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|. Introduccion

El scrapie es una enfermedad degenerativa del sistema nervioso
central de ovinos y caprinos causada por priones y caracterizada
por irritabilidad y prurito intenso, debido a ello los animales
mordisquean su lana o pelo (1,3), de aqui surge €l término de
scrapie (4). Se observa en ellos incoordinacion y ataxia, signos
tipicos de sindrome cerebelar (5). En ratones inoculados se
presenta temblor generalizado, ataxia, dificultad para incorporarse
desde la posicion supinay rigidez de la cola (6). En el hamster otra
caracteristica es la fascies boba (7). La enfermedad se presenta
meses 0 aun afos después de la inoculacion o exposicién natural
(de dos meses a dos décadas) (5,6,8). Es transmisible a roedores de
laboratorio (9), siendo el hamster el modelo experimertal preferido
debido a que presenta el periodo de incubacién mas corto (10,11).

En 1954 Sigurdsson sugirié que el scrapie y la enfermedad de
visna, que afectan a los ovinos, eran causadas por virus lentos, con
periodos de incubacion o latencia prolongados y seguidos por un
cuadro clinico neuroldgico progresivo. Hoy dia se sabe que la
etiologia de la enfermedad de visna es un retrovirus de la
Subfamilia Lentivirinae, similar a responsable del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (12,13).

Se sdbe que los priones son responsables de cuatro
enfermedades humanas. la de kuru, la de Creuztefeldt-Jakob
(CJD), el sindrome de Gerstmann Straiissler-Scheinker (8,9,14) y
el insomnio familiar fatal (13,15), algunas transmisibles a los
animales de experimentacion. Las dos primeras pueden ser
estudiadas en simios y monos (12). Al igua que en el scrapie, los
pacientes permanecen afebriles y no presentan respuesta
inflamatoria a pesar de lo abrumador y fata de la infeccion
(Cuadros 1y 2) (5,16,17). Otras enfermedades son |la encefal opatia
transmisible del mink,
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la enfermedad emaciante cronica del venado y e ace, la
encefalopatia espongiforme felina y la encefal opatia espongiforme
de los bovinos (12,13). Esta ultima llamada también "enfermedad
de las vacas locas' (mad cow disease) y descubierta en Gran
Bretafia en 1986, donde murieron mas de 28 500 animales que
presentaron incoordinacién y aprension. El posible mecanismo de
transmision fue un alimento suplementado con carne y hueso de
ovinos infectados (4,11).

II. Epidemiologia

El scrapiey la enfermedad de Creuzfeldt-Jakob son de distribucion
mundial, con pocas excepciones. Australia y Nueva Zelanda
proclaman haber erradicado el scrapie en ovinos y caprinos. En
contraste, la enfermedad de kuru esta confinada a la region Fore de
la ida oriental Providencia en Papua-Nueva Guinea, aungue
también la padecen algunas tribus circunvecinas. Estudios iniciales
sobre la epidemiologia de este padecimiento sugerian una fuerte
influencia familiar. De hecho, la hipétesis primaria suponia un
defecto genético. Posteriormente se determind su asociacion con
rituales de canibalismo en los que Unicamente participaban los
miembros de una familia, quienes desarrollaban la enfermedad
después de periodos de incubacion que sobrepasaban las dos
décadas. El cese de la incidencia se registra a partir de 1960,
cuando la antropofagia termina (5,13).

La enfermedad de Creuztfeldt-Jakob afecta a uno en un
millén de personas, mientras que la de Alzheimer es cinco mil
veces mas comun. Ambas manifiestan disminucién en el
metabolismo de la 2-desoxiglucosa (14). Aunque se registran
pocos casos de la CJD por inoculacion directa durante la
aplicacion de inyecciones de hormona del crecimiento humana,
trasplantes de corneas e implantacion de electrodos cerebrales, la
mayoria de
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los casos parecen ser espontaneos (4,12). El primer caso de
transmision de persona a persona se informé en 1974 (13).

I11. Biologia molecular

Los priones son particulas proteinicas pequefias e infecciosas que
resisten la inactivacion por procedimientos que modifican los
acidos nucleicos. Sus propiedades fisicoquimicas los hacen
resistentes a las radiaciones ionizantesy ultravioleta (UV) (11,18).
El prion del scrapie presenta cambios significativos en su
infectividad cuando recibe dosis de rayos UV mayores de 12000
JIm’ .Se sabe que 180 000 J/m” en longitudes de onda de 254, 267 y
280 nm, afectan 99% de su capacidad infectante. Estos datos
demuestran que es atamente resistente a la irradiacion UV y que
se comporta mas como proteina pura que como Vvirus o viroide
(Cuadro 3) (19).

Se calcula su peso molecular 50 000 daltons. Son resistentes al
calentamiento (18), pues se requieren temperaturas de 90°C para
inactivarlos. Estudios sobre los priones que causan las
enfermedades de kuru y Creuzfeldt-Jakob demuestran que, al igual
gue €l del scrapie, son extremadamente resistentes a la
inactivacion por radiacion ionizante, lo que sugiere pueden ser
semejantes en composicion y tamafio (5). Los priones del scrapiey
la CID poseen casi la misma resistencia a temperatura de 80°C
durante 30 minutos. No obstante, son inactivados por bases
fuertes, cloro, fenol y glutaraldehido. Resisten la accion de las
proteasas y tienen distinta capacidad antigénica (Cuadro 4) (18).
El prion del scrapie es resistente a varios psoralenos, a la
hidroxilamina, a ciertos desinfectantes y a los detergentes (5,10).
Su infectividad se atera bajo condiciones acalinas a pH 11y la
ultraestructura de los bastones se modifica a pH 10 (20). Aun en
modelos experimentales como €l raton y el hamster, la titulacion
completa toma de 200 a
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300 dias (1,16,17) debido a que su replicacién es lenta y tarda
muchas semanas para que aparezcan las manifestaciones clinicas
(Cuadro 5) (2).

Por e hecho de no provocar la formacion de particulas
semejantes a virus en €l tgjido infectado y dadas sus caracteristicas
distintivas, se penso en la hipétesis de que su estructura molecular
era similar a la de los viroides descubiertos en las plantas. Sin
embargo, estudios recientes demuestran que las propiedades de los
viroides son totalmente distintas a las del prion del scrapie (Cuadro
6) (2,5,8).

Los priones no crecen en cultivos celulares. Son por |0 menos
100 veces mas pequefios que cualquier virus conocido, 10 que
corresponde a la tercera parte de un virino y mucho més pequefio
gue una molécula de albuimina (2), caracteristica comprobada con
estudios de sedimentacion en gradientes de sacarosa,
cromatografia y filtracion a través de membranas (21). Debido a
sus propiedades de replicacion, variacion de cepas y mutacion, es
posible que algun tipo de é&cido nucleico, DNA o RNA, se
encuentre cubierto por una nucleoproteina que impide su
reconocimiento (1,9,16).

En 1982 Prusiner propuso €l término prion (19), cuya
pronunciacion correcta es "preeon” (4) y deriva de los vocablos
proteinaceo e infeccioso (5,13). Debido a sus caracteristicas
especiales, prion tiene una definicion operacional: son particulas
proteinaceas pequefias, las cuales resisten la inactivacién por
procedimientos que modifican los acidos nucleicos (12). Los
mejor estudiados son los aislados de cerebros de hamsteres
infectados por inoculacién con € prion del scrapie (22).

Contienen una proteina hidréfoba esencial, misma que les
confiere su heterogeneidad (5,8,16) para expresar su capacidad
infectante, pero sin evidencia de acidos nucleicos (3,15,18). Esta
sialoglucoproteina se conoce como PrP (de prion protein) y se
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denomina PrP 27-30°° s se deriva de la infeccion del scrapie
(Cuadro 7) (4,23). La hidrdlisis o modificacion quimica selectiva
da como resultado |la pérdida de la infectividad del agente del
scrapie (9,14,21). Las soformas PrP celular y PrP prion poseen
oligosacaridos ligados al extremo N-termina y pueden ser
removidos por digestion con N-glucosidasa. Estas moléculas
pueden ser glucosiladas en dos sitios potenciales que contienen la
secuencia de aminoacidos asparagina-X-treonina. No hay
evidencia de la union de azlcares a &omo de oxigeno. Las
isoformas maduras tienen dos residuos de cisteina ligados por un
puente disulfuro intramolecular (11,12).

La PrP 27-30 deriva de una proteina mayor, la PrP 33-35%
(22,24). Las células del cerebro de hamster sano e infectado con
scrapie contienen la isoforma PrP 33-35, la cual se designa como
PrP 33-35° en animales sanos (22). La PrP 27-30 o su precursor la
Prp* no se encuentra en éstos (12). La PrP se sintetiza en €
reticuo endoplasmico, se modifica en € aparato de Golgi y es
transportada hacia la superficie de la célula donde se une a
glucofosfatidil inositol (15). El hecho de encontrar PrP 33-35°en
células no infectadas indica que puede estar involucrada en el
metabolismo celular normal y que una fraccion es convertida por
un mecanismo desconocido a la forma resistente a las proteasas
PrP 33-35 5C(scrapie) durante el curso de la infeccién (Cuadro 8)
(25,26).

La concentracion de PrP 33-35, que es la suma de PrP 33-35°
mas PrP 33-35%, se incrementa de 5 a 10 veces después de 60 dias
de la inoculacion intracerebral, comparada con la del tgjido no
infectado (27). La PrP 33-35° y la PrP 33-35% tienen la capacidad
de unir la bicapa de la membrana. En contraste con la PrP 33-35°,
la PrP 33-35™ se comporta igual que una proteina anfipética, 1o
cual explicasu asociacion y posible integracion a las membranas y
a los bastones. Esto sugiere que la degeneracién neuronal no
ocurre debido ala disminucion en los niveles de PrP
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33-35°, sino ala acumulacién de PrP 33-35°, la cual puede actuar
como pivote en la patogénesis de la enfermedad (27).

La cadena de aminoacidos que conforman la PrP humana se
dedujo de un cDNA (clonado) secuenciado y aineado con la
estructura del DNA del hamster, las cuales difieren en longitud por
un aminoécido (253 vs. 254) (12). La PrP de bovino y ovino
solamente en siete. En contraste, la diferencia entre la PrP de
humano y la de bovino es grande, en méas de 30 aminoécidos. La
del hombre y el raton difieren en 28 residuos (4). La proteina del
prion del hamster es un polipéptido de 254 aminoacidos y sus 22
residuos del extrema N-terminal constituyen el péptido de
sefializacién (Cuadro 9). Los primeros 67 aminoécidos de la Prp>°
madura no se encuentran en la PrP 27-30 y contienen secuencias
repetidas ricas en glicina (12). La region que inicia la lectura para
la codificacion de esta proteina esta contenida dentro de un solo
exon. El extremo final 5' del gene PrP contiene multiples sitios de
inicio ricos en guanina y citosina. Un intron de aproximadamente
10 mil pares de bases separa a exén | del exédn 11 (12).

La hibridacion celular in situ en cerebros de hamsteres sanos e
infectados con scrapie ha mostrado que las neuronas contienen los
niveles més elevados de PrP mRNA (aproximadamente 50 copias
por célula). Las células gliales poseen menos de 3 copias por
célula. Mckinley encontré que la expresion del gene PrP esta
regulada por la tasa de crecimiento del individuo. Durante los
primeros 20 dias de vida, la PrP mRNA se incrementa a diferentes
velocidades en varias regiones del cerebro. En el septum, la
cinética del aumento es paralela a la de la colina acetiltransferasa.
Ambas son estimuladas por inyecciones intraventriculares de
factor de crecimiento nervioso (12). Utilizando clonas de DNA se
observa que la PrP 27-30 es codificada en el hamster por un gene
celular simple. EIl mMRNA se expresa en cerebro normal e infectado
con scrapie a niveles similares y, en menor grado, en otros 6rganos
de animales sanos (25). Su titulo es més elevado en
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el cerebro y los cambios patol 6gicos estan confinados a este tejido
(20). Algunos estudios in forman que la proteina PrP, en contraste
con las proteinas virales, se codifica dentro del genoma del
hospedero y no dentro de las particul as infecciosas (28).

La produccion de anticuerpos murinos (ratones BALB/c) contra
laPrP 27 -30 se alcanza después de utilizar dosis inmundgenas de
50 a 75 mcg (con PrP 27-30 purificada en gel o purificada y
desnaturalizada). Titulos de antisuero 16 000 se detectan por
medio de la prueba de ELISA utilizando 250 ng de proteina
purificada. El hecho de requerir concentraciones elevadas del
antigeno purificado sugiere algun nivel de inmunosupresion innata
o tolerancia a las proteinas del prion, condicion evidente en
roedores de experimentacion. La identificacion de la isoforma
celular PrP 33-35° puede explicar tal fenémeno (24). De hecho, la
produccion de anticuerpos contra la PrP del scrapie del hamster es
atil cuando se inyectan cantidades grandes del inmundgeno en
congjos (14). En suma, los priones convierten praeinas normales
en dafiinas simplemente por induccién de moléculas inocuas para
cambiar su conformacion (4).

La propagacion de la PrP>° en las neuronas del cerebro ocurre

debido quizd a un efecto "domind" sobre algunas membranas
internas. La hipotesis es que el proceso inicia cuando una molécula
de PrP% hace contacto con otra de PrP norma e induce la
conformacion del prion del scrapie. Después, estas particulas
atacan a otras moléculas de PrP normales y asi sucesivamente
hasta que se acumulan niveles dafiinos de PrP del scrapie en los
lisosomas (4,24).

La estructura primaria de la proteina normal consta de hélices
alfa, regiones en las que la molécula es susceptible de sufrir un
giro y determinar un género especifico en forma de espiral. La
forma Prp* contiene estructuras beta, totalmente extendidas.
Algunos estudios refuerzan la hipétesis de que la Prp™ puede
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inducir la sintesis de moléculas alfa como switch para dar origen a
moléculas beta. Se piensa que las mutaciones en € gene PrP

convierte alas proteinas en susceptibles de virar de laformaafaa
la beta (4,26). La Prp° contiene un porcentgje elevado de hélices

afa (42%) y mucho menor de beta (3%), mientras que en la Prp*
es de 30% paralasafay 43% paralas beta (15).

Las proteinas de los priones de las enfermedades del scrapie y
de Creuztfeldt-Jakob se identifican Unicamente en tejidos de
animales y humanos que cursan con enfermedades neuro -
degenerativas transmisibles y no en aquellos con padecimientos
como la amiloidosis sistémica murina, Alzheimer, encefalopatia
anoxica o desdrdenes no neurol dgicos (12).

IV: Consider aciones genéticas

Se ha estudiado el locus que controla los periodos de incubacidn
del scrapie en borregos y ratones (5). Investigaciones con
diferentes razas de ovinos infectados de manera natural, han
establecido claramente que el componente genético del hospedero
es muy importante en el curso de la enfermedad. Datos obtenidos
en ovejas Cheviot inoculadas con aislados de scrapie ejemplifican
el control de un gene simple sobre el periodo de incubacion (6).

En borregos, los alelos se denominan SIP (periodo de
incubacion corto) y LIP (periodo de incubacion largo). En dos
grupos de ovinos Cheviot, la incidencia se increment6 en el hato
seleccionado para la inoculacion subcuténea. De acuerdo con la
via de administracion, intracerebral o subcuténea, de la cepa
SSBP/1 de scrapie los animales presentan un periodo de
incubacion corto (197 + 7 dias) y otro largo (917 + 90 dias),
respectivamente. después del apareamiento, se observé que la
accion del alelo LIP puede restringir la replicacion de ciertas cepas
del prion (5). Otros estudios muestran que después de un periodo
de incubacion de
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24 meses, la enfermedad se presenta en 78% de animales
Herdwicks, 72% en Dalesbreds y 0% en Dorset Downs. No
obstante, resultados posteriores indican que los Ultimos no son
resistentes, sino que el periodo de incubacion es mayor que en los
demas.

En el raton se conocen dos o tres locus. El primero se denomina
SINC (incubacion del scrapie) y €l segundo se relaciona tanto con
el scrapie como con la CJD y se conoce como PID-| (determinante
del periodo de incubacion del prion). El tercero parece estar ligado
a sexo. De manera similar que en los ovinos Cheviot, se ha
definido un gene autosomico recesivo simple con dos alelos de
acuerdo con la respuesta a la inoculacién de la cepa ME-7 del
prion del scrapie. Los aelos se conocen como "s7" que induce
periodos de incubacién cortos y "p7" con periodos prolongados.
Los ratones consanguineos presentan alelo "s7', excepto €l raton
VM quetiene el "p7'. La generacion F1 producto del apareamiento
entre homocigotos "s7" y "p7" exhiben sobredominancia cuando se
inoculan con la cepa 104-A, en los que el periodo de incubacion
excede €l més largo con respecto a sus parientes, probablemente
debido al gene SINC (5).

Ratones VM parcialmente consanguineos inoculados con la
cepa ME-7 presentan un periodo de incubacion de 280 dias,
comparado con e de otras ocho cepas de ratones entre 140 y 180
dias. El aelo VM se designa como SINCp7. El periodo de
incubacion en heterocigotos s7/p7 es intermedio. El gene PID-I
esta ligado a la region D del complggo mayor de
histocompatibilidad (H-2) e influye en el periodo de incubacion.
Ratones con €l alelo H-2 tienen periodos de aproximadamente 100
dias cuando se les induce CJD experimentalmente, comparado con
130 a 170 dias en otros animales H-2 congeénicos (6).

Los ratones NZW/LacJ son H-2* y los 1/LnJ son H-2. Los
primeros son abinos (6). Para e alelo NZW homocigoto el
periodo
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de incubacion es corto, mientras que el periodo largo esta
controlado por ambos alelos, I/LnJy NZW. El promedio es de 150
dias. Para € genotipo Prn-i se determin6 un limite de 150 dias
entre los periodos largo (PrnJd) y corto (Prni") (Cuadro 10). En
ratones NZW /LacJ es menor en comparacion con los homocigotos
retrocruzados Prr-i"/Prn-i™ lo que sugiere cierta influencia de
algunos genes segregados en la poblacién. En animales H-2 y ¢, no
se modifica de manera significativa el periodo de incubacién. En
ratones 1/LnJ es de 200 a 385 dias para el scrapie (6, 12).

Los roedores I/LnJ inoculados intracerebralmente con 10°
unidades de Dlg, de scrapie cepa Chandler, mueren en 200 a 300
dias con y sin manifestaciones clinicas. Cuando estas se presentan,
el cuadro se observa dos o tres dias previos a la muerte. En otro
estudio e tiempo entre la enfermedad y la muerte fue
significativamente mayor en machos que en hembras I/LnJ e
hibridos F1. No obstante, no hay diferencias entre los F1 (NZW x
I/Lnd) y los F1 (I/Lndx NZW). Sus periodos de incubacion son
mas prolongados que en los NZW/Lac), sin diferencias en cuanto
al sexo en los ultimos (6).

El andlisis del DNA de ratones revela un fragmento denominado
kb Eco R1, e cua corresponde al gene PrP. También se presenta
en el hamster, larata, € borrego y la cabra. Por lo tanto, todas las
especi es susceptibles de padecer scrapie deben contener secuencias
de este gene. El DNA de las cepas NZW e I/LnJ presentan el
fragmento Eco R1 (25). El fragmento de los roedores 1/LnJ es de
5.5 kb (kilobases) y € fragmento Xbal de los ratones NZW /Lac]
es de 3.8 kb (6). En animales inferiores, el DNA de Drosophila
melanogaster y Caenorhabditis elegans contienen secuencias
relacionadas con la proteina PrP y son de 56 y 5.2 kb,
respectivamente. Saccharomyces cerevisiae presenta fragmentos
de 3.1y 2.1 kb relacionados con el DNA que codifica la proteina
PrP del hamster (25).
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Los periodos de incubacion en cepas Prn-pa de ratones BALB/
cJ, CBA/J, C3H/HeSn, C57BL/6J y SWR/J se encuentran entre
los 105 dias para SIL y 142 dias para CBA. Los de los animales
Prn-pb cepas RIII/J, PIY Ma/MyJ se desconocen (6, 12).

Ratas transgénicas que expresan el gene PrP del hamster sirio,
producen la proteina de esta especie. Este animal desarrolla la
enfermedad 60 a 70 dias después de la inoculacién intracerebral
con 10’ unidades de Dl (3,5,8). Cuando se inoculan con priones
de raton, producen priones murinos. Por el contrario, cuando
reciben priones de hamster, producen priones de la misma especie
(4,22).

En ratones consanguineos inoculados intracerebralmente con
material aislado de individuos con CJD, las cepas congénicas
difieren ampliamente en el periodo de incubacién en funcion del
haplotipo H-2. El efecto de este gene, llamado PID-I, es de la
misma magnitud que € informado para el gene SINC. Estas
observaciones evidencian la influencia del sexo sobre el periodo
de incubacion en la enfermedad de Creuztfeldt-Jakob. En ratones
C3H, los machos presentan periodos de incubacion
significativamente mas cortos cuando se comparan con las
hembras de la misma camada (5). De hecho, los periodos
prolongados son el hallazgo cardinal del scrapiey la CJD (12).

V. Neuropatologia

Los priones inoculados por via periférica parecen replicarse
primero en las células linfoides con la subsecuente diseminacion al
sistema nervioso central (5,14). Se detectan titulos elevados en €l
tgiido linfoide (ganglios y bazo) durante el curso inicial de la
infeccion. El agente de la CJD se detecta en leucocitos de cuye y
congo, lo que indica que la via de diseminacion es
linfohematdgena. Los tejidos particularmente afectados son el
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cerebro, la médula espina y e ojo. Con la inoculacién de 10’
unidades de D15, de scrapie de hamster, los animales no desarrollan
manifestaciones clinicas antes de 50 dias. No obstante, los titulos
maximos se determinan a los 48 dias en todas |as regiones del cerebro
y la médula espind. A los 60 dias manifiestan signos evidentes de
disfuncion neuroldgica (5). Estudios sobre canibalismo en hamsteres
indican que los animales desarrollan scrapie de 110 a 135 dias
después de ingerir a sus congéneres infectados, sin diferencias
significativas en relacion con la cantidad consumida (Cuadro 11) (7).

Desde € punta de vista histopatolégico se observa degeneracion
extensa del sistema nervioso central con perdida neuronal en ausencia
de respuesta inflamatoria (6,14,17), astrocitosis  reactiva,
vacuolizacion de neuronas y formacion de placas de amiloide
(5,9,16,29). En la enfermedad natura de los ovinos y caprinos la
vacuolizacion es rara, mientras que la astrogliosis es extensa (8,14).
Estos cambios varian entre las especies y silo la proliferacion
astrocitica es € halazgo constante (17). El hamster desarrolla
vacuolizacion moderada con diseminacion hacia la corteza cerebral y
el hipocampo adyacente a la capa de céulas piramidaes (7). Hay
pérdida de espinas dendriticas en las enfermedades de Alzheimer,
Creuztfeld-Jakob y scrapie (14).

Las ateraciones tipicas del scrapie se observan en la materiagrisy
consisten en degeneracion espongiforme con gliosis astrocitica. Esta
Ultima es intensa en € sistema limbico incluyendo hipocampo, nucleo
septal, tdlamo y talo cerebral. también en la materia blanca se
presentan y se manifiestan como vacuolizacion extensa (20 a 40
micras de diametro) y vacuolizacion fina (10 a 20 micras), asociadas
con astrocitosis intensa (6). Estudios en cerebro de hamster indican
que d mRNA que codifica las proteinas del prion se encuentran cas
exclusivamente en las neuronas. Se distingue como estructuras en
forma de grénulos plateados en las neuronas de la neocorteza, las
formaciones de hipocampo (cuerno
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de Ammon y giro dentado), el tdlamo, los ganglios basales, €l tallo
cerebral y €l bulbo olfatorio. Sin embargo, también se detecta PrP
MRNA en células de animales sanos. La correlacion entre el
numero de granulos con los niveles de mMRNA cerebral sugieren
gue hay entre 10 y 50 copias de este para la proteina PrP. La mayor
cantidad de moléculas de PrP mRNA se identifica en las neuronas
del giro del hipocampo, seguido por la neocorteza y las células de
Purkinje del cerebelo. La cifra menor corresponde a las neuronas
de la capa granular interna del cerebelo (29). Los acimulos de
priones del scrapie se presentan en mayor numero en la region
subependimaria de los ventricul os | aterales. Estos agregados varian
en tamano, desde unas cuantas hasta 40 micras. Se localizan en los
espacios extracelulares dilatados y estan rodeados, por un lado por
células del epéndimo y, por otro, por procesos astrociticos que
contienen filamentos gliales. En algunas zonas llenan € espacio
extracelular, mientras que en otras ocupan e 50% o menos.
también se identifican células de la microglia (macrofagos) en la
vecindad de los agregados. Dentro de estos se observan mielina 'y
lisosomas (30).

Se describen estructuras en forma de esferas, bastones, fibrillas
y tabulos en el tejido cerebral infectado por kuru, CJD y scrapie.
Los primeros hallazgos identificados por microscapia electronica
fueron particulas esféricas de 25 a 35 nm de didmetro dentro de las
evaginaciones postsinapticas en cerebros de ratones infectados con
scrapie. Estructuras similares se presentan en cerebros de ovinos
con scrapie y, de humanos y chimpancés con enfermedad de
Creuztfeldt-Jakob. Su presencia en e hamster es controvertida
(9,12). también se observan estructuras en forma de filamentos de
15 nm de didmetro, semejantes a virus, en cerebro de humanos con
CJD (9,21). Es hallazgo comun la presencia de subfilamentos de 4
a 6 nm de diametro con giros helicoidales cuya periodicidad
regular es de 40 a 60 nm y 100 a 200 nm. En los sitios de mayor
didmetro estan separados por espacios de 2 a4 nm (23). En
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extractos crudos de cerebros de roedores infectados con scrapie se
observan estructuras fibrilares diferentes a las del amiloide por su
morfologia bien definida. La fibrillas se clasifican en tipo | y tipo Il
dependiendo si contienen 2 o 4 subfila mentos helicoidales,
respectivamente (12,14).

Las particulas en forma de bastén que se presentan en cerebros de
borrego, rata y raton infectados con scrapie miden de 15 a 26 nm de
didmetro y 60 a 75 nm de longitud, y estan compuestos por proteina
PrP 27-30°° (9,20,21), lo que puede implicar una forma de
presentacion del prion (20,29). En fracciones purificadas, |os bastones
miden de 10 a 20 nm de didmetro y de 100 a 200 nm de longitud
(Cuadro 12). Estructuras similares se observan en el tejido cerebral de
pacientes con CJD (9,12). En algunos casos los bastones exhiben
configuracion helicoidal, lo que sugiere pueden estar compuestos por
protofilamentos. En las fracciones que contienen bastones se detectan
titulos de aproximadamente 10 ** unidades de D1s, de priones
(5,16,17). La concentracion de la PrP es directamente proporcional al
titulo del prion (14). Los anticuerpos contra la PrP 27 -30% no
reaccionan con los neurofilamentos, filamentos gliales, microtibulos
ni microfilamentos del tejido cerebral de individuos sanos (9,21).

Los bastones son tan grandes que pueden contener hasta 1 000
moléculas de PrP. La sonicacion de estas estructuras da origen a
particulas cilindricas que miden menos de 75 nm de longitud. Bajo
estas condiciones el titulo de los priones no se afecta, lo que indica
que los bastones no son indispensables para provocar la infeccion
(14). Su disociacion sin desnaturalizacion da como resultado colato y
fostatidilcolina.  Con frecuencia, los lisosomas resultantes
incrementan de 10 a 15 veces el grado de infectividad del prion del
scrapie (12).

Se forman placas de amiloide en cerebros de individuos que
padecen enfermedades similares al scrapie y la CJD como la de kuru
y el sindrome de Gerstmann-Strallssler-Scheinker de
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humanos, asi como en la enfermedad emaciante crénica del venado
y €l alce. Es posible que estén relacionadas con la enfermedad de
Alzheimer (9,14,21). También se han descrito en cerebros de
algunos animales de laboratorio con scrapie. Sin embargo, la
formacion de placas en ratones con scrapie esta influenciada tanto
por €l tipo del inéculo como por la cepa de los roedores (21).
Estudios con microscopia de contraste sugieren que estas placas
representan formas paracristalinas de los polimeros del prion
(Cuadro 13) (14,28).

Por medio de estudios inmunocitoquimicos con anticuerpos
contra la PrP 27-30, en cerebros de hamsteres infectados con
scrapie, se detectan filamentos de aproximadamente 16 nm de
diametro (ocasionalmente 8 nm) y hasta 1 500 nm de longitud
dentro de las placas de amiloide. También se observan cuerpos
esféricos electrodensos de 40 a 120 nm de diametro distribuidos
entre los filamentos (12,21,30).

V1. Perspectivas terapéuticas

Considerando la estructura tridimensional de la proteina PrP y si

es correcto el modelo de las cuatro hélices, se podria desarrollar un
farmaco que ocupe el espacio formado por estas estructuras y, de
esta manera, estabilizar la moléculay prevenir su conversion hacia
una proteina con caracteristicas beta.

Otra opcion es la terapéutica con anticuerpos para bloquear |os
genes que codifican las proteinas infectantes, disminuyendo la

produccion de proteina celular PrPC (4).

Por ahora no existen posibilidades terapéuticas para las
enfermedades causadas por priones. Para el caso de los animales
se procede a su aislamiento y sacrificio (4,32). En humanos €l
tratamiento se ha basado en el manejo sintomético del paciente.
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CUADRO1
ESPECIES SUSCEPTIBLES A LAS ENFERMEDADES CON
PRIONES*
Enfermedad Hospedero natural
Scrapie Ovinosy caprinos
Encefal opatiatransmisible del mink Mink
Enfermedad emaciante cronica Venadoy alce
Kuru Humanos
Enfermedad de Creuztfel dt-Jakob Humanos

Sindrome de Gerstmann-Stralissl er-Scheinker Humanos

- Terminologias alternativas: Encefal opatias espongiformes subagudasy
Enfermedades por viruslentos no convencionales.

(Referencias 5,16)

CUADRO 2
CARACTERISTICAS DE LAS ENFERMEDADES
CAUSADAS POR PRIONES

1. Enfermedades confinadas a sistemanervioso.

2. Periodo deincubacién prolongado de meses adécadas antesdel inicio del
cuadro clinico.

3. Curso clinico progresivo de semanas a afios que invariablemente conduce
alamuerte.

4. Todaslas enfermedades exhiben astrocitosis reactivay pueden presentar .
vacuolizacién de neuronas.

5. Los agentes infecciosos que ocasionan estas enfermedades tienen
propiedades que los distinguen de los virusy los viroides.

(Referencias 5, 16)
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CUADRO 3

INACTIVACION DE VIRUS, VIROIDES, PRIONES Y
ENZIMAS CON IRRADIACION ULTRAVIOLETA A
LONGITUD DE ONDA DE 254 nm

Particula D3;(J/nT)
Bacteriofagos

T2 6599

Mia 20

Ss

X174 20
Virus sarcoma Rous 150
Poliomavirus 240
Virus leucemia Friend 500
V.|rus leucemia murina é;'sog
Sitio Eco R1
PSTV 4800- 5000
Fumarasa 3100
Deshidrogenasa glutamica 4800
RNAasa 11800
Priones scrapie (purificados) 17 200-22000
Priones scrapie
(en 10% homogenado de cerebro) 24000
Ureasa 30000
Deshidrogenasa mélica 41000

PSTV = viroide del tallo de la papa.

(Referencia 19)
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CUADRO 4

COMPARACION ENTRE LAS PROPIEDADES DE LOS
PRIONES DEL SCRAPIEY LA ENFERMEDAD DE
CREUTZFELD-JAKOB (CJD)

Propiedades Scrapie CID
Hospedero Transmisién (+)

Humanos +

chimpancés +

Monos + +

Cabras + +

Hamsteres + + °

Conejos

Ratones + +
Genes murinos que controlan los periodos de incubacién; presencia (+)

SINC + 2

PID-1 + +
Tamafio del prion 60-1000 S41-1000S
Calor

80 °C/30 minutos - +

100 °C/30 minutos + +
Salesy bases

NaSCN (2M) 42 -

NaOH (pH 11.0) + +

NaHC10, (13.1 g/1) + +
Solventes

Etanol -

Glutaraldehido +

Formalina +/0 +/2

.Depende de la fuente del indculo.
b Depende de las condiciones experimentales.

(Referencia b)
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CUADRO 5

PRIONESY ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

DATOS COMPARATIVOS DE LA ESTABILIDAD ENTRE
VIROIDESY PRIONES

Tratamiento Concentracién PSTV Prion Scrapie
RNAasa 0.1-100 ug/ml + -
DNAasa 100 ug/ml - -
Proteinasa k 100 ug/ml - +
Tripsina 100 ug/ml - +
NH,0H 0.1-0.5 + -
Psoralenos (AMT) 10-500 ug/ml + -
Fenol saturado - +
NaDodSO, 1-10 % - +
Zn+? 2mM + -
Urea 3-8 M - +
Alcalis pH 10 ) +
KSCN M - +

- = sincamhios; (- ) = cambios minimos; + = inactivacion

PSTV = viroide del tallo de la papa.
(Referencias 16,18)
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CUADRO 6
PROPIEDADES DE VIROIDES Y PRIONES

Propiedades pPSTV Prion Scrapie
Acido nucleico + *)*
Proteina - +

Peso molecular 127,000 =50,000
Coeficiente de sedimentacion (s) 6.7 = 2*.

Ds; +++ a254 nm (J/m?) 5,000 42,000

*  No demostrado.
** Valor calculado considerando que ladensidad de la particula es 1.05

gloem®e
*** Dosisde luz UV que permite 37% de sobrevida de la particula
infecciosa
PSTV = viroide de tallo de la papa.
(Referencia 18)
CUADRO 7
PROPIEDADES DE LA PROTEINA PrP 27-30 DEL
SCRAPIE DE HAMSTER
Composicion Sialoglucoproteina.
Peso molecular 27,000-30,000 ddtones (electroforesis en gel de
poliacrilamida) 19,500 daltones (HPLC).
Propiedades Heterogeneidad en tamafio y carga. Resistente a

proteasas en estado natural.
Funcionbioldgica.  Conformacion natural requerida para la infectividad.
Inactivacién reversible por modificacion quimica con
dietilpirocarbonato .
Estructura N- Xn - TrpGIy-GIn-GIy-GIyG_Iy-Thr_—His-Asn-GIn-
Trp-Asn-LysPro-Ser-Lys-; polimeriza hacia bastones.
Scrapie en cerebro de hamster. proteinas similares en

Ocurrencia . . .
scrapie de ratén. asi como en CDJde humanos,

ratonesy cuyos.

(Referencias 21, 23)
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CUADRO 8

PROPIEDADES DE LA PrP CELULAR Y DEL SCRAPIE EN

HAMSTER
Propiedad PrP 33-35°¢ PrP 33-35°
Cerebro no infectado Presente Ausente
Cerebro con scrapie Nivel s’cambio Acumulos
Concentracién* < 1uglg 10 ug/g
Priones purificados Ausente 10" moléculas/UDl g,
Origen genético Un genecelular Ungenecelular
mMRNA 2.1 kilobases 2.1 kilobases
Localizacion
Intracelular Unidaamembrana  Unidaamembrana
Extracelular Ninguna Filamentos amiloides
con placas
Extraccion con detergente Soluble Formaciénde
bastones de amiloide
Digestion por proteasa Degradada ConvertidaaPrP
27-30**

*  Expresada como ug de PrP por gramo detejido cerebral.
** LaPrP 27-30 se derivade laPrP 33-35% duranteladigestion con
proteinasa K en ausencia o presenciade detergente.

(Referencia 27)
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CUADRO9

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA PROTEINA PrP
27-30 DEL SCRAPIE

Aminoacido Residuos/molécula Residuos/molécula
(por hidrdlisis)? (apartir de DNAC)®
Ala 85 9
Arg 1.7 8
Asn 16.6 13
Asp 6
Cys ND 2
Glu 16.7 7
Gin 10
Gly 16.1 14
His 52 5
lle 53 4
Leu 39 3
Lys 95 8
Met 79 9
Phe 32 3
Pro 49 5
Ser 59 6
Thr 107 12
Trp ND 2
Tyr 114 10
vd 85 10

® Promedio de 4 determinaciones basadas en 142 a.a. para PrP 27-30.
® Calculado de 146 aa.; 71-224. DNA clonado.
ND = No determinado.

(Referencia 10)
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CUADRO 10

PERIODOS DE INCUBACION DEL SCRAPIE

EN RATONES Prr-i" y Prn-i

Periodo deincubacion

Ratones n Enfermedad Muerte
NZW/Lacl 20 113.2+ 2.0 1199+ 2.3
1/Lnd 21 2547+ 13.6 264.7+ 115
F1 (NZWxI/LnJ) 24 2226+ 2.8 2338122
F1 (NZW x I/LnJ) x NZW/LacJ retrocruzados
Prn-in/Prn-i” 64 129 9 + ll 1378 + 11
Hembras 34 1296 + 1.4 1387 + 1.7
Machos 30 130.2+ 1.7 136.8+ 15
H-ZZ/H-Zf 32 130.0t1.5 1384 + 1.3
H-27H-2 32 129.7+ 1.6 137.2 + 18
Prn-i"/Pro-i' 66 1948+ 1.9 2028 + 1.8
Hembras 39 193.0+ 2.1 202.1+ 2.0
Machos 27 197.4+ 3.4 203.8+ 3.2
H-2°H-2* 32 192.1+ 2.7 2016 + 2.3
-9YH.9
H-27H-2 34 197.4% 27 2040 + 2.7

(Referencia 6)
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CUADRO 11

PERIODO DE INCUBACION Y SOBREVIDA EN
HAMSTERES INFECTADOS AL PRACTICAR EL

CANIBALISMO
Sanos; Infectados* Periodo de incubacién Muerte (dias)

21 134 + 31 158 + 2.2
2:1 111+ 1.3 143 + 2.1
21 114+ 38 142 + 3.9
2.1 111+ 1.2 138+ 14
271 125+ 3.1 153 + 3.3
21 125+ 3.8 152+ 12
41 112+ 74 136+ 9.2
41 10 £ 5.9 136 + 40
41 >300

4:1 >240

41 134+ 44 154 + 4.7
41 140+ 0.8 172+ 1.8

- Animales inoculados con 10" unidades de Dls, de priones del
scrapie, 30 dias antes de ser alojados conlos hamsteres sanos.

(Referencia 7)
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CUADRO 12

CARACTERISTICAS DE LOS BASTONES DEL SCRAPIE

EN EL HAMSTER

Dimensiones

Morfologia

Subestructura
Composicion

Infectividad

Histoquimica

Ocurrencia

1020 nm diametro y 100-200 nm de longitud.
Bastones aplanados, sin unidad estructural, semejantes
al amiloide purificado.

Ligeramente girados, sugiriendo protofilamentos. De
500-1 000 moléculas de sialoglucoproteina PrP 27-30
por baston; N-Xn- Trp-Gly-GIn-Gly-Gly-Gly T hr-His-
Asn-GIn- Trp-Asn-Lys-Pro-Ser-Lys.

Agregados de priones. la sonicacion produce esferas
de 19 nmde diametro y bastones de 60 nm de longitud
sin alteracion detitulos.

Se une a rojo congo y presenta birrefringencia verde-
dorada.

Fracciones purificadas de scrapie de hamster y ratdn).,
y CJD de humano, cuyey raton.

(Referencias 21,23)
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CUADRO 13

COMPARACION DE ALGUNAS PROPIEDADES ENTRE LOS
PRIONESY EL AMILOIDE DE CEREBROS DE
HAMSTERES INFECTADOS CON SCRAPIE

Propiedades

Priones purificados

Placas amiloide

Ultraestructura
Polisacaridos
Congofilia

Antigenicidad

Agregados hacia particulas
en forma de bast6n
Sialoglucoproteina
PrP 27-30
Birrefringencia
verde-dorada
Ladfa-PrP 27-30 colorea
los bastones derivados del
prion

Compuesta de filamentos
con diametro uniforme
Setifie con acido
peryodico Schiff
Birrefringenciaverde-
dorada

Ladfa-PrP 27-30 tifie

las placasy los filamentos

(Referencia 21)
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