ser
Particulas Proteinaceas Infecciosas (en inglés, “Proteinaceous Infectious Particles”,
de ahi el acronimo prién). Este hallazgo le valié para la obtencion del Premio Nobel
de Medicina en 1997.

Otro hito clave en la historia de los priones fue el hallazgo por Chesebro et. al en
1985 (3) de que la proteina pridnica se formaba constitutivamente en el cerebro y en
otras regiones del cuerpo por las células, es decir, que no se trataba de una proteina
exogena. El estudio de las TSE se ha prolongado durante décadas, y lo cierto es que
no ha estado exento de dificultades (principalmente marcadas por el largo periodo de
incubacidn del agente prionico hasta desencadenar la enfermedad (5), hasta el punto
en el que hoy en dia todavia ciertas cuestiones planteadas al momento del
descubrimiento del Scrapie (mediados del S. XVIII) siguen todavia sin resolver,
como por ejemplo algunos aspectos acerca de la transmisibilidad/contagiosidad de
estas patologias (6). No obstante, se ha avanzado mucho en el conocimiento de los
priones, y se podrian enumerar una serie de avances en esta materia que han
resultado claves al establecer la base para el asentamiento de nuevos conocimientos.
Entre otros, se debe subrayar el descubrimiento del Scrapie (patologia prototipica
pribnica que afecta a ganado ovino y caprino, coloquialmente denominada
Tembladera) a mediados del S. XVIII (1738) (7); la descripcion de los primeros
casos de Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) en 1920; el hallazgo del Kuru en
Papla Nueva Guinea por Gadjusek y Zigas en 1957; los experimentos de
transmisibilidad in vivo e in vitro y los distintos estudios que habilitaron la
descripcion de diversas cepas de los agentes de estas patologias que desembocaron
en la enunciacion del principal axioma en la historia pridnica: la hipdtesis de origen

proteico exclusivo del agente (“Protein-only Hypothesis”, Griffith 1967). Asimismo,



el otro hito clave, previamente mentado, fue la enunciacion tras varias décadas de
estudio del “Concepto de Prion” por Prusiner en 1982, que se puede considerar como
el padre de los priones. En 1985 se logré descifrar el gen PRNP codificante de la
proteina celular o PrPc (cuya participacion en la patologia prionica era ya sospechada
desde 1980, tras el aislamiento de la misma logrado por Bolton et al. en cerebros
afectos de CJD en 1982). Otros hechos dignos de mencion fueron también el reporte
de la Encefalopatia Espongiforme Bovina (vulgarmente conocida como “Enfermedad
de las Vacas Locas”) por Wells et. al en 1987, la cual se consigui6é vincular
etiolégicamente al desarrollo de la Nueva Variante de la CJD en humanos,
demostrando la transmisibilidad interespecie en 1996 por Will et. al y por dltimo
destacar la notificacion de las diferencias estructurales entre PrPc y la proteina
pridnica del Scrapie o PrPsc (la primera enfermedad pridnica descrita) descubiertas

por Pan et. al en 1993 y que resultaron esenciales para los hallazgos posteriores. (6).

Es importante recalcar que pese a todo este elenco de descubrimientos y avances, el
paradigma prionico tiene casi mas oscuros que claros, habiendo sido la “Protein Only
Hypothesis” puesta en entredicho por una parte de la comunidad cientifica,
enunciando otras teorias para justificar la etiologia de estas patologias, como por
ejemplo la de la etiologia virica, los denominados “Slow Viruses” por Sigurdsson en
1954 (4), basados en que un agente carente de acido nucleico no podia replicarse ni
comportarse como un agente pseudoinfeccioso (replicarse, dafiar, transmitirse...etc.).
Han sido numerosos los intentos de demostrar el origen virico de estas enfermedades,
postura a priori mas ldgica y entendible que el origen meramente proteico,
argumentando que la proteina prionica PrPc no era mas que un receptor de superficie
celular empleado por el virus desconocido para entrar en el interior celular. No
obstante, ninguno de estos estudios ha conseguido desbancar la “Protein Only
Hypothesis”, que es hoy por hoy la aceptada en la comunidad cientifica dados los
abundantes estudios que aportan evidencia en este sentido, aunque no se debe
descartar que los futuros estudios en esta materia cambien el prisma radicalmente (8),
ya que se requiere mucha labor investigadora en areas como el andlisis de la
patogenia prionica, la transmision y la replicacion e incluso el origen y la
determinacion de la ultraestructura del agente prionico (Soto 2011, 8), como ya

hemos mencionado. Sigue generando asombro en la comunidad cientifica pese a que



los priones cumplen todos los postulados de Koch para ser considerados agente
infeccioso, que una sola proteina posea la complejidad y la flexibilidad requerida
para actuar como un microorganismo vivo que transmite la enfermedad (8), un hecho
unico hasta el momento en patologia neurodegenerativa. Como argumentos a favor
de la etiologia proteica se pueden nombrar la evidencia del vinculo entre la
acumulacion de PrPsc y su patogénesis, las mutaciones en el gen PRNP y su relacion
con enfermedades prionicas hereditarias, la relacion existente entre el aumento de
PrPc y la aceleraciéon de la enfermedad por aumento consiguiente de PrPsc (Soto
2011) y la ausencia de evidencia cientifica que avale un posible origen virico en este

campo (4)
1.2.2 Estructura y bioquimica pridnica (histotipos).

La proteina prionica precursora PrP, eje axial de este trabajo, esta compuesta por 253
aminoacidos en el humano y por 254 en la especie murina, de la cual se producira la
isoforma normal PrPc fisioldgica, sustrato para la conversion en PrPsc, y que posee
208 aminoacidos en su estructura primaria (9). Los priones se forman por el
reclutamiento de la isoforma normal de la proteina pridnica o PrPc, convirtiéndola en
la forma causante de la enfermedad o PrPsc. Se trata de una proteina codificada por
el gen PRNP, gen ubicado en el brazo corto del cromosoma 20 (20p12), que posee
15000000 de pares de bases (la region codificante exacta se encuentra entre las bases
4666796 y 4682233, 10) y que se mantiene bastante idéntico interespecie. Esta
compuesto por dos exones y un intron y en su extremo 5’ posee gran ntimero de
repeticiones de nucledtidos GC. En humanos se han descrito mas de 20 mutaciones
en la region codificante de este gen referente a la proteina pridnica, todas ellas
relacionadas con alguna forma de prionopatia hereditaria. (11) y en cinco de ellas se

ha demostrado caracter genético hereditario claro (4).

La PrPc es una glicoproteina de membrana cuya funcién ain no estd del todo
esclarecida, si bien hay varias teorias acerca de ella, entre las que destacan las que
afirman que se puede tratar de una proteina transductora de sefiales de membrana o
las que dicen que se trata de una enzima, ya que lo Unico demostrado es que su
presencia esta relacionada con el desarrollo de la enfermedad y que sin ella no se

desarrolla la misma (6). Esta proteina estd anclada a la membrana plasmaética



mediante glicosil fosfatidil inositol (GPI) en su extremo C-terminal. Es esencial
destacar que no se trata de una proteina neuronal en exclusiva, sino que también es
ubicua en linfocitos (Cashman et al., 1990) y en células estromales de tejido linfoide
(Kitamoto et al., 1991), lo cual hace que el sistema inmune tenga tolerancia ante la
forma pridnica fisioldgica, ya que su formacién en estos tejidos es espontanea y
continua. Si se somete la PrPc a una protedlisis limitada se obtiene una molécula
resistente a proteasa de aproximadamente 142 aminoacidos, denominada PrP 27-30,
que constituye la base de la polimerizacion posterior a formas patogénicas (es el

“core” de PrPsc) y formar asi placas de depdsito (12)

La principal diferencia sustancial entre las isoformas PrPc y PrPsc reside en sus
estructuras secundaria y por consiguiente terciaria también, pero no en la primaria.
Sus aminoacidos son los mismos, pero la isoforma normal estd constituida en un
45% por hélice alfa y s6lo contiene dos pequefias porciones de hoja beta, mientras
que la isoforma patoldgica contiene menos de un 30% de hélice alfa y casi un 45%
de hoja beta, como se muestra en la Figura 1. Este hecho condiciona que sus
estructuras terciarias sean también diferentes, ya que la estructura secundaria marca
la disposicion de los enlaces covalentes que marcan la formacion de la estructura
terciaria. Estas diferencias de similitud hacen que la forma PrPsc sea
extremadamente resistente a los métodos fisico-quimicos de descontaminaciéon o
desinfeccion convencionales, lo que no implica que sea resistente a otros métodos
mas exhaustivos (6). Sin embargo, la forma fisioldgica, PrPc, es soluble en medios
detergentes no-desnaturalizantes y extremadamente sensible a la accién de proteasas
(10).

Como ultimo apunte referido a la bioquimica, destacar que existe una region de la
proteina pridnica comprendida entre los aminoacidos 95-134 de la misma de especial
relevancia para el tema central de este trabajo, que no es otro que el de analizar la
patologia neurodegenerativa concomitante a las prionopatias. En esa region
perteneciente al dominio central no estructurado de la proteina es donde interactia la
PrPc con los oligbmeros de beta amiloide, caracteristicos de la enfermedad de
Alzheimer (en inglés, AD), estableciendo la sinergia entre ambas patologias. Esta
region ha sido demostrada como implicada en efectos neuronales toxicos in vitro y

neurodegeneracion in vivo (13).
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Figura 1. Estructuras de las isoformas de la Proteina Priénica (PrP). El Panel A muestra la predominancia de
hélice alfa (en morado) de la PrPc, mientras que el panel B muestra la predominancia de hoja beta (en azul) en
la isoforma patolégica PrPsc. Ambas formas de estructura secundaria proteica se unen mediante lazos de color

amarillo. Imagen: Prusiner S, N Engl J Med, 2001.
1.2.3 Conversién, replicacion e infectividad/propagacion/transmision.
1.2.3.1 Conversion y replicacion.

Las prionopatias comparten como base primaria el evento central de conversion de la
forma fisiolégica PrPc en PrPsc anormal mediante un proceso post-traslacional, en el
que la forma fisioldgica sufre cambios en su estructura secundaria, enriqueciéndose
en hoja beta, adquiriendo nuevas propiedades fisico-quimicas, como la resistencia a
la acciéon de proteasas (8). Dicho cambio conformacional puede ocurrir de forma

espontanea, por mutaciones dominantes en el gen PRNP (cada mutacion se relaciona



con un fenotipo diferente de enfermedad) o por infeccidn por fuentes exdgenas de la
forma patégena PrPsc (8).

En lo que hay pleno consenso en la comunidad cientifica es en afirmar que la forma
PrPc sirve de sustrato para la conversion a PrPsc, de forma proporcional ademas, que
posteriormente se acumulara en el tejido cerebral, siendo clave en la
neuropatogénesis. Del mismo modo que entender la patogenia es elemental para el
desarrollo de futuras técnicas terapéuticas, el comprender los mecanismos basicos de
conversion, replicacion y transmision prionica resulta esencial para poder

comprender la propia patogenia. (8).

Basandose en modelos experimentales realizados con modelos murinos transgénicos
se han postulado dos posibles modelos para este cambio conformacional clave. En el
primero de ellos, denominado “Nuclear Polymerization Model”, propuesto por Jarrett
y Lansbury, sugiere que existe un equilibrio termodindmicamente estable pero
potencialmente reversible entre PrPc y PrPsc, pero que en presencia de agregados
oligoméricos de PrPsc se inclina la reaccion de conversion hacia la formacion de mas
PrPsc a través de PrPc. La PrPsc interactuaria con mas moléculas de PrPsc que
servirian como “semillas” (“seeds”, en inglés) que reclutarian mas moléculas de
PrPsc para ir formando las fibrillas y depdsitos posteriores de amiloide (que no
tienen poder de replicacion per se, pero si al fragmentarse y dar nuevos oligdmeros
toxicos, constituyendo la base de la replicacion).

En el segundo modelo, denominado “Template-directed conversion model” y
propuesto por el padre de los priones, Prusiner, se postula que la base de la
conversion y la replicacion pridnica reside en la interaccion entre la PrPc endogena y
la PrPsc exdgena, que induciria la conversion posterior de PrPc a PrPsc. Una barrera
de alta energia prevendria de la formacion espontanea de este fendmeno. Una vez
convertido el heterodimero PrPc-PrPsc en el homodimero PrPsc-PrPsc, éste se
disociaria para formar méas heterodimeros y proseguir con el cambio conformacional
y la replicacion prionica. (14). A diferencia del modelo anterior, en éste no se
consideran los agregados proteicos esenciales para la replicacion. En la Figura 2 se

observan ambos modelos mencionados.
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Figura 2. llustracién esquematica de los modelos explicados previamente de A) “Template-directed refolding
and seeding model’. El modelo de "replegamiento" postula una interaccién entre la PrPsc introducida
exégenamente y la PrPc enddgena, a la cual se induce a transformarse en otra PrPsc. Una barrera de alta
energia puede prevenir la conversion espontanea de PrPC en PrPSc. B) “Seeded nucleation model”. El modelo
de "siembra-nucleacion” propone que PrPc y PrPsc estan en un equilibrio termodinamico reversible. Sélo si
varias moléculas de PrPsc monomeéricas se montan en una semilla altamente ordenada, se puede reclutar mas
PrPsc monomérica y eventualmente agregarse, formando amiloide. Dentro de las semillas, que son similares a
cristales, PrPsc se estabiliza. La fragmentacién de los agregados de PrPsc aumenta el nimero de nucleos, que

pueden reclutar mas PrPsc y, por lo tanto, dan lugar a la replicacion del agente. Imagen: Aguzzi A, Cell, 2004.

En ambos modelos, agrupados bajo el término “Seeding Nucleation” (por actuar los
oligbmeros como semillas para la replicacion y propagacion de la enfermedad) (15),
existen varias fases descritas. En la primera de ellas, denominada fase de nucleacién
o “lag phase” se forman los oligobmeros que a posteriori resultaran claves. En la
segunda fase, fase exponencial, las semillas oligoméricas inducen un rapido
reclutamiento de la proteina normalmente plegada, para posteriormente transformarla
en la proteina patogénica. Se ha observado que afiadiendo semillas in vitro de PrPsc,
la “Lag phase” se puede acortar significativamente. A este tipo de nucleacion de la

misma proteina se le denomina Nucleacion Homdloga, pero se ha visto que también



puede tener lugar la Nucleacion Heter6loga o “Cross-seeding”, cuando una proteina
favorece la proliferacién de otra proteina patolégica diferente, como ocurre en casos
de prionopatia y el AD, donde la PrPsc favorece el acimulo de beta amiloide. Este
fenémeno de “Cross-seeding” explica diversos hallazgos que resultan claves en
nuestro trabajo, como son la presencia de mas de una proteina de conformacion
anomala en el mismo cerebro, la existencia de “Protein Misfolding Diseases”
(PMDs) concomitantes, el hecho de que epidemiolégicamente el padecer una PMD
suponga un mayor riesgo de desarrollar otra en el futuro y/o la exacerbacion de la

clinica cuando existe agregacion de varias proteinas mal plegadas (15).
1.2.3.2 Infectividad/Propagacion/Transmision

Antes de comenzar, conviene determinar las diferencias entre términos a menudo
mal empleados en este &mbito. Asi, emplearemos infectividad exclusivamente para el
transporte de proteinas pridnicas de animal a animal (humanos inclusive); el término
transmision para el transporte de todo tipo de proteinas, no solo las pridnicas, y por
ultimo, los términos de propagacion y expansion se podran emplear indistintamente
para designar el paso de la proteina en un determinado area e incluso de célula a
celula (16).

Por todo lo consiguiente existen varias cuestiones por resolver que asaltan a la
comunidad cientifica: saber si se transmiten los agregados proteicos a través de
conexiones neuronales, cudl es su mecanismo, y en ese caso, saber cémo se
transmiten de célula a célula y como se pueden internalizar en las mismas para
inducir la agregacion proteica y por tanto, la propagacion de la patologia. Ademas,
seria importante determinar si otras proteinas no-priénicas poseerian también esa

cierta y controvertidamente llamada infectividad que los priones poseen.

Por el momento no ha habido estudios que demuestren la transmisién de las proteinas
patoldgicas a través de tractos neuronales a distancia, pero si la expansion localizada
de la misma. No obstante, tampoco hay evidencia que descarte este hecho, por lo que
sera esencial en el futuro el estudio del mismo mediante mejores modelos de ratones
transgénicos. (16). Decir que la proteina pridnica, al igual que el beta amiloide de la

AD esta expuesta al espacio extracelular por lo que en principio no tendrian que
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atravesar en dos ocasiones las bicapas lipidicas de la membrana para llegar a otra
célula, inicamente tendran que hacerlo en una ocasion. Por lo tanto, en el caso de las
proteinas citosoélicas, se requerirdn mecanismos de transporte activo (consumidor de
energia) como la exocitosis (exosomas), endocitosis (endosomas), pinocitosis...etc.
para la secrecion y la internalizacién de estas proteinas, si bien también se ha descrito
la excrecion pasiva de estas particulas al espacio intercelular tras la lisis celular (17).
Ademas de los mecanismos descritos y de forma independiente a ellos, también se ha
descrito la posibilidad del transporte prionico intercelular mediante nanotubos
tunelizantes, hecho que ya ha sido demostrado por Gousset et. al. en 2009. Por si
fuera poco, en el caso exclusivo de los priones si que se ha descrito el transporte

axonal bidireccional, probablemente influido por la actividad sinéptica (16).

En cuanto al mecanismo por el que particulas exdgenas al internalizarse inducen
polimerizacion de proteinas enddgenas de la célula colonizada, destacar que se
ofrecen dos teorias. La primera defiende una interaccion intracelular que haga
proliferar las proteinas homotipicas y la segunda, en cambio, argumenta que los
agregados internalizados suponen una situacion de estrés para los mecanismos de
control de la proteostasis intracelular, lo cual hace que se empiece a nuclear la
proteina patdgena y andémala. Otras teorias de menor importancia afiaden las
posibilidades de que los agentes exdgenos internalizados inhiban la funcién
mitocondrial alterando la proteostasis 0 que éstos produzcan un microambiente
inflamatorio que contribuya a la agregacion y al dafio celular mediante la liberacion

de componentes como oxigeno reactivo, 6xido nitrico y citoquinas. (16).

Lo que aun se desconoce es como las distintas variantes pridnicas, que a su vez
acarrean polimorfismos estructurales del amiloide, pueden codificar diferentes
fenotipos patoldgicos. Este hecho es tan desconocido como su infraestructura
atdmica (18), que se cree clave para descubrir el porqué del inicio de la conversién
de formas fisiologicas a formas patoldgicas, ya que se desconoce la base del gatillo

que dispara todo el proceso (19).

El hecho mas relevante y novedoso de este apartado consiste en que segun los
ultimos estudios, la capacidad de nucleacion que hemos explicado no es Gnicamente

propia de los priones. Nuevas investigaciones apuntan a que en enfermedades
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neurodegenerativas relacionadas también con el depoésito proteico anémalo, como el
AD con el beta amiloide, la enfermedad de Parkison (PD) con la alfa-sinucleina o la
Enfermedad de Huntington con la huntingtina, tambié se da este proceso, de ahi que
se haya acufado el término “Prion-like Spreading” para la forma de propagacion de
estas patologias a nivel celular (3). En estas enfermedades todavia no se ha valorado
la “infectividad” que en ocasiones se otorga a las patologias pridnicas, pero tampoco
se descarta la posibilidad, ya que in vitro e in vivo (moviéndose de zonas cerebrales
afectadas a las no afectadas o mediante la colonizacion de injertos neuronales en el
PD) (17) se han observado indicios de que podria darse, por lo que se requiere una
investigacion méas profunda en este &mbito (18). Se cree que el fracaso obtenido por
el momento a la hora de demostrar la infectividad del beta amiloide, tau o alfa-
sinucleina se debe a la dificultad de elaborar dichos componentes in vitro y a su
fragilidad en el medio externo. Por ello, Aguzzi y sus colaboradores acufiaron el
término de “Prionoides” para este tipo de proteinas patoldgicas transmisibles (8) y
distinguirlas asi de los auténticos priones por el momento. Esta transmision no
siempre tendria por qué implicar patologia, también podrian estar implicadas estas
proteinas transmisibles en procesos bioldgicos normales o incluso podrian suponer
una ventaja en la adaptacion evolutiva frente a cambios ambientales de corta
duracién y subitos (8, 18). No obstante, en el caso de la amiloidosis de amiloide A, si
que se ha podido probar que la introduccion oral o parenteral de fibras AA de
amiloide obtenidas de higados de ratones que padecen la enfermedad aceleran el
desarrollo de la enfermedad en sujetos sanos, hallazgo que juega a favor de la
infectividad y que muestra comportamientos priénicos en otras proteinas, como bien
demostraron Lundmark et al. en 2002 (18). En el AD también se han demostrado
dafos cerebrales tras la inyeccion peritoneal de beta amiloide, pero en todos los
casos experimentados con proteinas no priénicas, exceptuando la amiloidosis AA, lo
que se observa es una aceleracion de un proceso ya empezado, no una generacion
“de novo” de una enfermedad. (8). A modo de resumen se puede afirmar que los
priones son considerados infecciosos porque pueden transmitir la enfermedad entre
seres vivos empleando rutas naturales, como la ingestion, mientras que los prionoides

aun no han demostrado eso de forma rotunda. (19)
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El hecho clave para la infectividad es que la PrPsc se comporta como una semilla
para la conversion de PrPc, lo cual hace que prolifere la enfermedad. (8). Imaginar
por un momento que patologias como el AD o el PD podrian ser infecto-contagiosas
parece utopico e inverosimil, a la par que ciertamente terrorifico, pero se esta
trabajando en probarlo. Para ello, y como altimo elemento clave de este apartado,
una proteina debe cumplir estas cuatro condiciones para poder ser transmisible: debe
tener una eficiente auto-replicacion, debe resistir los métodos convencionales de
degradacion proteica, debe tener buenos métodos de transmision y propagacién para
disponer de una gran biodisponibilidad y debera transmitir cambios fenotipicos

respecto a la forma fisioldgica de la proteina (8)
1.2.4 Genotipos y sus diversos histotipos histolégicos.

Una vez analizada la bioquimica pridnica, es elemental la mencion a la existencia de
diversos genotipos pridnicos que acaban constituyendo diferentes “cepas de priones”,
y que generan diversos fenotipos tisulares (histotipos). Estos genotipos se
caracterizan por poseer propiedades fisico-quimicas caracteristicas como pueden ser
la diferencia de tamafio tras someter las proteinas a la accion de la proteasa, distinto
grado de resistencia a la proteasa e incluso la proporcion de glicosilacion de cada
proteina. Estos hechos, a su vez, otorgan a cada genotipo una correlacién fidedigna
con la heterogeneidad fenotipica encontrada en la enfermedad y también con su
transmisibilidad. Esto supuso un hallazgo histérico, que permitié ahondar aiin mas en
la comprension de las enfermedades pridnicas y entender el porqué de que una
misma secuencia proteica dé lugar a variantes de enfermedad fenotipicamente
diferentes (20).

En la actualidad, la clasificacion aceptada por la comunidad cientifica de este campo
es la de Parchi et al., del afio 1999, que posteriormente ha tenido varias
modificaciones. Asi las cosas, el pilar molecular de esta clasificacion se basa en
primer lugar, en la diversidad de tamafio de los fragmentos proteicos no glicosilados
del extremo C-terminal resistentes a la accion de la proteasa K originados tras la
protedlisis (a los de 21kDa se les denomina tipo 1 y a los de 19kDa tipo 2). En
segundo lugar, la clasificacion de subtipo molecular de Parchi se basa en el genotipo

codificado en el gen PRNP del cromosoma 20, en concreto en el codon 129 (el mas
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relacionado con las prionopatias), dependiendo de si codifica para Metionina (M) o
Valina (V). En el caso de que el codon codifique para MM (metionina), serd méas
frecuente que nos encontremos fragmentos proteicos de 21 kDa o tipo 1, mientras
que en el caso del codon VV seran predominantes los de 19 kDa o tipo 2 (21). Por lo
tanto, la combinacion de estas dos caracteristicas clasifica los priones en estos seis
histotipos principales en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica (en inglés
sCJD): MM/MV1, VV2, VV1, MM/MV 2C (cortical), MM 2T (talamica) y el altimo
mas diferenciado del resto, el MV 2K (del Kuru) (21). En cuanto al MM 2V o vCJD,
decir que esta enfermedad tiene subtipo o cepa pridnica propia. Mencionar también
que en algunos casos se dan combinaciones entre subtipos o0 pequefias
modificaciones, generando subtipos menores como los subtipos combinados
MM/MV 1+2C o MV 2K+C, ya que ambos fragmentos proteicos, de tipo 1y 2
pueden coexistir en el mismo cerebro, como ya se ha demostrado (21, 22). Destacar
que recientemente se ha publicado en el “The New England Journal of Medicine ” el
primer caso de vCJD no MM (es un MV) (23).

El otro pilar de la Clasificacion de Parchi consiste en los hallazgos histopatoldgicos
principales de los histotipos que se han enumerado previamente basados en la
clasificacion molecular. Grosso modo, cada subtipo tiene una caracteristica
histopatol6gica propia que los define. De este modo, el subtipo MM/MV1 destaca
por poseer depositos sinapticos difusos; el subtipo VV2 destaca por poseer depdsitos
de tipo placa cerebelares y perineuronales; el subtipo MM 2C lo definen las vacuolas
corticales confluentes; el subtipo MM 2T, muy relacionado con el Insomnio Familiar
Fatal (FFI) se caracteriza por la atrofia talamo-olivar; el subtipo molecular VV1 lo
marcan los depoésitos sinapticos corticoestriatales y el subtipo MM 2V o vCJID lo
definen las denominadas “placas floridas”, que son patognomonicas. Ademas, el
subtipo del Kurd (MV 2K) posee unas placas caracteristicas denominadas “Kuru
plaques”, y los subtipos combinados MM/MV 1+2C y el MV 2K+C poseen
depdsitos difusos sinapticos y vacuolas corticales confluentes combinadas con las
“Kuru plaques” respectivamente, como bien se puede deducir al desgranar los

subtipos que las conforman y bien se observa en la Figura 3 adyacente.
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Figura 3. Diferentes caracteristicas histopatolégicas de subtipos de prionopatias humanas esporadicas. a)
Tipico patrén de cambio espongiforme caracterizado por pequefias y finas microvacuolas en una pieza de cortex
cerebral de sCJD MM1, tincién H&E. b) Cambio espongiforme caracterizado por vacuolas de mediano tamafio,
tipicas del cortex cerebral de sCJD VV1, tincion H&E. ¢) Cambio espongiforme caracterizado por vacuolas
confluentes relativamente grandes, en corteza cerebral de muestra de sCJD MM 2C, tincién H&E. d) placa
amiloidea unicéntrica del “kuru-type”, en muestra de cerebelo de sCJD MV2K; tincion H&E. e) y f) placas floridas
en cortex cerebral de vCJD con tincion PAS e inmunohistoquimica (IHQ) para PrP respectivamente. g) patron de
depdsito sinaptico en cerebelo de sCJD MM1, donde se aprecia una ligera tincion difusa en la capa molecular,
mientras que los glomérulos cerebelosos se tifien en la capa granular, IHQ. h) Tincién perivacuolar y i) gruesa
de PrPsc, tipica en casos mixtos de MM 2C MM/MV 1+2C sCJD. El cerebelo en el caso de MM 2C puede ser
PrP negativo o mostrar un patron focalmente irregular/grueso de tincién, IHQ. j), k) Depésitos de PrP de tipo
placa en las capas moleculares y granulares del cerebelo en un caso de MV 2K sCJD, IHQ. 1) Depésitos méas

pequefios de PrP de tipo placa en las capas granular y molecular de cerebelo en un caso de sCJD VV2, IHQ.
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Estos depdsitos no son visibles en secciones de rutina con tinciones de H&E o PAS. m) Tincion perineuronal de
PrPsc en capas corticales cerebrales profundas en un caso de sCJD VV2. Todas las imagenes tienen la misma

magnificacion (x200), excepto d) (x400) y g) (x100). Imagen: Parchi P, Acta Neuropathol, 2013.

1.2.5 Patogenia.

Actualmente, se puede afirmar que la mayoria de la patogénesis de los priones
continda siendo enigmatica para el saber humano. Es sabido que esta relacionada con
la propagacion prionica de alguna manera, pero como los priones pueden propagarse
sin dar lugar a patogénesis, se presupone la existencia de factores desconocidos por
ahora que hagan posible que esos dos procesos de propagacion y patogénesis puedan
tener lugar independientemente (14). Se sabe que la base de todo el proceso
patogénico reside en la formacién de amiloide extracelular, siendo amiloide el
término genérico para las masas anormales de proteinas fibrilares de unos 10nm de
grosor, que en nuestro caso serian fibrillas de PrPsc. (3) Estas fibrillas tienen la
capacidad de proliferar, en base a la proliferacion de los oligobmeros solubles que las
forman, que son los verdaderos agentes proliferativos y tdxicos en estas patologias

(3).

Estas patologias se dan tanto en animales como en humanos con cierta frecuencia, no
habiendo en ninguno de ellos una respuesta inmune del huésped, debido a la
tolerancia logica de este sistema frente a una proteina fisiol6gica y ubicua como la
PrPc. Asimismo, todas las prionopatias tienen un denominador comdn de su
patogénesis a nivel histopatoldgico, la espongiosis, término acufiado para el resultado
microvacuolar de la reaccion patologica no inflamatoria que estas patologias
provocan (24), ademas de la gliosis (proliferaciones astrociticas y de la microglia en
zonas de lesiones/cicatrices gliales). Esto provoca la muerte neuronal y la
consiguiente e invariablemente letal alteracion de las conexiones eléctricas a nivel
encefalico (5). Es por tanto que la toxicidad de PrPsc se produce en relacién con
algun proceso PrPc-dependiente, de fatal desenlace por muerte neuronal y muerte del

individuo. (7) Esto se deduce del hecho de que parece que la PrPsc se difunde por el
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espacio extracelular en vez de propagarse por transporte axonal y que se ha probado
que requiere de PrPc transmembrana (GPI) para desarrollar la enfermedad, ya que

actia como transductora de sefial y activadora de la cascada de sefializacion.

Como ultima anotacion, se debe considerar que los priones no son sinébnimo de
agente patdgeno en todos los casos ni en todas las especies (4), ya que por ejemplo
en el caso de algunas levaduras, la “infeccion pridnica” otorga a estas especies de
hongos la posibilidad de variar su genética a lo largo de la evolucion de su especie,
constituyendo los priones formas alternativas de transmision genética, ya que podrian
actuar como agentes epigenéticos modulando la transcripcién de ciertos genes. Estos
hallazgos fueron descritos por Francois Lacroute en la década de los 70 al ver
algunos rasgos en especies de levaduras que no se transmitian de forma no
mendeliana: la proteina Sup35p, encargada de la terminacion de la translacion y la

proteina Ure2p, reguladora del metabolismo del nitrégeno.

En resumen, y a modo de conclusion, recalcar los tres pilares conocidos hasta ahora
sobre los que asienta la base del saber humano en la patogenia prionica: la alteracion
de la transduccién de sefiales mediada por PrPc, la localizacion erronea de PrPc (sale
al citosol) y la toxicidad propia generada por los oligbmeros de PrPsc (que se cree
que sean las verdaderas subparticulas tdxicas), (20) que formaran fibrillas de
amiloide responsables necesarias pero no suficientes del dafio neuronal letal. (7)

1.2.6 Diagnostico.

Como no se debe realizar una biopsia de tejido cerebral a los pacientes sobre los que
tengamos la sospecha de una prionopatia por razones obvias, se debe tratar de llegar
a un diagndstico de presuncion empleando los criterios establecidos por la OMS. Es
elemental la estratificacion de la certeza del diagndstico en estos tres niveles en
funcién de los diversos criterios que cumpla el caso: enfermedad definitiva, probable

0 posible (ordenados de mayor a menor grado de evidencia).

Hoy en dia, los principales pilares del diagnostico de las prionopatias estan
constituidos en primer lugar por la valoracion de los sintomas clave (los prodromicos
suelen ser inespecificos, como cansancio, cefalea, trastornos del suefio,

malestar...etc.). Ademas, se incluyen otra serie de pruebas diagnosticas que ayudan
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con sus resultados a reafirmar la sospecha, como pueden ser el Electroencefalograma
(EEG), en el que se observan, aunque no siempre, alteraciones del ritmo de actividad
basal encefalica, como la aparicion de descargas de ondas delta periodicas

intermitentes o la Polisomnografia, en el caso del Insomnio Familiar Fatal. (25).

Ademés, en la actualidad se estan discutiendo nuevos métodos diagnosticos
adyuvantes a los que ya existen y que estan proporcionando resultados prometedores,
como puede ser el estudio de la proteina 14.3.3 mediante técnicas moleculares en
liquido cefalorraquideo (LCR). Esta proteina, que es posible que sea reguladora de
funciones celulares, se libera en el LCR ante situaciones que supongan una extensa
destruccion de tejido cerebral, como ocurre con la vacuolizacion y gliosis de las
prionopatias. En Espafia, se estima que se ha estudiado su presencia en el 90% de los
cerebros con prionopatia que se han recogido, y solo ha resultado positiva su
presencia en un escaso 10%, a lo que si le unimos que no es especifica de una
prionopatia en concreto y que hay otras situaciones patolégicas que acarrean una
elevacion de la proteina 14.3.3 como las metastasis, los ictus o los sindromes
paraneoplasicos, entre otros, nos muestra que no es un método muy fiable para
emplear de “screening” (26), sino una prueba que suma algo de evidencia a nuestra
sospecha en caso de resultar positiva. La sensibilidad y la especificidad del test de
deteccion de esta proteina son del 90% y el 87% respectivamente, mediante el

Western Blot, siendo especialmente abundante en la sCJD.

Otro de los métodos pujantes en el apartado diagnéstico de la patologia que nos
incumbe serian las técnicas de imagen, en concreto la RMN (en las secuencias
FLAIR, como se ve en la Figura 4 y DWI, de difusion) y el 18FDG-PET, donde
parece que, segun los udltimos estudios, algunas prionopatias tienen un patrén
caracteristico de zonas de hiperintensidad en el caso de la RMN, o de
hipocaptacidén/hipometabolismo en el caso del 18FDG-PET. Cada patrén se explicara
posteriormente de forma breve en el apartado de cada enfermedad prionica. Tal ha
sido la repercusion de la aparicion combinada de estos nuevos métodos diagnosticos
(con sensibilidades y especificidades entre el 70-95%) (27) que algunos autores ya
reconocen que deberia ser incluido el PET en los criterios de la OMS para el

diagnostico de prionopatias y que incluso su valor diagnostico combinando ambas
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técnicas es superior al de la 14.3.3 y el EEG juntas, siempre teniendo en cuenta que

nos proporcionaran el diagndstico probable o posible, y nunca el definitivo.

Figura 4. Secuencia de RMN-FLAIR de un corte axial a nivel de ganglios basales que muestra el tipico patron
de imagen de la vCJD con la hiperintensidad bilateral simétrica del tdlamo a nivel dorsomedial y pulvinar.

Imagen: Dr. David Summers, cedida a Diack A, Prion, 2014.

Por otra parte, los métodos que proporcionan un diagnéstico de mayor precisién son
el anélisis genético de la proteina pridnica (analizando el codon 129 en el gen PRNP
tras biopsia de tejido cerebral) y el analisis anatomopatoldgico que proporciona
mediante la necropsia un diagnostico de certeza (enfermedad definitiva). (25).

En suma, recalcar el hecho de que hoy por hoy la Unica técnica “gold standard”
diagnostica de certeza es el examen anatomopatoldgico del tejido afecto. Destacar, a
su vez, el largo elenco de técnicas accesorias y contributivas que existen y estan
ganando su sitio en la actualidad, como las técnicas bioquimicas o las pruebas de
imagen, entre otras. En conclusidn, el futuro debe traer consigo la disponibilidad de

técnicas diagndsticas méas sencillas, sensibles y precisas, como por ejemplo la
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deteccion en analiticas sanguineas de la PrP elevada, &mbito en el que ya se esta
trabajando y que resulta esencial (26).

1.3 PRINCIPALES ENFERMEDADES PRIONICAS.

A lo largo de su corta historia, el estudio de las enfermedades pridnicas ha venido
marcado por cuatro caracteristicas que hacen a estas entidades algo tan Gnico como
[lamativo. En primer lugar, porque los priones son el Gnico patdgeno carente de 4cido
nucleico. En segundo lugar, porque se desconoce la existencia de otro grupo de
patologias que partiendo de un mismo agente etiopatogénico puedan ser infecciosas,
genéticas o esporéadicas. Tercero, debido a que la patogenia radica en la acumulacion
de PrPsc, que posee una conformacion diferente a la de la forma fisioldgica PrPc, y
en cuarto lugar porque los diferentes genotipos observados en la propia PrPsc que
pueden dar diversos histotipos de lesion en el sistema nervioso central. Estos hechos
han dotado a las prionopatias de un interés especial dentro de la comunidad
cientifica, interés que a menudo se ha visto mermado por la poca inversion realizada

por la farmacoindustria en este campo, debido a su baja prevalencia. (12)

Actualmente se estima que la incidencia de estas raras e irremediablemente fatales
enfermedades ronda el 1-2 casos por cada millén de habitantes a nivel mundial (10,
14) si bien es cierto que hay muchas zonas en las que los biobancos y los grupos de
investigacion, asi como los registros de estos casos son muy primitivos, como se
muestra en la Figura 5. En cuanto a la prevalencia, decir que no es muy elevada, ya
qgue como son enfermedades que desde el momento del diagnostico suelen acabar
con la vida del sujeto en menos de un afio a nivel general, por lo que es dificil que se

acumulen muchos de estos pacientes.

Figura 5. En gris, paises que poseen sistemas de registro oficiales de CJD pertenecientes a la Red

Internacional de Vigilancia de la CJD. Imagen: Chen, Dong, Infectious Diseases of Poverty, 2016.
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De momento, son enfermedades Unicamente descritas en diversas especies de
mamiferos ademés de los humanos, como ovejas, vacas, renos, alces...etc. Como se
ha dicho previamente, pueden ser patologias esporadicas, genéticas e infecciosas o
iatrogénicas. Las prionopatias esporadicas de humanos incluyen la sCJD(esporadica),
el Insomnio Fatal Esporédico y la recientemente descubierta Prionopatia Variable
Sensible a Proteasas, y son las mas frecuentes, constituyendo un 85% de las
prionopatias, siendo la sCJD la mas frecuente con diferencia. Las prionopatias
genéticas estan causadas por mutaciones autosomicas dominantes en el gen PRNP
codificante para la proteina PrPc y engloban la gCJD (genética o familiar), el
Insomnio Familiar Fatal (FFI) y el Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS), y constituyen un 10-15% de las prionopatias. Por ultimo, las prionopatias
adquiridas/infecciosas representan el 2-5% de las prionopatias e incluyen al Kurd,
CJD iatrogénica y la nueva variante de CJD (vCJD) también conocida vulgarmente

como “Enfermedad de las Vacas Locas” (10, 14).

En el caso de Espafa, segun datos del Registro Nacional de Encefalopatias
Espongiformes Transmisibles Humanas, fueron diagnosticados 1163 casos de
prionopatias en el periodo comprendido entre 1993 y octubre de 2009. De todas ellas
la mas frecuente fue la CJD con 934 casos, de los que 885 casos fueron de la forma
esporéadica y sélo 6 de la iatrogénica, siendo la edad media de diagnostico de 60 afios
en varones y de 70 afios en mujeres. (25). A continuacion se detallaran los elementos

descriptivos fundamentales de las principales prionopatias:
1.3.1 Prionopatias esporéadicas.
1.3.1.1. Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob Esporédica (sCJD).

Se trata de la principal forma de la CJD, por ello se ha incluido la CJD dentro de las
prionopatias esporadicas, por lo que ademéas de esporadica también se le llama
clasica. La forma esporadica es la forma de presentacion que ocupa el 80-85% de los
casos de CJD, mientras que la forma genética o familiar derivada de la herencia
autosdmica dominante de una mutacién en el gen PRNP (generalmente la mutacién
E200K, 14) que condiciona la herencia de la proteina anémala, es el 10-15% de los

casos aproximadamente y por ultimo la forma iatrogénica (iCJD) ocupa un escaso
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1% de los casos (unos 400 casos en todo el mundo, 14) y afortunadamente es casi
inexistente y con tendencia a la desaparicion dados los nuevos Gltimos métodos de
control de trasplantes de cdérnea (que dio lugar al primer caso de iCJD en 1974, 10) e
injertos de duramadre, y controles microbioldgicos de tratamientos con hormona del
crecimiento, donaciones de sangre e instrumental neuroquirurgico, asi como el

control y esterilizacion de agujas de EEG (25, 10).

La sCJD es mas incidente en varones, con una supervivencia media de unos 5 meses,
siendo esta algo superior en mujeres. Su diagnostico es dificil de efectuar y se suele
realizar entre los 57 y los 62 afios. Se basa en la clinica y cursa con prédromos
inespecifico de fatiga, pérdida de peso, cefalea...etc. para posteriormente desarrollar
una demencia rapidamente progresiva, con ataxia, extrapiramidalismo, convulsiones,
alteraciones visuales, mioclonias, con mutismo acinético al final de la enfermedad
...etc. (10); EEG (enlentecimiento del ritmo de fondo y descargas periddicas de
ondas agudas, conocidas como actividad delta ritmica intermitente frontal); analisis
del liquido cefalorraquideo (suele ser normal o con leve elevacion de proteinas, entre
las que destaca la elevacion de la proteina 14.3.3 en el 10% de los casos y no es
especifico) (25); y pruebas de imagen (mediante RMN se ven areas hiperintensas en
caudado, tdlamo y globus palidus), andlisis genético de la proteina pridnica
(valorando el polimorfismo en el coddon 129 del gen PRNP, pudiendo ser MM, MV o
VV). Por ultimo, el diagndstico anatomopatolégico proporcionard mediante la
neurohistopatologia y la inmunohistoquimica el diagnostico de confirmacion, ya que

hasta ahora s6lo nos hemos manejado entre diagndstico posible y probable. (25)

Existen una serie de factores relacionados con un peor prondstico, como la existencia
de signos tipicos en el EEG, la homocigosis M/M en el codon 129 y la presencia de
proteina 14.3.3 elevada en LCR. (25)

1.3.1.2 Nueva Prionopatia Variable Sensible a Proteasa.

Descrita en 2008, se trata de una gran novedad en el &mbito de las prionopatias, con
solo 30 casos descritos hasta el momento (10), con una edad media al diagnostico de
62 afios y una supervivencia media de 20 meses. A diferencia del resto de

prionopatias, la proteina andmala de este caso es sensible a la accion de las proteasas.
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(10) Entre sus caracteristicas principales destacan la clinica psiquiatrica, ataxia,
parkinsonismo y demencia, ademéas de poseer un EEG enlentecido y degeneracion
espongiforme a nivel histopatologico en corteza, tdlamo y ganglios de la base. (25,
28, 29).

1.3.2 Prionopatias genéticas/familiares.
1.3.2.1 Insomnio Familiar Fatal (FFI).

Se trata de un trastorno autosomico dominante debido a la mutacion autosémica
dominante D178N unida al polimorfismo M129V en el codén del gen PRNP
codificante para la proteina anomala. Se han descrito unos 100 casos en el mundo y
su edad de presentacion presenta un rango muy amplio, comprendido entre los 23 y
los 73 afios (lo que hace que la mayoria de las veces los pacientes debuten tras haber
tenido descendencia, elemento clave en la no erradicacion hasta ahora de la
enfermedad). La supervivencia puede oscilar entre los 8 y los 72 meses, con una
media de 18 meses (10). Lo mas caracteristico de la semiologia de este cuadro es el
inicio de la presentacion mediante insomnio, con pérdida del ritmo circadiano del
mismo que desemboca en pérdidas cognitivas en el ambito de la atencion, la
concentracion y la memoria. Los pacientes no consiguen alcanzar la fase NREM
(profunda del suefio) y se sumen en un letargo terrorifico con alteraciones
psiquiatricas y disfuncion autonémica marcada, caracterizada por hipertension
arterial, taquicardia, hipertermia e hiperhidrosis. A nivel hormonal presentan
disminucion de la secrecion de hormona adrenocorticotropa (ACTH), aumento del
cortisol basal y pérdida de la secrecion circadiana de somatotropina, melatonina y
prolactina. La enfermedad progresa con mioclonias, ataxia y espasticidad. La
polisomnografia muestra alteraciones claras del ritmo del suefio y el PET un
descenso en la captacion a nivel talamico. La neurohistopatologia observa gliosis,
espongiosis y pérdida neuronal a nivel del talamo. Destacar que una de las regiones
del mundo con mayor incidencia de esta fatal enfermedad es el Condado De Trevifio
(Burgos, Castilla y Ledn), region integrada dentro del espacio geografico del Pais
Vasco, con una mutacién muy caracteristica, la mencionada D178N (12, 34), con 40

casos de los 100 descritos en todo el mundo, postulando el posible origen de la
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enfermedad en estas tierras hace unos 1000 o 2000 afios, segun los estudios de Ana
Belén Rodriguez et al., que rastred la mutacion en esta area hasta el Siglo XVI1I (30).

1.3.2.2 Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS).

Con una infima incidencia anual de 1 caso por cada 100 millones de habitantes (10),
se trata de una prionopatia familiar de herencia autosémico dominante en el 40% de
los casos. Su debut clinico tiene lugar entre la tercera y la sexta década de la vida y
como particularidad tiene el hecho de que no acaba con la vida del paciente en un
plazo breve de meses como el resto de las prionopatias descritas; en ésta, la
evolucion hacia la fatalidad conlleva un periodo aproximado de 5 afios, pudiendo
[legar hasta los 9 afios de supervivencia (10). Existen algunos cuadros clinicos como
si de subtipos de la enfermedad se tratase (25) y dependiendo de la mutacion puede
haber variaciones fenotipicas en la expresion de la enfermedad (10). La clinica
debuta con debilidad proximal en EEII junto a hiporreflexia y disestesia. A esto le
acompafian la torpeza motora, disdiadococinesia, paraparesia espastica, Signos
extrapiramidales y ataxia, que condiciona una degeneracién del tracto corticoespinal.
Otra caracteristica distintiva es que la demencia no siempre esta presente, si bien la
agresividad, la apatia y la labilidad emocional son frecuentes. EI EEG demuestra
complejos onda-punta similares a los de la vCJD y la RMN demuestra leve
hipointensidad en T2. El diagndstico més preciso se efectla por la deteccion de la
mutacion, ya que la neurohistopatologia es similar a la del Kuru, con placas
similares, pero espiculadas-radiadas ademas de tener cambios microgliales en este
caso. (25).

1.3.3 Prionopatias adquiridas/infecciosas.
1.3.3.1 Kuru.

Fue la primera prionopatia en demostrar transmisibilidad de un individuo a otro tras
inoculacion de extractos cerebrales de pacientes de Kuru a chimpanceés sanos. (10) Se
trata de una enfermedad descrita a principios de siglo XX entre los nativos de la tribu
Fore de Papla Nueva Guinea, que tenian por costumbre el canibalismo tras la muerte

de sus familiares, con ingesta de carne y visceras humanas entre las que se
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encontraba el cerebro. Las medidas tomadas por el Gobierno al respecto han hecho
que sea una enfermedad casi erradicada desde 1950 en adelante (14) cuyos ultimos
diagnosticos se efectuaron a finales de los 90, con menos de 15 diagndsticos anuales
(14). La enfermedad principalmente se daba en nifios y mujeres, ya que los hombres
adultos comian la carne y dejaban los restos de menos calidad para mujeres y nifios,
es decir, las visceras y el cerebro. La clinica se inicia con trastornos ansioso-
depresivos acompafiados de ataxia, disdiadococinesia, mioclonias, coreoatetosis y
fasciculaciones, seguidas de debilidad motora e incontinencia. En los ultimos
estadios de la enfermedad aparecen la disartria, demencia y el encamamiento. La
supervivencia desde el diagnostico varia entre los 9 y 2 meses. Tiene un EEG
anomalo totalmente diferente al del resto de prionopatias e histopatoldégicamente se
observa pérdida neuronal no inflamatoria, astrocitosis, vacuolizacion espongiforme y

placas patognomonicas de Kuru gque contienen amiloide pridnico.
1.3.3.2 Nueva Variante de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vCJD).

Probablemente la prionopatia mas mediaticamente conocida por la fobia mundial que
provocd hace una década, descubierta en el Reino Unido en 1996 bajo el
sobrenombre coloquial de “Enfermedad de las Vacas Locas”. A diferencia de otras
prionopatias, debuta en gente joven (en torno a los 28 afios), especialmente en
aquellos que sean homocigotos M/M en el coddn 129 del gen PRNP, a diferencia de
la sCJD donde el polimorfismo M/V parece ser el de riesgo (28). Transmitida por la
ingesta de carne bovina infectada por el prion de la Encefalopatia Espongiforme
Bovina, constituyo el primer caso de una prionopatia en la que el agente patégeno
demostrd transmisibilidad inter-especie afectando al humano , hecho demostrado en
1997 tras la inoculacién del agente en ratones y la realizacion de estudios
histopatolégicos que filiaron la etiologia de la vCJID (28).A esta propiedad de los
priones se le denomind “Species Barrier”, es decir, que los priones de una
determinada especie animal pudiesen desarrollar la patologia en otra. (31) Su
evolucion es letal en un periodo medio comprendido entre los 6-24 meses. El pais
mas afectado ha sido el Reino Unido, como se observa en la Figura 6 con unos 177
casos seguido de Francia con una treintena, con una incidencia actual de 1-2 casos

por afio a nivel Europeo, como maximo, si bien no se puede subestimar la posible



25

aparicion de un repunte de casos en paises que importasen ganado britnico de
aquellos afios y se hayan expuesto al patdégeno, dado el elevado periodo de latencia
(14, 26)
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Figura 6. Numero de muertes por vCJD en el Reino Unido (UK) y fuera de Reino Unido en el periodo
comprendido entre 1995 y 2015, donde se ve el claro decrecimiento mencionado. Imagen: Chen, Dong,

Infectious Diseases of Poverty, 2016.

Comienza con clinica psiquiatrica (es lo mas caracteristico) como ansiedad, psicosis,
depresion... para a continuacidon seguir con parestesias que pueden afectar a un
hemicuerpo entero. La progresion es tan rapida como devastadora, con clinica de
ataxia, demencia, inmovilismo y mutismo en estadios terminales. En la RMN es
caracteristica la hiperintensidad pulvinar y del tdlamo dorsomedial. EI EEG muestra
un patrén de onda lenta diferente al de la sCJD y anatomopatolégicamente se
observan las patognoménicas placas floridas (con amiloide central PrPsc rodeado de
vacuolas en forma de pétalo) ademas de cambios espongiformes en cerebro,
cerebelo, ganglios basales y tdlamo. Recientemente se ha publicado un caso de vCJD
con MV en el codon 129, que ha suscitado que los neurdlogos estén preocupados ya
que podria haber una segunda ola de casos en personas MV, en los que el periodo de

latencia de la enfermedad fuera mas largo (23).
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1.4 PATOLOGIA NEURODEGENERATIVA ASOCIADA A
PRIONOPATIAS.

1.4.1 Neurodegeneracion y asociacion en PMDs.

Entendiendo la neurodegeneracion como el fendmeno patologico caracterizado por la
progresiva disfuncion y deterioro del SNC, son muchas las patologias que comparten
este fendmeno, la mayoria de ellas marcadas por una patogenia comdn, que no es
otra que el depdsito de la proteina anormalmente plegada en cuestion, de ahi que se
les conozca bajo el sobrenombre de PMDs (19). Asi, podemos encontrarnos con
enfermedades como el AD con sus depdsitos de beta amiloide y de Tau, con la ELA
y sus depdsitos de TDP-43, el PD y sus depdsitos de alfa-sinucleina o las propias
prionopatias con sus placas de PrPsc, entre otras (19). La mayoria de estos agregados
consisten en el denominado amiloide, filamentos de 8-20 nm de espesor, ricos en
hoja beta como estructura secundaria que suelen tefiirse con tinciones como el Rojo
Congo y producir una birrefringencia verde manzana al verlos con luz polarizada. En
los ultimos afos, diversos estudios han demostrado la transmisibilidad intercelular de
estas proteinas y su fisiopatologia compartida, lo que ha conllevado la formulacion y
la constatacion de hipdtesis acerca de la existencia de patologia neurodegenerativa

concomitante y asociada. (19).

Para justificar la existencia de estas interacciones y la coexistencia (se ha demostrado
la presencia de dos proteinas anomalas diferentes en el mismo agregado de amiloide,
31) de estas PMDs se ha postulado la teoria del “Cross-seeding” o nucleacion
heterdloga. Segun éste modelo, una “semilla” de una determinada PMD podria servir
de molde o tener un “efecto gatillo” para que la nucleacion y polimerizacion de
oligbmeros de otra PMD comience, de forma que el hecho de padecer una PMD seria
factor de riesgo para desarrollar otra. (31) De esta forma, muchas PMDs que son
etiquetadas como esporadicas por desconocimiento de su patogénesis podrian ser
explicadas, al menos en parte. (9). No obstante, este proceso resulta largo y costoso y
requiere de muchos cofactores, hecho que justificaria los largos periodos de latencia
que todas estas patologias comparten. De acorde a las Gltimas investigaciones, parece
ser que mecanismos como la inflamacion, la sobrecarga de los sistemas dependientes

del proteasoma y de las chaperonas, ademas de la activacion de algunas cascadas de
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sefializacion son sefialados como responsables de estas interacciones entre diversas

proteinas. (31)

Como evidencia epidemiologica de este hallazgo se puede mencionar la positividad
para diabetes tipo-2 hasta en un 81% (9) (enfermedad por depdsito de amilina en
pancreas) en muchos pacientes afectos de AD. Sin embargo no se ha visto aumento
de deposito de beta amiloide y por tanto de AD en la misma cantidad de estudios que
en el caso previo en pacientes que padezcan diabetes tipo-2, sugiriendo
practicamente la unidireccionalidad del proceso (9). También se podria destacar la
coexistencia de beta amiloide y alfa-sinucleina en algunos pacientes afectos de AD
que a posteriori desarrollan PD o Demencia de Cuerpos de Lewy. En lo que a las
prionopatias se refiere, se han hallado acumulos simultdneos de PrPsc y beta
amiloide en pacientes con AD, GSS y sCJD, incluso con beta amiloide dentro de las
placas prionicas y viceversa. Este hecho ha revelado un hallazgo de enorme
importancia para el objetivo de nuestro trabajo, ya que se ha demostrado que la
interaccion entre ambas proteinas es inversamente proporcional. Es decir, los
pacientes que albergan mayores concentraciones de beta amiloide poseen menores
concentraciones de PrPsc y viceversa, bien sea porque el beta amiloide inhiba el
acumulo de PrPsc o porque se emplee la PrPsc como semilla para nuclear el AD, lo
cual conduciria a que muchos casos de AD podrian deberse a un inicio pridnico,
teniendo prionopatias “encubiertas” por el Alzheimer. En este sentido, se deberian
realizar estudios en zonas con mayor prevalencia de patologias relacionadas con la
PrPsc y ver si la prevalencia de AD es mayor, hecho que apoyaria la hipotesis
planteada. (31). Ademas, todo apunta a que la coexistencia de ambas proteinas
patoldgicas podria desencadenar un efecto toxico que produjese la enfermedad sin
necesidad de acumulacién de PrPsc, en un claro efecto sinérgico, ya que ambas
proteinas se localizan en tejido encefalico y en el espacio extracelular, haciendo mas

plausible su interaccion.

Sin embargo, también ha habido dos estudios que han demostrado que la funcion de
PrPc podria ser la de ser un receptor para el beta amiloide, contribuyendo a su
patogénesis, mientras que el otro estudio revel6 que PrPc podria ser un factor
protector frente al AD inhibiendo la beta-secretasa, 1o que hace que una investigacion

mas profunda sea requerida para arrojar luz sobre este ambito (31). En resumen, si
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bien en el pasado se empleaba el término concomitante o asociado para designar la
patologia no neurodegenerativa que se asociaba a estos trastornos, por ejemplo la
patologia vascular o metabolica, hoy en dia parece que caminamos hacia la
demostracion de que la concomitancia de PMDs neurodegenerativas sea mas la

norma que le excepcion. (32).

Por ultimo, mencionar que la coexistencia de multiples proteinas implicadas en la
neurodegeneracion parece que origina diferentes subtipos clinicos, dificultando en
muchas ocasiones un diagnostico “pre-mortem” certero, e incrementando la utilidad

aun mas si cabe, de los estudios autopsicos neuroanatomopatoldgicos (33).
1.4.2 Supervivencia y patologia concomitante.

Una de las consecuencias de los avances médicos de los dltimos siglos ha sido el
progresivo y continuo aumento de la esperanza de vida a nivel mundial, y por
consiguiente un aumento también en la incidencia y prevalencia de los trastornos

neurodegenerativos asociados a la edad, como el AD o el PD.

Asi las cosas, parece ser que la concomitancia en lo que a patologias
neurodegenerativas se refiere va a ser la norma a partir de ahora, siendo el AD la
patologia mas asociada a las prionopatias en un 63% de los casos (34). Por ende,
varios grupos de investigadores, con Ellen Gelpi como abanderada, (34), trabajan en
analizar si el hecho de desarrollar wuna patologia neurodegenerativa
asociada/concomitante a una prionopatia tiene algin tipo de correlacion clinico-
patoldgica con la misma. Algunos de ellos estan focalizados en lo que a duracion de
la enfermedad o supervivencia se refiere, como nuestro trabajo. Los resultados son
contradictorios, debido a que los estudios son muy primitivos y se encuentran en fase
de desarrollo primario, otorgando més valor en lo que a novedoso se refiere a nuestro
trabajo. Sin embargo, ya empiezan a aportar datos que parecen conducir a la senda de
una mayor supervivencia en los casos de prionopatia con patologia concomitante,
hecho princeps del trabajo que presentamos. Como causas de esta mayor
supervivencia, existen una serie de teorias ciertamente endebles todavia, debido al
escaso volumen de estudios que las refrendan; pero hip6tesis como una interaccién

proteica en situaciones de copatologia que enlenteceria la propagacion de la proteina
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priénica y su patogénesis, o la participacion de la PrPsc en procesos de
neuritogénesis que aumentarian la plasticidad neuronal y frenarian en cierto modo el
avance del dafio priénico empiezan a cobrar fuerza, sustentadas por diversos autores
como Gelpi (34), Graner (35) o Chen (36). Este hallazgo es contrario a lo que se ha
demostrado en demencias rapidamente progresivas neurodegenerativas no prionicas,
como el AD, en las que parece ser que la concomitancia acelera la progresion de la
enfermedad (34). Este hecho podria servir como base pare cimentar estudios
ulteriores a los realizados hasta ahora en el ambito de la patogénesis y la propagacion
y transmisiones prionicas, con el objetivo final de descubrir dianas terapéuticas
efectivas.

Asimismo, se han hallado otros factores influyentes en la supervivencia de diversas
prionopatias, como es el caso de una edad de inicio de la patologia precoz, el género
femenino, la heterocigosidad en el codén 129 del gen PRNP, la ausencia en el LCR
de proteina 14-3-3 0 que la proteina pridnica PrPsc sea del tipo 2a tras su digestion
por proteasas, factores todos ellos vinculados a una supervivencia mas larga (6).
Ademas, estos datos podrian servir como ayuda para estratificar a los pacientes en
funcion de su gravedad y urgencia de su patologia, para emplear unas estrategias

terapéuticas u otras. (6).
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2. OBJETIVOS.

e -Objetivos generales:

o Estudio de la patologia neurodegenerativa primaria asociada a la

enfermedad pridnica de Creutzfeldt-Jakob esporadica (sCJD) y su
repercusion en la supervivencia, asi como en el histotipo MML1.:
determinacion de la expresion de Tau hiperfosforilada, Tau-3R y 4R,

Beta amiloide, Alfa-sinucleina y TDP43.

e -Objetivos especificos:

o

Realizar una base de datos con todos los casos registrados con sCJD
del Banco de Tejidos Neurologicos del Pais Vasco en su nodo de
Alava.

Analisis estadistico de los resultados del ensayo.

Revision tematica de la literatura sobre el ambito pridnico.
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3- MATERIALES Y METODOS.

3.1- MATERIAL PATOLOGICO Y DEL PACIENTE.

Treinta cerebros con prionopatia confirmada fueron almacenados en el Banco de
Tejidos Neurologicos del Pais Vasco en su Nodo del Hospital Universitario Araba
siguiendo un programa de donacion de cerebro aprobado por el Comité Etico del
Centro Nacional de Investigacion, mediante investigacion bajo licencia de la
Autoridad de Tejidos Humanos. Se extrajo el encéfalo en la autopsia y se realizaron
estudios neuropatolégicos. A la mayoria de casos se le hizo analisis genético y

bioquimico.

Se efectud un detallado analisis de cada caso empleando toda la informacién médica
disponible, asi como la vinculada al riesgo, obtenida de documentos médicos,
personal sanitario y entrevistas con familiares del caso. Las caracteristicas clinicas
fueron revisadas retrospectivamente, focalizando especialmente la atencion en
aspectos como el sexo, edad al fallecimiento y duracion de la enfermedad. El inicio
de la enfermedad fue calculado comenzando con la presentacion de signos y/o
sintomas neuroldgicos sugestivos de dafio organico. Sintomas prodrémicos tales
como el cansancio, la depresion, alteraciones del suefio, anormalidades en el apetito,
pérdida de peso y cefalea no fueron considerados en este aspecto. La duracion de la
enfermedad se valord desde el inicio de la enfermedad hasta la muerte del sujeto por
la misma. En todos los casos fue valorada la existencia de historia familiar de
enfermedad neurodegenerativa o de exposicion iatrogénica potencial (por ejemplo,
de implantes de duramadre, queratoplastias corneales o bien hormonas pituitarias

procedentes de cadaver humano).
3.2 HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA.

Esta seccién fue realizada por laboratorio del Banco de Tejidos Neurolégicos del
Pais Vasco en su Nodo dentro del Hospital Universitario Araba. De manera acorde
con las guias internacionales de seguridad, todos los cerebros fueron fijados durante
un mes en solucion al 4% de formalina y cortados tomando muestras de
localizaciones diferentes para el examen histopatoldgico, empleando los protocolos

estandarizados para ello. Se tomaron muestras de corteza occipital, frontal, parietal y
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temporal, asi como los de la sustancia blanca profunda de diferentes lébulos,
caudado, putamen/globo palido, talamo, sistema limbico, tronco del encéfalo y
cerebelo. Ademas, cada muestra fue tratada con &cido formico al 98% durante 60
minutos y posteriormente fijada en formalina, para finalmente ser embebida en
parafina. A continuacion, se obtuvieron secciones de 4um de grosor empleando un
micrétomo. Despues, se tifieron dichas muestras con tincion de hematoxilina-eosina
y método de tincion de Kluver-Barrera y/o fueron procesadas para
inmunohistoquimica. Detallando brevemente el paso previo, decir que las secciones
fueron incubadas con peroxido de hidrégeno al 2% y metanol al 10% durante 30
minutos a temperatura ambiente, para a posteriori incluirlas en suero fisiologico al
5% durante 2 horas més. A continuacion, las secciones obtenidas fueron incubadas
durante una noche con uno de los siguientes anticuerpos empleados: proteina fibrilar
acidica de la glia 0 GFAP (diluida a 1:500, Dako), neurofilamentos (diluida al 1:200;
Menarini), CD68 (diluida a 1:500; Dako) para microglia, epitopos hiperfosforilados
de Tau (anticuerpo ATS; diluido a 1:100; Innogenetics) como se puede ver en la
Figura 7 (C), 3Rtau (anticuerpo anti-repeticiones de Tau3, diluido a 1:100;
Millipore), B-amiloide (diluida a 1:200; Dako), a-sinucleina (diluida a 1:50;
Menarini), of-cristalina (diluida 1:100; Leica Biosystems), ubiquitina (diluida a
1:500; Dako) y TDP-43 (diluida a 1:1000; Abnova, Tebu-Bio, Barcelona, Espafia).
Se realiz6 la inmunohistoquimica para el anticuerpo monoclonal anti-PrP 3F4
(1:200; Millipore, Billerica, MA), seguida de incubacién con proteinasa K. Tras el
lavado, las secciones fueron procesadas con el denominado método estreptavidina-
biotina (Dako). Finalmente, algunas secciones fueron tefiidas sin el anticuerpo
primario o Unicamente con el anticuerpo secundario, con el fin de descartar
inmunoreactividad no especifica. Las secciones de tejido fueron ligeramente
contratefiidas con hematoxilina. Se aplicé un criterio establecido para el estudio
neuropatologico de CJD y también se siguieron guias internacionales para el
diagnostico del resto de enfermedades neurodegenerativas primarias coexistentes.
Todos los casos fueron revisados por Aitzol Miguélez, tutorizado por el Dr. Ivan

Fernandez Vega.
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Figura 7. A) Tincién de H&E de una de nuestras muestras cerebrales de sCJD, donde se puede observar la
tipica agregacion vacuolar o espongiosis. B) IHQ para PrP en una de nuestras muestras afectas de sCJD,
donde se observan depositos perivacuolares de PrP. C) Tincién inmunohistoquimica (IHQ) con anticuerpo AT8
que detecta los depdsitos de proteina Tau hiperfosforilada, en una de las muestras de sCJD analizadas en

nuestro estudio, demostrando la existencia de patologia concomitante.

3.3 ANALISIS GENETICO.

El anélisis genético de los casos de CJD fue realizado en la seccion de Biologia
Molecular, integrada dentro del Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital
Universitario Araba. EI marco de lectura completo del gen PRNP fue amplificado
por reaccion en cadena de polimerasa (PCR), empleando DNA gendmico extraido de
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tejido cerebral fresco. La PCR fue llevada a cabo en un volumen final de 25ul con
45ng de DNA, 0,1mM dNTP, 1mM MgCls, 0,2uM de cada “primer” (Forward: 5 -
CCATTGCTATGCACTCATTC-3";Reverse:5 -CGGGACAAAGAGAGAAGAAA-
3), 0,2mg/ml de suero bovino albumina BSA, 0,5 unidades de Taq Polimerasa y 1x
Taq buffer, bajo las siguientes condiciones: primer paso de desnaturalizacion a 95°C
durante 10 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 45 segundos,
templado a 60°C durante 30 segundos y elongacion a 72°C durante un minuto, para
finalmente realizar una elongacion final a 72°C durante 10 minutos. El analisis de la
secuencia fue realizado directamente por secuenciacion automatica y los resultados

se incorporaron a la base de datos.
3.4 ANALISIS DE LA PROTEINA PRIONICA.

El analisis de la proteina pridnica fue realizado en un laboratorio externo al Hospital
Universitario Araba, con medidas de seguridad P3. El tejido cerebral congelado fue
almacenado a -80°C y escrutado acerca de la presencia de la PrP resistente a proteasa
(PrP™) mediante técnicas de Western Blot. Brevemente, los homogenados de
cerebro al 10% fueron sometidos a una protedlisis limitada mediante digestion con
una concentracion final de Proteinasa K (PK) de 440ug/ml. La electroforesis fue
realizada en un formato mini-gel al 12%T acrilamida SDS-PAGE (Bio-Rad
Laboratories) y las proteinas fueron trasferidas a unas membranas Hybond ECL
(Amersham Pharmacy Biotech). La deteccion fue realizada mediante el uso del
anticuerpo monoclonal 3F4 (Dako), en una dilucion al 1:3000, empleandola en
diferentes regiones del cerebro tratadas previamente con PK, como fueron la corteza
occipital, el putamen/globo palido, cerebelo, corteza parietal, tAlamo, corteza frontal
y corteza temporal. Para la deteccion se emplearon reactivos ECL+ e Hyperfilm ECL
(Amersham Pharmacy Biotech) y se incluyeron, a su vez, casos control de CJD tipo

1 y tipo 2. Los resultados de cada caso fueron incluidos en la base de datos.
3.5 CLASIFICACION DE SUBTIPO DE sCJD.

Los casos de sCJD fueron clasificados acorde con los estamentos de Parchi et al.
(26), basados en los resultados combinados del examen neuropatoldgico, isotipado

de la proteina prionica y genotipo del codon 129.
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3.6 ANALISIS ESTADISTICO.

Se ha realizado un analisis descriptivo de las caracteristicas de los pacientes y de las
lesiones mediante la determinacion de la media y desviacion estandar para las
variables cuantitativas y la distribucién de frecuencias para las variables cualitativas.
El potencial asociacion entre las diferentes variables cuantitativas se ha determinado
mediante la aplicacién de técnicas no paramétricas (U de Mann Whitney) tras la
determinacion de la normalidad de las variables mediante la prueba de Saphiro Wilk.
Se realizd un analisis de supervivencia, determinandose las diferencias entre las
distintas curvas de supervivencia mediante la aplicacion del test de log Rank. Por
ultimo, se realizo la prueba de regresion de Cox para calcular los riesgos que afectan
a la supervivencia de nuestra poblacion de sujetos. El analisis estadistico fue
realizado empleando el software SPSS Statistics version 21 (IBM) con un valor de
significacion de p< 0,05.
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4. RESULTADOS.
4.1 ANALISIS DESCRIPTIVO MUESTRAL Y COPATOLOGIA.

Tabla 1. Descripciéon muestral de los casos de sCJD del estudio. Con * y subrayado se han marcado los datos

de las hipétesis testadas en nuestro trabajo, resultando verdaderas de forma estadisticamente significativa.

TOTALES | CON COPATOLOGIA | SIN COPATOLOGIA

Totales (n2 y %) 30 16 (53,3%) 14 (46,7%)
Edad media (afios) 70,30 72,75 67,86%

Sexo (Masculino) (n2 y %) 19 10 (52,63%) 9 (47,37%)
Intervalo medio de supervivencia (meses) 6,76 9,18 4,35

Peso medio del encéfalo (g) 1269 1245 1294
Histotipo MM1 (n2 y %) 13 (43%) 7 (53,85%) 6 (46,15%)
*Supervivencia media global (meses) 6,93 9,8 4,36
*Supervivencia media MM1 (meses) 4,44 6,71 2,17

En los 16 casos de sCJD con copatologia se ha identificado 23 patologias
neurodegenerativas primarias asociadas preferentemente en estadios iniciales o
moderados de evolucién. De todas las enfermedades neurodegenerativas primarias
identificadas, la AD fue la mas frecuente con 9 casos (56%), seguida de la angiopatia
amiloide y de la enfermedad por granos argiréfilos con 2 casos cada una (12,5% cada
una). Por otra parte, de los 16 casos de sCJD y teniendo en cuenta la proteinopatia
subyacente a cada enfermedad, 15 casos mostraron patologia por tau
hiperfosforilada, 10 tuvieron depésito de beta amiloide, 3 casos mostraron depdsito
de Tau 4R y se identificd un caso con depdsito de alfa-sinucleina (ver tabla en

apartado de material complementario).

Asimismo, el examen microscopico que hemos realizado de las muestras ha
proporcionado una vision nitida de la concomitancia de diversas enfermedades

neurodegenerativas primarias asociadas a la sCJD (Figura 8).
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Figura 8. Imagen con diversos marcajes tincionales que muestra la presencia de copatologia asociada a sCJD
en nuestras muestras. A) Tau hiperfosforilada mostrando patologia de AD. B) Beta amiloide mostrando placas
neuriticas en una AD. C) Beta amiloide mostrando angiopatia amiloide (AA). D) Tau 4R mostrando granos
argirofilos en el hipocampo. E) Tau 4R mostrando patologia de PSP (Paralisis Supranuclear Progresiva). F) Alfa-

sinucleina mostrando patologia de PD.

4.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

En las Tablas 2 y 3 se muestran los resultados obtenidos a la hora de efectuar el
contraste de hipotesis para las supervivencias de los grupos con y sin patologia
asociada en la sCJD, mediante la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney. De
acuerdo con lo obtenido se rechaza la hipétesis nula (que dice que no hay diferencias
entre las supervivencias de uno y otro grupo), ya que existen diferencias
estadisticamente significativas con un intervalo de confianza del 95% (p< 0,05) en
los casos de supervivencia global relacionada con la presencia de patologia
neurodegenerativa primaria asociada y en el caso de supervivencia global
relacionada con la patologia neurodegenerativa asociada a los diferentes histotipos de
sCJD, en concreto con el histotipo MM1.
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Tabla 2. Contraste de hipdtesis mediante U de Mann-Whitney que muestra de forma estadisticamente
significativa (p<0,05) que la supervivencia varia en funcion de existencia o no de patologia neurodegenerativa
asociada a la prionopatia.

Hypothesis Test Summary
Mull Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of Age {years) is Samples Retain the
1 the same across categories of Mann- 154, null
Associated pathology. Whitney U hypothesis.
Tast
A L Independent-
The distribution of Disease )
2 intervale {months) i? the same 4 |'5.|.'|aarﬂ El_ﬂ‘ 043 m’fﬂ the
across categories of Associate r . 1
pathology. 1_1_12':.:.“',' u hypothesis.
N or Independent-
The distribution of Brain's ;
Weight {g) is the same across Samples Retain the
3 categories of Associated m’:int?l; u 142, Eu“ e
pathology. Tast ¥ ¥Ra .

Asymptotic significances are displayed. The significance level is ,05.

1 Exact significance is displayed for this test.

Tabla 3. Contraste de hipotesis mediante U de Mann-Whitney que muestra de forma estadisticamente

significativa (p<0,05) que la supervivencia varia en funcion del histotipo.

Hypothesis Test Summary
Mull Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of Age (years) is  Samples Retain the
1 the same across categories of Mann- 592, null
Histotype. Whitney U hypothesis.
Tast
Independent-
The distribution of Disease Samples Rejlect the
2 intervale (months) is the same Mann- 028, "null
across categories of Histotype.  Whitney U hypothesis.
Test
Independent-
The distribution of Brain's Samples Retain the
3 Weight (g) is the same across Marn- 934, null
categories of Histotype. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is ,05.

1 Exact significance is displayed for this test.
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Se han realizado multiples analisis estadisticos cruzando las diferentes enfermedades
neurodegenerativas primarias asociadas a la CJD, no identificando repercusion en la
supervivencia del paciente de manera estadisticamente significativa para ninguna, de

manera individualizada.
4.3 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA Y CALCULO DEL RIESGO.

El anélisis de supervivencia realizado para la presencia o ausencia de copatologia
neurodegenerativa asociada a SCJD ha sido estadisticamente significativo (p=0,031)

(Figura 9).
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Figura 9: Andlisis de la curva de supervivencia de los casos de CJD segln la presencia o ausencia de patologia

neurodegenerativa primaria asociada.
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El anélisis de supervivencia realizado para la presencia o ausencia de copatologia

neurodegenerativa asociada dependiendo de los histotipos de sCJD ha sido

estadisticamente significativo para el grupo MML1 (p=0,042) (Figura 10)
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Figura 10: Analisis de la curva de supervivencia de los casos de CJD segUn la presencia o ausencia de

patologia neurodegenerativa primaria asociada en relacion con los histotipos, destacando el MM1.

Se observo significacion estadistica (p= 0,031) para los casos de prionopatias con

patologia neurodegenerativa asociada con una media de 9,156 +/- 1,905 de error

estandar y también se ha podido apreciar significacion estadistica (p= 0,042) con una

media de 4,5 +/- 1,343 de error estandar para una menor supervivencia en el caso del
histotipo MM1 de sCJD.
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Asimismo, se realizé la prueba de regresion de Cox para calcular los riesgos que
afectan a la supervivencia de nuestra poblacién en sujetos con sCJD en relacion con

la presencia de patologia neurodegenerativa primaria asociada (Tabla 3).

Tabla 3. Regresion de Cox. Andlisis del cociente de riesgos.

Intervalo de confianza
Inferior Superior

Significacion = Cociente de riesgo

Patologia Neurodegenerativa

primaria asociada a sCJD 010 5,932 1,543 22,804

Patologia Neurodegenerativa
primaria asociada al histotipo ,003 ,266 111 ,639
MM1 de sCJD
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5. DISCUSION.

Las prionopatias humanas son patologias neurodegenerativas invariablemente fatales
que hoy por hoy suponen un reto para el conocimiento cientifico actual. Pese a ser de
baja incidencia, la ausencia de tratamiento y el gran nimero de lagunas sobre sus
caracteristicas patogénicas, proliferativas...etc. las convierten en una amenaza para
el ser humano. Asimismo, el paradigma pridnico supone un reto ain mayor Si
atendemos a cuatro caracteristicas claves que lo diferencian y lo hacen dnico
respecto a cualquier otro patdgeno conocido hasta el momento. Dichas caracteristicas
son que los priones constituyen el Gnico patégeno conocido hasta ahora despojado de
acido nucleico. En segundo lugar, las prionopatias constituyen el Gnico ejemplo de
enfermedades que pueden ser genéticas, esporadicas o adquiridas/infecciosas.
Tercero, las prionopatias son consecuencia del cambio conformacional de una
proteina fisiologica cuya funcidn ain esta por esclarecer. Como cuarta propiedad,
destacar que en funcion de las variaciones de PrPsc se puede originar una gran
variedad fenotipica en lo que a patologia pridnica se refiere (12). A su vez, los
avances inagotables de la biomedicina de las Ultimas décadas han prolongado la
esperanza de vida hasta una media que ronda e incluso supera los 80 afios en muchos
paises del primer mundo. Este hecho ha conllevado un aumento de la prevalencia de
las enfermedades neurodegenerativas, enfermedades que hoy en dia carecen de
tratamientos més alla de los enlentecedores de enfermedad o los paliativos (3).

Son muchas las patologias neurodegenerativas, entre las que destacan el AD, el PD,
la Demencia frontotemporal (FTD), Demencia por Cuerpos de Lewy (LBD),
ELA...etc., todas ellas de gran variedad de presentacion clinica pero de mecanismo
patogénico comun: la nucleacion basada en “semillas” (“seeds”) de sus proteinas
patoldgicas caracteristicas. Dicho modelo se ha desarrollado empleando como patrén
canonico el paradigma replicativo prionico de Prusiner, Jucker, Walker Guo, Lee et
al., 2013. (3) Asimismo, nos encaminamos a una era en la que la concomitancia y
asociacion de varias enfermedades neurodegenerativas en el mismo individuo sera
perfectamente plausible, basandose en el modelo ya mentado y convirtiéndose mas
en norma que en excepcion. Es por ello, que una extensa amalgama de estudios se

estd llevando a cabo sobre diversas variables consecuentes de la concomitancia de



43

patologias neurodegenerativas, por ejemplo, sobre la existencia 0 no de sinergismos
y aceleraciones de la patogenia, sobre transmisibilidad interespecie e intraespecie (la
supuesta infectividad de las enfermedades neurodegenerativas estd bajo estudio
aunque de momento ha sido rechazada como norma general) e incluso sobre la
influencia de la asociacién de patologia neurodegenerativa en la supervivencia (34),
éste ultimo, uno de los objetivos de nuestro trabajo. Por ende, es evidente que los
investigadores no deberan concluir los procesos diagnosticos tras el hallazgo de la
prionopatia, sino que deberan profundizar en la investigacion de una probable

patologia neurodegenerativa primaria asociada. (37).

El trabajo presentado ha demostrado que en nuestra muestra la patologia
neurodegenerativa asociada a una prionopatia alarga el intervalo de enfermedad o la
supervivencia de forma estadisticamente significativa en unos 5 meses de media. La
AD fue enfermedad neurodegenerativa méas frecuentemente asociada a la prionopatia
en nuestra muestra, hecho que concuerda con la literatura existente (37). Este
resultado va en concordancia con los primeros postulados de Ellen Gelpi y sus
colaboradores, que de forma muy tangencial apuntan a que puede haber una relacién
positiva entre la concomitancia y una supervivencia mayor en los casos de
prionopatias (34). El estudio en profundidad de este hallazgo, tan novedoso que
apenas hay bibliografia consistente redactada sobre el mismo, conllevaria un
subsiguiente mayor entendimiento de la patogenia y la expansion de estas
enfermedades, y en consecuencia proporcionaria la posibilidad de descubrir nuevas
dianas terapéuticas para unas enfermedades tan fatales como invalidantes a dia de
hoy. Existen algunos autores como la mencionada Ellen Gelpi que afirman que la
relacién positiva entre la copatologia y una mayor supervivencia en las patologias
pridnicas es debida a una interaccion proteica que dificulta o ralentiza la propagacion
de la proteina pridnica, pero no hay gran volumen de estudios relevantes que
amparen dichas afirmaciones. Otros autores, como Graner (35) o Chen (36) atribuyen
este aumento de la supervivencia a la capacidad de la proteina pridnica de provocar
neuritogénesis (proliferacién de neuritas), aumentando las conexiones neuronales y
la plasticidad neuronal, enlenteciendo el progreso de la prionopatia y su consiguiente
patogénesis. Nuestro trabajo no prueba de forma fehaciente ninguna de esas

hipétesis, pero si que demuestra de forma meridiana el aumento de la supervivencia
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en casos de copatologia neurodegenerativa asociada a prionopatia y la menor
duracién de enfermedad en casos del histotipo MM1 de sCJD. Ademas, la
interrelacion de patologias neurodegenerativas podria dar a luz a estrategias

terapéuticas combinadas que retrasen el avance de las mismas. (13).

Hemos demostrado una menor supervivencia (de unos 4 meses de media) de forma
estadisticamente significativa para los casos de sCJD con histotipo priénico MM1,
hecho ya descrito por el grupo de Parchi et al. (22). La utilidad préactica de este
resultado podria conllevar, al igual que la descripcion de la correlacion clinico-
patoldgica ya mencionada de la asociacién de patologia neurodegenerativa
concomitante, a una mejor estratificacion de los pacientes afectos de prionopatia, con
el objetivo final de optimizar el rendimiento de nuestras estrategias terapéuticas e
incluso modular las mismas, en funcion de factores biogquimicos, histolégicos y

propios del paciente que influyan en el prondstico.

Este largo elenco circunstancial hace de nuestro trabajo algo novedoso y apenas
poseedor de precedentes, lo cual le afiade valor. Se trata de un trabajo que quiere
contribuir al desarrollo posterior de teorias que puedan ser fructiferas en el ambito no
ya sélo de las prionopatias, mortales por necesidad a dia de hoy, sino también del
campo de la neurodegeneracion, que constituira probablemente el caballo de batalla

de lo que resta de siglo XXI, dado el alargamiento de la esperanza de vida.
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6. CONCLUSION.

En este trabajo se ha observado que la patologia neurodegenerativa primaria
concomitante a casos de sCJD muestra una clara influencia en el alargamiento de la
supervivencia o de la duracion de la enfermedad de forma estadisticamente

significativa.

Asimismo, se ha demostrado que los diferentes histotipos de enfermedad pridnica en
la sCJD poseen diferentes intervalos de enfermedad, siendo el histotipo MML1 el de
menor supervivencia de forma estadisticamente significativa respecto al resto de

histotipos pridnicos de la clasificacion de Parchi.

Por altimo, mediante la revision sistematica de la tematica pridnica, se ha pretendido
establecer una actualizacion asi como una analisis critico con el fin de esclarecer los
mecanismos de propagacion y replicacion pridnica, asi como su patogenia, con el
claro y firme objetivo final de desarrollar métodos terapéuticos para unas
enfermedades de rapida progresion e infausto pronostico, que suponen un auténtico
reto para el conocimiento bioguimico, bioldgico, epidemioldgico, genético y médico

del ser humano.
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8-ANEXOS.

8.1 ABSTRACT CONGRESO NACIONAL DE ANATOMIA PATOLOGICA
(MAYO 2017).

TITULO: ESTUDIO DE LA PATOLOGIA
NEURODEGENERATIVA ASOCIADA A LAS ENFERMEDADES
PRIONICAS: RELEVANCIA CLINICO-PATOLOGICA Y REVISION
DE LA LITERATURA.

INTRODUCCION: Modelos establecidos sobre la neurodegeneracion afirman que
la proteinopatia subyacente en cada caso de enfermedad neurodegenerativa
(Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad por cuerpos de Lewy...) se propaga en el
cerebro conforme lo hace un prion. Ademas, en dichos modelos experimentales se
describe que la presencia de una proteinopatia facilitaria la agregacion de otras
proteinas de la neurodegeneracion. La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) es la
prionopatia por excelencia, siendo la méas frecuente de todas las enfermedades por

priones.

MATERIAL.: Estudio retrospectivo de 30 casos con ECJ confirmado con estudio
neuropatologico durante el periodo 2010-2015 en el Banco de cerebros del Pais
Vasco (nodo de Alava). Se analizaron mediante IHQ las principales proteinas
implicadas en la neurodegeneracion (Tau ATS8, alfa- sinucleina, TDP43, y amiloide

beta). Se revisaron también los principales datos clinicos.

RESULTADOS: La base de datos muestra una edad media de 70,5+8,5 afios, un
intervalo de duracion de la ECJ de 6,9+6,5 meses, un peso del encéfalo de
1267,9+£121,6 gramos y un porcentaje del subtipo MM1 del 43,3%. De los 30 casos,
16 mostraron proteinopatia asociada (53,3%). Ademas, el 43,8% de los ECJ MM1
han mostrado proteinopatia asociada. Se ha observado una mayor supervivencia
estadisticamente significativa para aquellos ECJ con proteinopatia asociada
(p=0,031), con una supervivencia media de 9,2+1,9 meses frente al grupo sin
proteinopatia (4,2+1,0 meses). Ademas, se ha observado también una mayor
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supervivencia estadisticamente significativa para aquellos ECJ de histotipo MM1 con
proteinopatia asociada (p=0,042) con una supervivencia media de 8,7+1,7 meses
frente al grupo ECJ MML1 sin proteinopatia (4,5+1,3 meses).

CONCLUSIONES: La presencia de proteinopatia asociada a la ECJ muestra un
incremento significativo de la supervivencia tanto de la ECJ como del subtipo MM1,
independientemente del tipo o cantidad de proteina depositada.

AUTORES: José Javier Aguirre Anda, Aitzol Miguelez Rodriguez, Ikerne Vicente-

Etxenausia, Isabel Guerra-Merino e Ivan Fernandez-Vega.

CENTRO: Servicio de Anatomia Patoldgica. Hospital Universitario de Araba. Sede
Txagorritxu. Universidad del Pais VVasco. Hospital Universitario Central de Asturias.

Biobanco Vasco para investigacion (O+eHun).

TEMA: Neuropatologia.
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8.2 ABSTRACT CONGRESO EUROPEO DE ANATOMIA PATOLOGICA
(SEPTIEMBRE 2017).

TITLE: STUDY OF NEURODEGENERATIVE PATHOLOGY
ASSOCIATED WITH PRIONIC DISEASES:
CLINICOPATHOLOGICAL RELEVANCE AND LITERATURE
REVIEW.

INTRODUCTION: Established models on neurodegeneration state that the
underlying proteinopathy in each case of neurodegenerative disease (Alzheimer's
disease, Lewy Body Disease...) spreads in a prion-like way. In addition, in these
experimental models it is described that the presence of a proteinopathy would
facilitate the aggregation of other proteins of neurodegeneration. Creutzfeldt-Jakob
disease (CJD) is the prionopathy par excellence, being the most frequent of all prion
diseases.

MATERIAL: Retrospective study of 30 cases with confirmed CJD with
neuropathological study during the period 2010-2015 in the Brain Bank of the
Basque Country (Alava node). The major proteins implicated in neurodegeneration
(Tau ATS, alpha-synuclein, TDP43, and beta amyloid) were analyzed by IHC. The

main clinical data were also reviewed.

RESULTS: The database showed a mean age of 70.5 + 8.5 years, an interval of
duration of the CJD of 6.9 + 6.5 months, a brain weight of 1267.9 + 121.6 grams and
a percentage of the MM1 subtype of 43.3%. Of the 30 cases, 16 showed associated
proteinopathy (53.3%). In addition, 43.8% of MM1 CJDs have found associated
proteinopathy. An statistically significant higher survival (p = 0.031) has been
observed with an average survival of 9.2 £ 1.9 months compared to the non-
proteinopathy associated group (4.2 + 1.0 months). Furthermore, an statistically
significant higher survival (p = 0.042) has been found in the cases of CJD MM1
histotypes with associated neurodegenerative proteinopathy, with an average survival
of 87 £ 1.7 months compared to the CJD MM1 group without associated
proteinopathy (4.5 = 1, 3 months).
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CONCLUSIONS: The presence of CJD-associated proteinopathy shows a
significant increase in survival for both the CJD cases and also specifically the MM1

histotype, regardless of the type or quantity of deposited protein.

AUTHORS: Jose Javier Aguirre Anda, Aitzol Miguélez Rodriguez, Ikerne Vicente-
Etxenausia, Isabel Guerra-Merino and Ivan Fernandez-Vega.

CENTRE: Service of Pathological Anatomy. University Hospital of Araba.
Txagorritxu headquarters. University of the Basque Country. Central University

Hospital of Asturias. Basque Biobank for research (O + eHun).

BACKGROUND: Neuropathology.



54

8.3 CONTRIBUCIONES.

Este trabajo forma parte de un proyecto de investigacion realizado por el Servicio de
Anatomia Patoléogica del HUA, bajo la tutorizacion del Dr. Ivan Fernandez Vega y la
direccion de la Dra. Isabel Guerra Merino y sera expuesto en el XVI11 Congreso de
la Sociedad Espafiola de Anatomia Patolégica (SEAP), que se celebrara en
Valencia del 24 al 26 de Mayo de 2017 y en el 29th European Congress of Pathology
de la European Society of Pathology, que se celebrara en Amsterdam del 2 al 6 de
Septiembre de 2017.



8.4 MATERIAL COMPLEMENTARIO.

Resumen de casos
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Género Edad(afios) Supervivencia Patologia Peso cerebral (g) Histotipo
(meses) asociada

1 Masculino 80 27 A ;';'\f\%'g(ﬂfAD 1230 MM2C

2 Femenino 80 22 SOLO TAU 1150 MM2C
PSP, AGD I,

3 Masculino 83 18 ANGoRs | 1500 MMIMV1
AMILOIDE

4 Femenino 80 13 AD11,B,1 1200 MM/MV2C

5 Femenino 75 13 1290 VW2

6 Masculino 68 12 1300 MM2C

7 Masculino 60 11 A 1350 ATIPICO

8 Femenino 65 10 AD ILA1 900 MM2C
AD Il C, 1

9 Masculino 63 10 ANGIOPATIA 1050 MM/MV1
AMILOIDE Y II

10 Femenino 65 8 AD II,A,2. 1040 MM1

11 Masculino 67 8 SOLO TAU 1500 VW2

12 Masculino 60 7 1300 VW2

13 Masculino 70 5 1250 MM/MV2C.

14 Masculino 65 4 1350 W2

15 Masculino 80 4 AD IL,A1 1300 MM/MV 2K+C

16 Femenino 76 3 ADII,C. 1250 MM1

17 Masculino 72 3 SOLO TAU 1200 MM1

18 Femenino 78 3 1300 MM/MV1

19 Masculino 77 3 1300 MM2C

20 Femenino 57 3 1330 MM/MV1.

21 Masculino 64 3 SOLO TAU 1250 VW1
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23
24
25
26
27
28
29
30

Masculino

Masculino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino

Masculino

77

72
76
76
76
73
45
65
69

AD 11,B,3,
ANGIOPATIA
AMILOIDE |

PSP
SOLO TAU

1450

1290
1268
1250
1300
1290
1250
1300
1300

56

MM1

MM/MVA1.
MM/MV1+2C
MM1
MM/MV2C
MM/MV1+2C
MM/MV1.
MM/MV1
MM/MV1







