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La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob es una encefalopatia espongiforme invariablemente mortal
caracterizada por demencia rapidamente progresiva. Constituye un reto diagndstico dada su rareza
y sus manifestaciones neuroldgicas inespecificas, las cuales se relacionan con la pérdida global
de tejido nervioso secundaria a la acumulacion téxica de la proteina pridnica en el cerebro. Su
confirmacion definitiva depende del analisis histopatoldgico de biopsias o autopsias y generalmente
se realiza de forma post-mortem. No obstante, es de vital importancia la identificacion temprana de
los casos de este padecimiento para diferenciarlos de otras formas tratables de deterioro cognitivo
agudo y prevenir su transmision iatrogénica. Actualmente se emplean diversos marcadores
electrofisiolégicos, imagenoldgicos y moleculares para mejorar el diagnéstico pre-mortem de la
enfermedad. Sin embargo, estas pruebas tienen baja sensibilidad. Dada la urgente necesidad de
estudios que permitan la deteccion de priones in vivo, se han desarrollado técnicas moleculares que
logran dicho propdsito con alta sensibilidad y especificidad, constituyendo una nueva oportunidad
para mejorar el diagnéstico y vigilancia de ésta y otras formas de encefalopatias espongiformes. El
objetivo de la presente revisién narrativa es proveer una actualizacion de las nuevas herramientas
moleculares para la deteccion de priones en muestras biolégicas de pacientes con sospecha de
encefalopatia espongiforme.
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Novel molecular tools for
the detection of prion
protein  in  biological
samples from patients with

Creutzfeldt-Jakob disease

Review article

Abstract

Creutzfeldt-Jakob disease is an invariably fatal spongiform encephalopathy characterized by
rapidly progressive dementia. It constitutes a diagnostic challenge because of its rarity and
unspecific neurological findings that are related with a global loss of nervous tissue secondary to
the toxic accumulation of prion protein within the brain. Its definitive confirmation relies on the
histopathological analysis of brain biopsies or autopsies and it is generally performed post-mortem.
Nonetheless, early identification of cases of this disease is of major relevance to distinguish them
from other treatable forms of acute cognitive decline and to prevent iatrogenic transmission.
Currently, several electrophysiological, imaging and molecular markers are being used to improve
the pre-mortem diagnosis of this disease. However, such markers have a low sensitivity. Due of
the urgent need of studies that allow to detect prions in vivo, novel molecular techniques that
achieve this purpose with high sensitivity and specificity have been developed recently, constituting
a new opportunity to improve the diagnosis and surveillance of this and other forms of spongiform
encephalopathies. Thus, the aim of this narrative review is to provide an update of new molecular
tools used for detection of prions in biological samples from patients with suspected spongiform
encephalopathy.

Keywords: Prion, Creutzfeldt-Jakob disease, dementia, spongiform encephalopathies.

Introduccién

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) es la
forma mas frecuente entre las encefalopatias
espongiformes que afectan a los humanos. Este
grupo de enfermedades, que incluye también al
sindrome de  Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS), el insomnio familiar fatal (FFl), la enfermedad
de kuru y la recientemente descrita prionopatia

con sensibilidad variable a proteasa (VPSPr),
se caracterizan por un deterioro cognitivo
rapidamente progresivo acompafiado de otros
trastornos neuroldgicos multifocales piramidales,
extrapiramidales,  visuales,  cerebelares vy
psiquiatricos, que llevan a la muerte a los sujetos
enfermos en un periodo corto de tiempo'=. Las
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manifestaciones clinicas tan floridas se deben a la
pérdida global de tejido nervioso secundaria a la
acumulacién toéxica de una proteina mal plegada
llamada “proteina priénica” (PrP>) dentro del
cerebro®.

La incidencia global de CJD es de un caso por millén
de habitantes al afio®. Sin embargo, es probable
que existan muchos casos no identificados debido
a la gran variabilidad clinica de este padecimiento
y a que la confirmacién del diagndstico en un
sujeto vivo requiere la obtencién de una biopsia
de tejido cerebral para su analisis histopatoldgico,
un procedimiento que No siempre se encuentra
justificado dado que no aporta un beneficio al pobre
pronosticodelospacientescondichopadecimiento®.
Por tal motivo, el diagndstico definitivo de esta
enfermedad se realiza frecuentemente de forma
post-mortem. No obstante, es fundamental
realizar una identificacion temprana de la CJD
para diferenciarla de otras causas tratables de
demencia rapidamente progresiva’. Para dicho
proposito se han empleado varios biomarcadores
electrofisiolégicos, imagenoldgicos y moleculares
con el fin de sustentar el diagnéstico pre-mortem
de (JD. Entre ellos destacan hallazgos especificos
en el electroencefalograma (EEG), en las imagenes
de Difusidon por Resonancia Magnética Nuclear
(DWI), asi como la medicién de las concentraciones
de algunas moléculas en el liquido cefalorraquideo
(CSF) como la enolasa neurona especifica (NSE),
la proteina tau (T-tau) y la proteina 14-3-3 & El
mayor problema del uso de estos marcadores es
que tienen una alta especificidad pero una baja
sensibilidad y los hallazgos provistos por estas
pruebas también pueden ser observados como
resultado de otros trastornos neuroldgicos®.

En este contexto, ha surgido una creciente
necesidad por contar con estudios y herramientas
diagndsticas que permitan la identificacion in
vivo de la proteina PrP> en muestras bioldgicas
de pacientes con CJD, con el fin de tener un alto
grado de certeza acerca del diagnostico y poder
establecer medidas terapéuticas y preventivas

en el paciente vivo, asi como para otorgar un
buen asesoramiento médico a sus familiares. Los
esfuerzos recientes han resultado en el desarrollo
de nuevas tecnologias moleculares que permiten
detectar cantidades minimas de PrP> en muestras
obtenidas de diversos sitios anatémicos para
confirmar el diagnostico pre-mortem de CJD con
una alta sensibilidad y especificidad. El objetivo
de la presente revision narrativa es abordar de
manera general los aspectos clinicos y moleculares
mas relevantes de la enfermedad y discutir la
utilidad de las nuevas herramientas para su uso
en el contexto clinico, las cuales sin duda tendran
una gran influencia y marcaran una nueva era en el
diagndstico, tratamiento y vigilancia epidemiolégica
de ésta y otras formas de encefalopatias
espongiformes humanas.

El espectro clinico-molecular de la enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob es una
condiciéon Unica que puede ocurrir como una
patologia esporadica (sCJD), familiar (fCJD),
contagiosa (vCJD) o iatrogénica (iCJD), dependiendo
del mecanismos subyacente'. Cada una de éstas
formas posee sus propias caracteristicas clinicas
que difieren especialmente en la edad a la que se
presentan las manifestaciones neurolégicas y en el
tiempo entre el inicio de los sintomas y la muerte. La
forma esporadica es responsable del 85 a 90% de
todos los casos de CJD°. Esta variante es resultado
de la aparicion espontanea y la acumulacion de la
proteina PrP>c en el cerebro lo cual causa muerte
neuronal y pérdida de tejido cerebral en diferentes
areas del encéfalo’. Dicha proteina es una version
anémala de la proteina pridnica normal (PrP%) que
adopta un plegamiento alternativo®.

La PrP¢ es una proteina de 209 aminoacidos
que esta anclada a la superficie de las neuronas
mediante un enlace al fosfolipido de membrana
glicofosfatidilinositol, en donde juega un
importante papel en varias funciones celulares'. El
gen de PrP¢, denominado PRNP, se encuentra en el
cromosoma 20 y su secuencia genética determina
que dicha proteina normalmente tenga una
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estructura caracterizada por una region C-terminal
rica en a-hélices, proveyéndole las caracteristicas
fisicoguimicas  de ser monomérica, soluble vy
sensible a proteasas''?. Sin embargo, diversas
alteraciones presentes en las diferentes formas
clinicas de CJD conducen alaproteina PrP¢a adquirir
un plegamiento anémalo convirtiéndose en PrP>, la
cual se caracteriza por una ganancia de estructuras
de Iaminas B'%. En los casos de f(JD se conoce
que un amplio rango de mutaciones autosémicas
dominantesenelgenPRNPhacemassusceptibleala
proteina PrP¢ a adquirir un plegamiento alternativo,
mientras que en las formas iCJD y vCJD, la proteina
pridnica anormal PrP> se transmite de persona
a persona a través del consumo de alimentos
contaminados o la exposicion iatrogénica a tejido
nervioso infectado''#, respectivamente. Una vez
en el cerebro, PrP> induce su propia replicacién y
propagacion al servir de molde para la conversion
y mal plegamiento de PrP¢'?. Por otro lado, en el
caso especifico de la forma esporadica de CJD se
desconoce la causa de la conversion espontanea de
PrP<en PrP>, pero un fallo en los mecanismos que
controlan el plegamiento de las proteinas podria
estar implicado'. El proceso que lleva a la pérdida
de tejido cerebral se relaciona por un lado con el
efecto toxico directo de los agregados amiloideos
de PrP*¢ en las neuronas y en segundo lugar a la
pérdida de las funciones normales que desempefia
la proteina PrP¢ ¢,

Clinicamente la mayoria de los pacientes con
(D, especialmente con la forma esporadica, se
presentan con la triada compuesta por demencia
rapidamente progresiva, mioclonfas y descargas
periddicas en el EEG. Sin embargo, un amplio
rango de caracteristicas clinicas pueden estar
presentes al inicio de la enfermedad incluyendo
signos piramidales, extrapiramidales, ataxia, signos
cerebelares, sintomas psiquiatricos, alteraciones
visuales, desérdenes del suefio, sintomas
sensoriales y un deterioro cognitivo que culmina
en un estado de mutismo acinético. Dependiendo
de la manifestacion neuroldgica mas prominente
varias formas clinicas de sCJD han sido descritas,
entre ellas la forma visual (de Heidenhain), taldmica,

cerebelar o ataxica, mioclénica, amiotrofica vy
panencefalica’’?'. Recientemente se ha podido
relacionar dicha variabilidad clinica con aspectos
genéticos y moleculares de la proteina PrP>. De
hecho, hoy en dia se sabe que polimorfismos de
metionina (M) y valina (V) en el codén 129 del gen
PRNP, junto con el estado de glucosilacion de dicha
proteina, identificado por sus varios patrones
diferentes de movilidad en geles de electroforesis
después de su digestion con proteasas (patrones
tipo 1 a 4), ayudan a clasificar a los pacientes
en diversos fenotipos que se correlacionan en
cierto grado con las variables clinicas descritas
en el pasado. Para hacer mas facil el estudio de la
enfermedad dichos fenotipos han sido agrupados
en tres grandes categorias: a) formas cognitivas de
sCID (MM1, MV1, MM2, W1); b) formas atéxicas de
sCJD (W2, MV2); ¢) otros tipos no CJD (patrones de
movilidad 3y 4 para insomnio esporadico fatal [sFI]
y VPSPr, respectivamente)® ?#%%, Lo anterior revela
que las diferentes clases de PrP* determinadas
por polimorfismos genéticos y patrones de
glucosilacion causan alteraciones neuroldgicas
distintas, es decir, el fenotipo del sujeto depende
en cierto grado de la estructura molecular de la
proteina PrP*c implicada, lo cual justifica y hace
indispensable la caracterizacion molecular de cada
caso.

Abordaje diagnostico actual

La identificacion de un individuo con alguna
forma de (D sigue siendo un reto diagnostico
debido a su baja incidencia, lo cual genera un
pobre grado de sospecha entre los médicos.
Asi mismo, las manifestaciones clinicas tan
inespecificas pueden llevar al clinico a confundir
el cuadro con otros desérdenes neuroldgicos que
también se caracterizan por un deterioro cognitivo
rapidamente progresivo, incluyendo la demencia
con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal,
meningoencefalitis viral, bacteriana, parasitaria o
autoinmune (por ejemplo encefalitis de Hashimoto,
encefalitis limbica), degeneracién corticobasal,
paralisis supranuclear progresiva, encefalomielitis
paraneoplasica y demencia vascular’. De la misma
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manera, algunas variantes de la enfermedad de
Alzheimer pueden progresar de forma rapida y
ser confundidas con CJD#*. Ademas, un aspecto
que dificulta aun mas el diagndstico clinico es el
hecho de que se trata de un trastorno que puede
ocurrir en diferentes formas como se menciond
antes, y que incluso la sCJD ha sido categorizada
en diferentes fenotipos, cada uno con sus
propias caracteristicas especificas, las cuales
difieren en la edad al inicio de la enfermedad, la
duracion de la misma, los hallazgos neuroldgicos
mas prominentes e incluso la sensibilidad de
algunas herramientas diagndsticas para detectar
dichos fenotipos'.

El abordaje inicial para un paciente con probable
CJD debe ser similar al empleado para valorar a
cualquier individuo con deterioro cognitivo y debe
incluir un interrogatorio completo investigando
antecedentes de cuadros similares en familiares
de primer grado, alcoholismo, toxicomanias vy
antecedentes de exposicion laboral a sustancias
neurotdxicas o metales pesados, antecedentes
personales de insuficiencias renal, hepatica,
eventos vasculares cerebrales, conductas de
riesgo para adquirir la infeccion por virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y convivencia
con animales. Lo anterior debe ser seguido por un
examen fisico general y neurolégico asi como una
evaluacion neuropsicoldgica aplicando pruebas
cognitivas validadas, aunque muchos pacientes
con (JD acuden en un estado tan grave de
deterioro cognitivo que la mayoria de las veces no
es posible realizar dicha evaluacion. Los estudios
iniciales de laboratorio deben ayudar a descartar
otras causas de deterioro cognitivo incluyendo
biometria hematica, pruebas de funcidn tiroidea,
hepatica y renal, pruebas para detectar infeccion
por VIH, niveles séricos de vitaminas B, folatos,
estudios  toxicoldgicos, pruebas moleculares
y microbiolégicas en LCR para descartar
neuroinfeccion, asi como reactantes de fase aguda

y auto-anticuerpos para evaluar la posibilidad de
autoinmunidad®.

Las imagenes cerebrales son fundamentales
para descartar enfermedad cerebrovascular,
metastasis cerebrales o tumores primarios del
sistema nervioso central. La resonancia magnética
nuclear (RMN) es una prueba de gran utilidad
y ha mostrado ser el mejor estudio diagnéstico
para la identificacion clinica pre-mortem de un
sujeto con (JD, especialmente aquellos con la
forma esporadica. Dicho valor diagnostico de la
RMN es debido a las mejoras recientes en las
imagenes por DWI, en las cuales se deben observar
al menos tres hiperintensidades no contiguas
en la corteza cerebral o los nucleos basales®'=2.
Asi mismo, un compromiso del talamo posterior
apoya el diagnoéstico de vCJD (signo del pulvinar)®.
Por otro lado, el EEG muestra complejos punta-
onda ftrifasicos periddicos (PSWC) con actividad
lenta difusa de fondo, los cuales son observados
con méas frecuencia en individuos con sCJD en sus
etapas intermedias a tardias™.

De la misma forma, se han empleado los niveles
en LCR de las proteinas NSE, T-tau y 14-3-3 como
biomarcadores para mejorar la precision del
diagnostico pre-mortem de CJD? El fundamento
de su uso es que al ser proteinas intracelulares
que se liberan al medio extracelular con la pérdida
de la integridad de la membrana neuronal, un
aumento en sus concentraciones en el LCR podrian
traducir dafio neuronal (ver Figura 1), aungue un
problema importante es que las elevaciones en los
niveles de dichos biomarcadores pueden ocurrir
de forma inespecifica y por diferentes causas que
condicionen muerte de neuronas. Es por ello que
su valor radica en su empleo en los contextos
clinicos correctos. Ademas, estos biomarcadores
tienen una alta especificidad pero baja sensibilidad
y su utilidad puede diferir incluso dependiendo de
la variante clinica de CJD®. Esta es la misma situacion
para los hallazgos descritos en la DWI.
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Figura 1. Bases moleculares del uso de biomarcadores en liquido cefalorraquideo LCR para el
diagnostico de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

A) La conversion de PrP¢ en la forma mal plegada PrP>c dentro del cerebro lleva a la acumulacion
toxica de ésta Ultima, causando la pérdida de tejido nervioso en distintas regiones del cerebro.
B) Las neuronas en proceso de muerte liberan al medio extracelular diferentes proteinas
estructurales y funcionales que se acumulan en el LCR. Q) Las diferentes moléculas liberadas
hacia el LCR, entre las que se encuentran la enolasa neurona especifica, la proteina T-tau vy la
proteina 14-3-3, son empleadas como biomarcadores indirectos de muerte neuronal y en el
contexto de signos y sintomas sugestivos de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob un incremento
en su concentracion en LCR por encima de un punto de corte especifico puede apoyar el
diagnostico. No obstante, una limitacion de éste enfoque es que no permite detectar de forma
directa a la proteina PrP> y que pueden ocurrir elevaciones inespecificas de los biomarcadores
empleados de forma secundaria a otras causas de pérdida de neuronas.

confirmacion  definitiva de D  requiere
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inmunohistoquimico y Western blot de tejido cerebral

forzosamente la demostracion de la presencia de la
proteina PrP> en el sistema nervioso central asociada
a cambios neuropatoldgicos como  astrogliosis,
pérdida neuronal, degeneraciéon espongiforme
y vacuolizacién del neuropilo, lo cual se realiza
frecuentemente mediante andlisis histopatoldgico,

obtenido de biopsias o autopsias cerebrales®. No
obstante, para mejorar la vigilancia epidemioldgica
de la misma, y dada la creciente disponibilidad de las
pruebas diagndsticas mencionadas previamente, los
Centros para el Controly Prevencion de Enfermedades
(CDC) han modificado criterios diagndsticos que
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fueron empleados para clasificar cada caso de
acuerdo al grado de probabilidad de enfermedad
basados en las caracteristicas clinicas y los resultados
de otros estudios de laboratorio® *. Lo anterior ha
brindado la oportunidad a los clinicos de realizar
mejores abordajes diagnosticos y clasificacion
de los sujetos con sospecha de padecer (D.

Enlatabla 1 se muestra la sensibilidad y especificidad
de los diferentes biomarcadores electrofisioldgicos,
imagenoldgicos y moleculares utilizados en la
valoracion de pacientes con CJD° Asi mismo, en
la tabla 2 se enlistan los criterios diagnosticos
modificados de los CDC°.

Tabla 1. Sensibilidad y Especificidad de los biomarcadores de CJD.

Biomarcador Sensibilidad (%) Especificidad (%)
PSWC en el EEG 64 91
Proteina 14-3-3 en LCR 50 98
NSE en LCR 53 98
T-tau en LCR 68 95
RMN 98 94
14.3.3 + T-tau en LCR 49 98
NSE + T-tau en LCR 49 98
14-3-3 + NSE en LCR 42 98
*ELISA ultrasensible en sangre 71 100
PQ-CSF 87-97 100
IQ-CSF 97-100 100

*Utilidad demostrada Unicamente en muestras de sangre de sujetos con vCJD.

Nuevas herramientas moleculares para detectar
la proteina PRP*¢ in vivo

ELISA ultrasensible para detectar PrP> en sangre

Dada la escasez de técnicas para detectar in vivo
la presencia de la proteina PrP* en muestras
bioldgicas de pacientes con CJD, se han realizado
diversos esfuerzos alrededor del mundo para
desarrollar nuevas herramientas diagnosticas que
permitan lograr dicho objetivo de una manera poco
invasiva, ya que por largo tiempo se ha dependido
de la disponibilidad de tejido cerebral para su
analisis por técnicas inmunoldgicas el cual debe
ser obtenido por biopsia. Aunque las mayores
concentraciones de dicha protefina que permiten
su detecciéon por métodos convencionales se

encuentran uUnicamente en el cerebro o LCR,
existe evidencia que revela una distribucion
variable de PrPsc en otros tejidos y fluidos distales
al sistema nervioso central, destacando la sangre
especialmente en casos de vCJD¥. Esta forma
de (D es un problema de salud importante
en regiones donde inicialmente se adquirio la
enfermedad por el contacto con la encefalopatia
espongiforme bovina, y desde fechas recientes,
existe preocupacion por la posible transmision
de v(JD a través de transfusiones de sangre y sus
derivados®®*, por lo que se requiere un método
sensible que permitan detectar la presencia del
agente infeccioso en sujetos potencialmente
portadores de la enfermedad. Sin embargo,
una limitante para la identificacion de muestras
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de sangre contaminadas con priones es la baja
concentracion de PrP>y la mayor disponibilidad de
PrPcendichofluido, lo que puede llevar aresultados
falsos negativos o bien a falsos positivos por la
reaccion cruzada de la proteina pridnica normal en
pruebas inmunoquimicas, respectivamente.

De forma convencional, la mayoria de los
inmunoensayos emplean muestras bioldgicas pre-
tratadas con proteasas para eliminar el ruido de
fondo asociado a la presencia de PrP¢, disminuyendo
la reactividad cruzada®. Sin embargo, también se
sabe que la proteina patogénica PrP*, a diferencia
de su contraparte normal, tiene una capacidad
aumentada de unirse a la superficie de ciertos
metales con gran afinidad*#. En este contexto, un
grupo de investigadores liderados por Jackson GS,
ha aprovechado dicha propiedad para generar un
inmunoensayo de absorcion ligado a enzimas (ELISA)
con capacidad para detectar la proteina PrP> en un
rango de sensibilidad de varios ordenes de magnitud
menor a otros ensayos*“, Dicho enfoque se basa en
la captura y enriquecimiento de la proteina anormal
en sangre periférica usando una matriz sélida de
captura optimizada a base de particulas de acero,
que fue resultado de una investigacion extensiva de
un rango amplio de superficies de unidn potenciales,
con el objetivo de evitar la necesidad de tratamientos
proteoliticos. El protocolo después de la captura de
la PrP>cen la matriz de acero es similar al de cualquier
ELISA convencional, adicionando a la muestra un
anticuerpo primario biotinilado dirigido contra la
proteina pridnica, seguido de una incubacién con
avidina acoplada a peroxidasa de rabano y una
solucion sustrato para la reaccion quimioluminicente.
Esta prueba tiene una capacidad de detectar Prp*
en tejido cerebral homogeneizado en diluciones
de hasta 10" y con una sensibilidad de 71.4% vy
especificidad del 100% en muestras de sangre de
pacientes con vCJD. No obstante, el estudio no
detecta PrP*¢ en muestras de sangre de individuos
con la forma esporadica de CJD, quizas debido a la
aln mas baja o nula disponibilidad de la proteina
pridnica en sitios diferentes al sistema nervioso
central en dichos pacientes como resultado de un
mecanismo fisiopatoldgico diferente®

Amplificacion ciclica de proteinas mal plegadas
(PMCA). Para superar la limitante que imponen las
bajas concentraciones de PrP*¢ en ciertas muestras
bioldgicas, algunosinvestigadores han aprovechado
la capacidad de ésta proteina para auto-propagarse,
incluso en condiciones in vitro, mediante un
mecanismo en el que emplea como sustrato a la
forma normal PrP<#. De esta manera la presencia
de una baja cantidad de PrP> en una muestra
puede ser detectada mediante la expansion in vitro
de sus concentraciones a niveles mas detectables
por inmunoensayos. Para dicho propdsito, en un
enfoque técnico empleado recientemente llamado
"amplificacién ciclica de proteinas mal plegadas”
(PMCA) se emplean homogeneizados de cerebro o
células como fuente de sustratos de PrP¢ y se les
adiciona la muestra biolégica en donde se quiere
detectar la PrP>, para permitir la auto-propagacion
de ésta Ultima sometiendo la mezcla a ciclos de
sonicacion y reposo. La presencia de PrP* en la
muestra induce la conversion de PrP¢ en mayores
cantidades de PrP*c detectables por Western blot o
inmunoensayo de fibra optica envolvente (SOFIA)*.
En estudios en animales el uso combinado de
PMCA y SOFIA permite detectar PrP* en diluciones
de hasta 10"2#°, As{ mismo, en humanos, algunos
estudios han permitido identificar dicha proteina
en LCR de pacientes con sCJD y orina de sujetos
con v(JD empleando SOFIA y Western blot como
métodos de deteccidon, respectivamente®’C,
No obstante, en la orina de individuos con
sCJD no ha sido posible obtener resultados
positivos empleando la prueba PMCA, reflejando
nuevamente que los niveles de PrP> en sitios
distantes al cerebro son extremadamente bajos
dada la aparicién espontanea de ésta proteina en
el sistema nervioso central sin diseminarse en gran
medida a la periferia®.

Conversién en tiempo real inducida por
agitaciones (RT-QulC). Esta técnica también se
basa en la capacidad de PrP>¢ para auto-propagarse
in vitro. Sin embargo, a diferencia de la técnica
PMCA, la prueba RT-QulC emplea diferentes
sustratos recombinantes obtenidos de bacterias a
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las que se les ha insertado el gen de la proteina
PrP¢, permitiendo asi una mayor disponibilidad de
dicho sustrato para realizar una mayor cantidad de
pruebas sin necesidad de depender de la obtencion
de homogeneizados de cerebro o células™
Ademas, la conversion de PrPt en PrP* se realiza
mediante ciclos de agitacion permitiendo la
interaccion entre la muestra bioldgica y el sustrato
en presencia de un marcador fluorescente llamado
tioflavina T. La tioflavina T es una molécula que
emite fluorescencia y es empleada como indicador
de la presencia de agregados de proteinas mal
plegadas, debido a que cuando ésta se une
a estructuras ricas en laminas 3 emite mayor
cantidad de fluorescencia y su espectro de emision
vira hacia el color rojo*. Las presencia de PrP* en
las muestras procesadas en dichas condiciones es
finalmente detectada en un lector de fluorescencia.
Enuninicioy conlaintencion de determinar el valor
diagndstico de la prueba RT-QuIC, se realizaron
algunos estudios con muestras de LCR de pacientes
con (JD. Los primeros ensayos se basaron en el uso
de sustratos recombinantes de proteina pridnica
de hamster o humano cuya longitud era mayor
en términos de su cadena de aminoacidos (desde
el residuo 23 hasta el 231). En estos trabajos se
observaron rangos de sensibilidad y especificidad
variables (87-97% y 97-100%, respectivamente) y
todos ellos emplearon diferentes modificaciones
de la técnica difiriendo en las condiciones de
reaccion con temperaturas de 37°C a 42°C en
ausencia de detergentes®'~*. A la técnica empleada
en este primer grupo de estudios se le denomind
ensayo RT-QuIC de primera generacion o PQ-CSF.

No obstante, una mejora en el protocolo de la
técnica en la que se usa como nuevo sustrato
a una forma truncada de la proteina pridnica
de hamster (residuos 90-231) y se emplean
temperaturas de incubacion de 55°C en presencia
del detergente duodecil sulfato de sodio (SDS) a
una concentracion del 0.002%, ha resultado en
un incremento en la sensibilidad de la prueba y

en una reduccién en los tiempos de realizacion
de la misma comparada con los ensayos PQ-CSF
(5 dias vs 4-24 horas)*®. La utilidad de esta nueva
generacion de RT-QuIC denominada IQ-CSF ha
sido evaluada en tres estudios recientes en los que
se analizaron muestras de LCR y mucosa olfatoria
de mas de 400 pacientes con CJD y otras formas
de encefalopatia espongiforme, asi como en 268
controles, observandose un incremento en la
sensibilidad de hasta el 97-100% y conservando un
100% de especificidad®*=°. Sin embargo, la utilidad
de la prueba IQ-CSF es menor para detectar la
presencia de PrP* en muestras bioldgicas de
sujetos con formas menos frecuentes de CJD vy
otras variantes de encefalopatias espongiformes,
ya que tiene un sensibilidad sub-6ptima en casos
de sCJD con patrén de movilidad tipo 2°°, mientras
que los ensayos RT-QuIC PQ-CSF han mostrado ser
muy Utiles en casos de GSS'y FFI°",

Retos y perspectivas

Los diferentes estudios realizados para determinar
la utilidad diagndstica de las pruebas aqui descritas,
cuyo fundamento molecular se ilustra en la figura
2, si bien constituyen una fuente invaluable de
evidencia a favor de su uso en el contexto clinico
de las encefalopatias espongiformes, también
revelan algunas limitaciones y retos que deben
ser superados con el fin de mejorar y expandir las
ventajas ofrecidas por éstas nuevas herramientas.
Particularmente en el caso de la deteccion de
PrPsc en muestras de sangre de sujetos con
CJD mediante el uso de ELISA ultrasensible, un
problema importante resulta ser su nula utilidad
diagnostica en casos de la forma esporadica de la
enfermedad”*“¢, que como ya se menciond, puede
ser debida a la baja concentracion de la proteina
pridnica anormal en tejidos periféricos. Asi mismo,
pese al enriquecimiento de PrP> mediante el
uso de una matriz de unién a base particulas de
acero, dicha prueba tiene una baja sensibilidad en
sujetos con la forma vCJD* “. En este contexto, es
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Tabla 2. Criterios modificados por los CDC para el diagnéstico de CJD

Analisis histopatoldgico y/o inmunohistoquimica y/o confirmacion de PrPSc

CJD esporadica | Definitivo proteasa resistente mediante Western blot.

Demencia rapidamente progresivay al menos dos de las siguientes caracteristicas:
1.Mioclonias

2.Signos visuales o cerebelares

3.Signos piramidales/extrapiramidales

4.Mutismo acinético

+ un resultado positivo en alguna de las siguientes pruebas:

Probable + un EEG tipico (PSWC) durante un cuadro de cualquier duracion y/o,

+ un resultado positivo en la prueba de 14-3-3 en LCR en pacientes con duracion
de la enfermedad menor a 2 afios

+ Sefial anormal en nicleo caudado/putamen en DWI o en recuperacion por
inversion atenuada de fluidos (FLAIR)

+ ningun estudio de rutina que indique un diagndstico alternativo.

Demencia rapidamente progresivay al menos dos de las siguientes caracteristicas:
5.Mioclonfas

6.Signos visuales o cerebelares

7.Signos piramidales/extrapiramidales

8.Mutismo acinético

Posible . ' o .
+resultados negativos en las pruebas de laboratorio que clasificarian al paciente
como "probable”

+ duracién de la enfermedad menor a dos afios
+ ningun estudio de rutina que indique un diagndstico alternativo.
D Sindrome cerebelar progresivo en un receptor de hormonas pituitarias humanas
troaénica de origen cadavérico o sCJD con un factor de riesgo de exposicion conocido,
9 por ejemplo antecedente de neurocirugia con implante de duramadre.
CJD definitiva o probable + CJD definitiva o probable en un familiar de primer
CJD familiar grado y/o un desorden neuropsiquiatrico + una mutacion especifica en el gen

PRNP
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Figura 2. Nuevas técnicas moleculares para la deteccién de priones en muestras biolégicas de pacientes
con enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
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A) Fundamento de latécnica de ELISA ultrasensible para detectar PrP>cen sangre. B)Técnica de amplificacion
ciclica de proteinas mal plegadas (PMCA). C) Conversion en tiempo real inducida por agitaciones (RT-QuIC).
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posible que ambos problemas puedan resolverse
mediante la expansion in vitro de las cantidades
de proteina pridnica presente en la sangre
empleando sustratos de PrP¢, tal y como se realiza
en los ensayos de PMCA y RT-QuIC. Sin embargo,
un inconveniente que dificultaria la realizacion
de éstas dos Ultimas pruebas en muestras de
sangre es que diferentes componentes del plasma
inhiben las reacciones que llevan a la conversion
de PrP¢ en PrP>>* por lo que dicho procedimiento
podria resultar en una cantidad importante de
falsos negativos. Si bien este problema podria ser
resuelto por el enriquecimiento previo basado
en la capacidad de unién de la proteina priénica
anormal a algunos metales, dicha propiedad
también la poseen otros elementos del plasma
cuya capacidad de inhibicion de las reacciones de
conversion in vitro en pruebas de PMCA y RT-QuIC
no ha sido explorada.

Al respecto, algunos investigadores han tratado
de superar dicho obstaculo mediante el uso de
otros métodos de purificaciéon de la proteina
PrP> en muestras de sangre para su posterior
deteccién por ensayos de amplificacion mediante
conversion de sustratos. Un estudio realizado
con homogeneizados de cerebro de pacientes
con vCJD diluidos en plasma asi como con
sangre de animales infectados con priones, ha
demostrado que la inmunoprecipitacion seguida
de RT-QulIC PQ-CSF es una herramienta potencial
para detectar cantidades minimas de PrP* en
sangre®’. Este trabajo se llevo a cabo antes de
que se realizaran las mejoras que llevaron al
surgimiento de las pruebas de RT-QuIC 1Q-CSF,
por lo que el potencial de obtener resultados aun
mas favorables empleando herramientas cada vez
mas eficientes justifica la realizacion de nuevos
estudios similares en humanos. No obstante los
hallazgos hechos hasta ahora abren una puerta de
oportunidad para poder mejorar el diagndéstico de
diferentes variantes de (JD, incluso de aquellas en
las que la cantidad de proteina priénica anormal
en sitios diferentes al sistema nervioso central
es baja, lo cual se traducirfa en métodos menos

invasivos para realizar el diagndstico, en una mejor
vigilancia de la enfermedad y en un menor riesgo
de transmision por transfusiones especialmente
en el caso de v(JD.

Por otro lado, pese a que el advenimiento de las
pruebas de deteccion de priones en muestras de
LCR y mucosa olfatoria mediante la conversion in
vitro de sustratos de PrP¢ en PrP>c ha sido quizas
el mayor avance en investigacion traslacional en
el area de las encefalopatias espongiformes, aun
hay algunas limitaciones en el uso de herramientas
moleculares como la PMCA y RT-QuIC. En primer
lugar, parece ser que las ventajas ofrecidas por
la RT-QuIC desplazaran a la PMCA sin que ésta
Ultima haya sido empleada de forma extensa en el
contexto clinico. Lo anterior es debido a que para
realizar una prueba de PMCA se requiere contar
con tejido nervioso o una linea celular que sirva
como sustrato para la conversion in vitro inducida
por PrP>, lo cual es metodoldgica y logisticamente
complicado para la mayoria de los laboratorios
clinicos, especialmente aquellos en paises
subdesarrollados. Asi mismo, la expansiéon en la
cantidad de moléculas infecciosas de PrP* durante
ensayos de PMCA representa un peligro potencial
para el personal que realiza las pruebas, una
situacion que hasido superada por la prueba de RT-
QuIC, cuyos productos no resultan ser infecciosos
al ser inoculados en animales de experimentacion.
Asi mismo una desventaja de la PMCA es que
los resultados que provee no posibilitan hacer
un analisis cuantitativo que permita generar
correlaciones o predicciones. Sin embargo, su
uso podria seguir siendo de gran relevancia en el
ambito de la investigacion basica ya que permite
recrear y analizar in vitro las condiciones en las
que ocurre la expansion de la proteina PrP>
en el cerebro. Un ejemplo de ello es un estudio
reciente que ha podido reproducir y evaluar in
vitro el tropismo que tienen las diferentes formas
de PrP>c por afectar ciertas regiones del tejido
cerebral y la influencia que ejercen otros factores
regionales y moleculares en dicho proceso usando
homogeneizados de varias regiones del cerebro y
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exponiéndolos a priones provenientes de pacientes
con diferentes formas clinicas de la enfermedad®.
Los ultimos trabajos con RT-QulC 1Q-CSF han
mostrado que ésta prueba posee la mayor
sensibilidad y especificidad nunca antes descrita
para un estudio de diagndstico pre-mortem
de CJD, por lo que debera ser incluida en las
proximas revisiones y modificaciones de los
criterios diagndsticos actuales. No obstante,
quizas la Unica limitacién de los recientes
trabajos enfocados en la utilidad de ésta prueba
es que la mayoria de los sujetos incluidos en los
analisis se encontraban en la fase sintomatica de
la enfermedad, por lo que el potencial del ensayo
de RT-QuIC 1Q-CSF para la deteccion de pacientes
en etapas preclinicas sigue siendo desconocido.

Finalmente, otras enfermedades neurodegenerativas
cuyo sustento fisiopatoldgico también se encuentra
en la autopropagacién de formas andmalas de
diferentes proteinas, podrian ser diagnosticadas
empleando ensayos similares a las pruebas que
inicialmente han sido desarrolladas para detectar
la conversion in vitro de PrP“en Prp>c ¢4,
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