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Resumen

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs), o enfermedades pridnicas, son enfermedades neu-
rodegenérativas que afectan tanto a los animales como al hombre, siendo el scrapie el modelo proto-
tipo de este grupo de enfermedades. Los mecanismos especificos de la patogenia asociada a las EETs no
se conocen en profundidad. Las herramientas gendémicas podrian ayudar a la aclaracién de algunos de
los mecanismos moleculares de la patologia de estas enfermedades, comparando el nivel transcripcio-
nal entre individuos sanos y enfermos. Asimismo, podrian permitir la identificacion de moléculas ttiles
para el diagnéstico y dianas terapéuticas en las EETs y otras enfermedades neurodegenerativas. Hasta el
momento, los trabajos realizados han detectado multitud de potenciales biomarcadores a nivel génico.
Estos genes codifican proteinas implicadas en el metabolismo lipidico, proteasas, inhibidores de proteasa
y chaperonas. Sin embargo, los genes que han llegado a confirmarse como biomarcadores especificos para
las EETs son muy pocos. Otras aproximaciones moleculares, como la protedmica, la secuenciacion masiva
o la PCR cuantitativa, se han utilizado con los mismos fines. En este trabajo se revisan los resultados ob-
tenidos hasta el momento. La busqueda de nuevos biomarcadores asociados a las EETs sigue siendo ne-
cesaria, principalmente en los hospedadores naturales de la enfermedad. Hasta el momento, la mayo-
ria de los estudios se han realizado en ratones como modelos de EETs, pero el conocimiento del genoma
de hospedadores naturales como el ovino permite aplicar la gendmica en estas especies.
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Abstract
Biomarkers associated with scrapie and other transmissible spongiform encephalopathies

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), or prion diseases, are neurodegenerative diseases that
affect animals and humans, being scrapie the prototype disorder for this group of diseases. The specific
mechanisms of pathogenesis associated with TSEs are not well understood. Genomic tools could assist
in clarifying some of the molecular mechanisms of the associated pathology, comparing the transcrip-
tional level between healthy and infected individuals. Moreover, it could allow the identification of mol-
ecules for diagnostic and for therapeutic targets in TSEs and other neurodegenerative diseases. So far,
the studies developed have identified many potential biomarkers at the genetic level. These genes en-
code proteins involved in lipid metabolism, proteases, protease inhibitors and chaperones. However, the
genes confirmed as specific biomarkers for TSEs are very few. Other molecular approaches, as proteomics,
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next generation sequencing or quantitative PCR, are used for the same purposes. In this study the re-
sults obtained so far are reviewed. The identification of new biomarkers associated with TSEs is still nec-
essary, especially in the natural hosts of these diseases. Most studies have been conducted in mice as
animal models of TSEs, but the knowledge of the genomes of natural hosts, such as ovine, makes pos-

sible the use of genomic tools in these species.

Key words: Prion, models, genomic, proteomic.

Introduccion

El scrapie es una enfermedad neurodegene-
rativa que afecta de forma natural a ovejasy
cabras. El scrapie ovino es la enfermedad pro-
totipo de las encefalopatias espongiformes
transmisibles (EETs) y fue la primera en iden-
tificarse. Esta patologia fue descrita por pri-
mera vez en el afio 1732 en la raza ovina me-
rina (McGowan, 1922) y posteriormente se
ha descrito practicamente en todo el mundo,
siendo una enfermedad endémica en muchos
paises durante décadas. Las EETs, o enferme-
dades pridnicas, se caracterizan por la acu-
mulacién en el sistema nervioso central (SNC)
de la proteina PrP%¢, una isoforma anormal de
una glicoproteina de membrana fisiologica
denominada PrP celular (PrP¢) (Prusiner et al.,
1982). A pesar de que el scrapie ovino se co-
noce desde el siglo XVIII, numerosos aspectos
relacionados con la patogenia y transmisiéon
de esta enfermedad todavia se desconocen.
Ademas, aunque la presencia de la PrP¢ en las
células es necesaria para el desarrollo de las
EETs y su nivel de expresion esta relacionado
con el periodo de incubacion y la progresion
de la enfermedad, la funcién exacta de esta
proteina todavia no se ha esclarecido (Nicolas
et al., 2009; Bremer et al., 2010; Coleman et
al., 2012). La PrP5¢ se acumula principalmente
en las células del SNC, y en menor medida en
otras células de tejidos periféricos como las
del sistema linforeticular (SLR) (Andreoletti et
al., 2000). Hasta hoy, la proteina anormal Prp
es el inico componente conocido del agente
causal de las EETs y su presencia en los tejidos
de los individuos afectados por las EETs se uti-

liza como el Unico marcador de la presencia y
distribucién de la infectividad (Aguzzi y Falsig,
2012).

El impacto de las EETs animales es doble, en
primer lugar por el caracter zoonético de al-
guna de ellas y en sequndo por el impacto
econdémico sobre la produccion animal. A pe-
sar de que el scrapie es endémico desde hace
muchas décadas en distintos paises, nunca se
ha descrito su transmision a humanos. Sin
embargo, la encefalopatia espongiforme bo-
vina (EEB) se ha asociado con la variante de
la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (VEC))
en la especie humana. A partir del descubri-
miento de la VECJ se incrementé la preocu-
pacion mundial acerca de la seguridad ali-
mentaria y la salud publica. Ademas, las EETs
animales han causado enormes pérdidas eco-
némicas. Desde el principio de la epidemia de
la EEB (1986), se han sacrificado millones de
animales de las especies bovina y ovina y el
embargo de la importacién de carne proce-
dente de los paises afectados ha costado mi-
les de millones de euros.

Desde el comienzo de la crisis alimentaria pro-
vocada por la EEB se han realizado notables
esfuerzos para desarrollar métodos sensibles
de deteccidon de los agentes causantes de la
enfermedad, para asi controlar la propaga-
cién de las EETs humanas y animales. La ma-
yoria de las pruebas de diagnéstico de las
EETs disponibles se basan en la deteccién di-
recta de la forma resistente a la digestion con
proteinasa K (PK) de la proteina prion (PrPc)
en el SNCy en el SLR. Aunque las metodolo-
gias para el diagnostico postmortem del
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prion se consideran sensibles y especificas, el
uso de la PrP>¢ como biomarcador eficaz de
diagnoéstico antemortem en la fase precli-
nica de la enfermedad se considera imposi-
ble, debido a que la presencia de la PrP%¢ es
minima en tejidos accesibles o fluidos corpo-
rales (sangre, orina, saliva y liquido cefalo-
rraquideo (LCR) (Gough y Maddison, 2010).
Ademas, recientemente se han descubierto
nuevas isoformas patoldgicas de PrP que son
sensibles a PK, y que pueden ejercer un papel
importante en la patogénesis de algunas en-
fermedades pridnicas y no son detectables
por los métodos diagnésticos actuales (Gam-
betti et al., 2008). Por lo tanto, las pruebas
convencionales pueden mostrar una discor-
dancia significativa entre las cantidades de-
tectables y reales de la proteina prién que
genera la infeccion (Andreoletti et al., 2012).
En consecuencia, se requiere el desarrollo de
nuevas pruebas de diagnostico que no se ba-
sen exclusivamente en la determinacion de
PrP>¢y la digestion con PK. Ademas, dada la
situacion actual de las enfermedades prioni-
cas, un test para diagnosticar la ECJ en su fase
inicial aumentaria considerablemente las po-
sibles estrategias de tratamiento de la enfer-
medad. Otro reto para el diagnéstico y la vi-
gilancia de estas enfermedades es el control
de las transfusiones de sangre (Andreoletti et
al., 2012) durante el largo periodo de incu-
bacion de las enfermedades priénicas, que
puede durar meses o afos (hasta 40 afios).

Segun Huzarewich et al. (2010), un biomar-
cador se define como una sustancia discrimi-
nante que puede ser medida objetivamente
y que se utiliza como un indicador de proce-
sos bioldgicos o patogénicos, o bien de res-
puesta farmacolégica a un tratamiento tera-
péutico. Pueden considerarse biomarcadores
desde parametros fisicos (temperatura o pre-
sion arterial), imagenes de lesiones patolo-
gicas hasta la presencia de moléculas biolo-
gicas en tejidos y fluidos corporales. Desde
hace ya tiempo se ha perseguido la identifi-
cacién de biomarcadores distintos a la PrP>¢
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como herramientas para el diagnéstico de
enfermedades pridnicas. La mayoria de los
biomarcadores descritos hasta el momento,
se detectan en un estado avanzado de la en-
fermedad. Un biomarcador ideal seria aquel
capaz de diagnosticar todos los tipos de EETs,
asi como los individuos que se encuentren en
estados preclinicos de la infeccion.

Las tecnologias “6micas” (genémica y prote-
omica) constituyen unas herramientas muy
utiles para identificar potenciales biomarca-
dores para diagnéstico, asi como aquellos que
permitan seqguir la progresién de la enferme-
dad, y otros para determinar los potenciales
riesgos de su transmision (Huzarewich et al.,
2010). Estas tecnologias se estan haciendo
cada vez mas accesibles a los laboratorios de
investigacién y diagnéstico. El uso de microa-
rrays (Ness, 2007) o la secuenciacién masiva del
transcriptoma (Mortazavi et al., 2008; Rosen-
kranz et al., 2008; Wilhelm et al., 2008) per-
miten comparar los niveles de expresién gé-
nica global entre muestras de individuos
enfermos y sanos, o entre diversos estadios de
la enfermedad, para asi poder determinar ge-
nes implicados en estas patologias y posibles
biomarcadores. Por su parte, las técnicas de
captura por laser, marcaje fluorescente de sa-
turacién y espectrometria de masas estan
siendo utilizadas para la deteccién de bio-
marcadores proteicos (Wilson et al., 2005).

Ademas de la busqueda de biomarcadores in-
dicativos de la presencia de enfermedad, del
estado de la misma o de su respuesta a tra-
tamientos, se han realizado importantes es-
fuerzos para determinar marcadores que ex-
pliquen las diferencias entre individuos en
cuanto a la susceptibilidad a estas enferme-
dades. Se conoce que ciertos polimorfismos
del gen de la proteina prion (PRNP) influyen
en la susceptibilidad a estas enfermedades en
las especies humana (Aguzzi, 2006) y ovina
(Hunter, 2007). Sin embargo, las variaciones en
este gen sélo explican parte de la variacién ge-
nética existente en las EETs (Diaz et al., 2005).
Se han realizado analisis genémicos en busca
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de otras variantes génicas que puedan expli-
car parte de esta diferencia individual en
cuanto a susceptibilidad o periodo de incuba-
cién de estas enfermedades, descubriéndose
QTLs (Quantitative Trait loci) o genes candi-
datos (Stephenson et al., 2000; Moreno et al.,
2003; Mead et al., 2009). Estos estudios de ge-
némica estructural se han basado funda-
mentalmente en el analisis de polimorfismos
del DNA distribuidos a lo largo del genoma,
marcadores microsatélites o SNPs (polimor-
fismo de nucleétido simple); y en el estudio
de ligamiento o asociacion (GWAS: Genome
wide association studies) de estos polimorfis-
mos con la susceptibilidad o el periodo de in-
cubacién de estas patologias.

Finalmente, la combinacién de los estudios
de gendmica estructural y funcional estan per-
mitiendo la identificacién de eQTL (expres-
sion quantitative trait loci) o loci que regulan
los niveles de expresion génica. Como la abun-
dancia de un transcrito puede estar modifi-
cada por polimorfismos en los elementos re-
guladores del gen que se expresa (Nicolae et
al., 2010), la combinacién de los microarrays
de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs)
con microarrays de expresion permite la iden-
tificacién de eQTL o mutaciones que estan re-
gulando, especialmente en cis, la expresion de
genes localizados en regiones QTL asociadas
a la susceptibilidad de la enfermedad en es-
tudio (Cookson et al., 2009; Gamazon et al.,
2010; Nicolae et al., 2010).

Segun las fuentes consultadas, todavia no exis-
ten trabajos de este tipo en el campo de las
enfermedades pridnicas, aunque se han de-
terminado eQTLs en otras enfermedades
neurodegenerativas como la forma espora-
dica de ELA (Esclerosis Lateral Amiotrofica)
(Diekstra et al., 2012). Aunque no a nivel ge-
némico, si que se han estudiado polimorfis-
mos en genes candidatos que podrian regular
el periodo de incubacién o la susceptibilidad
de estas patologias (Grizenkova et al., 2010;
Lloyd et al., 2010).
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Biomarcadores para las EETs y otras
enfermedades neurodegenerativas

Se han realizado pocos estudios sobre los
cambios de los perfiles de expresién génica
en tejidos procedentes de individuos afecta-
dos de forma natural por EETs, como el scra-
pie ovino (Cosseddu et al., 2007; Filali et al.,
2011; Filali et al., 2012), la EEB (Khaniya et al.,
2009), la EDC (Basu et al., 2012) o la ECJ hu-
mana (Xiang et al., 2005). Las prionopatias
naturales han sido poco estudiadas debido a
la rareza de los casos humanos, los problemas
de heterogeneidad de muestras generadas
en ambitos naturales de las distintas enfer-
medades y la facilidad que supone el trabajo
en roedores en comparacién con los grandes
animales. En los estudios gendmicos realiza-
dos en la enfermedad natural se han obser-
vado cambios transcripcionales que sefalan
alteraciones en vias de la funciéon neuronal,
incluyendo el ciclo celular, la muerte celular
y la respuesta al estrés.

Por el contrario, se han realizado una impor-
tante cantidad de andlisis genémicos, princi-
palmente en tejido nervioso, en modelos mu-
rinos adaptados a las enfermedades pridnicas,
incluyendo la ECJ, el scrapie y la EEB (Dandoy-
Dron et al., 1998; Booth et al., 2004b; Brown
et al., 2004; Riemer et al., 2004; Xiang et al.,
2004; Skinner et al., 2006; Sorensen et al.,
2008; Guillerme-Bosselut et al., 2009; Tortosa
et al., 2011). Estos estudios han revelado al-
teraciones generalizadas de multiples vias ce-
lulares que se correlacionan con la aparicién
de la patologia asociada a la enfermedad.
Estos cambios incluyen, entre otras, modifi-
caciones de genes implicados en la homeos-
tasis del colesterol, la regulacion de la apop-
tosis, la respuesta al estrés y la homeostasis de
iones metalicos. El patrén mas consistente ob-
servado en estos modelos experimentales es la
aparicion de cambios moleculares relaciona-
dos con neuroinflamacién. Este proceso esta-
ria inducido probablemente por el dafio ce-
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lular y la muerte neuronal. Muchos de estos
cambios transcripcionales han sido identifica-
dos en otras enfermedades neurodegenerati-
vas (Tabla 1). Aunque la expresion diferencial
de estos genes no es especifica para las EETs,
el uso de estos genes implicados en la neu-
roinflamacién como biomarcadores puede ser
una excelente eleccion tanto para el segui-
miento del estado neurodegenerativo, como
para predecir la respuesta al tratamiento.

Los estudios destinados a la identificacion de
marcadores génicos que permitan explicar las
diferencias individuales en cuanto a suscepti-
bilidad o periodo de incubacién de estas en-
fermedades se han realizado tanto en modelos
murinos de EETs (Moreno et al., 2003) como en
las especies que padecen estas patologias de
forma natural, la especie humana (Mead et
al., 2009), ovina (Moreno et al., 2010), bovina
(Murdoch et al., 2011) o cérvidos (Matsumoto
et al., 2013). Estos estudios han determinado
genes candidatos implicados en procesos que
podrian desempefiar un papel importante en
la patologia y la patogenia de estas enferme-
dades. Entre estos genes candidatos encontra-
riamos el gen del receptor del acido retinoico
(RARB), el de un regulador de la estabilidad
de los microtubulos en células neuronales
(STMIN2), genes involucrados en el trafico de
membrana (Cpne8) (Mead et al., 2009), codi-
ficantes de proteinas con actividad chape-
rona (HSP90AAT1) (Marcos-Carcavilla et al.,
2010), o receptores que pudieran explicar la
barrera entre especies observada en estas
patologias como el del receptor de la lami-
nina (RPSA) (Marcos-Carcavilla et al., 2008b).

Biomarcadores genémicos
en tejido nervioso

Los estudios del transcriptoma en muestras del
SNC evidencian problemas de heterogeneidad
de datos entre los resultados obtenidos en re-
giones especificas como médula oblongada,
corteza cerebral o puente, y los detectados uti-
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lizando homogenizado de todo el encéfalo,
donde los cambios especificos del area que-
darian diluidos en el conjunto global. Estas di-
ferencias entre areas son manifiestas tanto a
nivel genémico (Riemer et al., 2004), como
cuando se analizan rutas moleculares especi-
ficas, por ejemplo en la activacién de la apop-
tosis (Serrano et al., 2009; Hedman et al., 2012)
o en la activacion de chaperonas (Serrano et
al., 2011). Este hecho podria ser consecuencia
de que el cerebro esta compuesto de distintos
tipos de células, y es posible que cada tipo re-
accione de forma variable a la infeccién por
priones. Asimismo, se debe tener en cuenta el
distinto grado lesional que presentan estas
areas en los individuos afectados.

Algunos de los genes identificados en los es-
tudios de expresion genémica pueden servir
como marcadores para el diagnéstico de la en-
fermedad, o ser candidatos para su uso en es-
trategias terapéuticas. Hasta el momento se
han identificado un gran numero de genes
potencialmente utiles como biomarcadores
(véase Tablas 1y 2) que han contribuido al
conocimiento de las vias moleculares que in-
tervienen en la patogenia de estas enferme-
dades. Sin embargo, muy pocos genes dife-
rencialmente transcritos se han confirmado
como biomarcadores Utiles para el diagnos-
tico de las EETs. Entre ellos podemos resaltar
el de la o,-antiquimotrepsina (a.7-ACT) (Miele
etal., 2008) y la cistatina C (CST3) (Sanchez et
al., 2004). El primero de ellos fue identificado
mediante estudios del transcriptoma de ce-
rebros de ratones infectados con scrapie y
posteriormente, tal y como se describe en el
apartado “Biomarcadores protedmicos”, se
ha consolidado como biomarcador para estas
patologias. la cistatina C se identificd casi de
forma simultanea mediante técnicas proted-
micas (Sanchez et al., 2004) y gendmicas
(Brown et al., 2004). Estos biomarcadores se
pueden detectar en LCR por lo que pueden ser
utilizados para el diagnoéstico de estas pato-
logias en pacientes. Estos ejemplos son es-
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peranzadores y nos inducen a pensar que la
realizacién de estudios mas profundos de los
genes descritos como potenciales biomarca-
dores conducirad a la identificacion de mas
moléculas diagnosticas.

La mayoria de los estudios de perfiles de ex-
presiéon se han realizado después de que apa-
rezcan los sintomas clinicos de la enfermedad,
sin embargo, las enfermedades pridnicas y
otras enfermedades neurodegenerativas pre-
sentan una larga fase presintomatica. Por
ello, se necesitan estudios de expresion ge-
némica en estadios preclinicos y clinicos que
permitan identificar nuevos genes, protei-
nas y rutas implicadas en la patogénesis de
las EETs y utiles como marcadores de diag-
nostico preclinico.

El analisis del transcriptoma del SNC de indi-
viduos infectados por priones ha permitido
identificar tres grandes grupos de factores
implicados en las EETs: (1) genes implicados en
el metabolismo lipidico, (2) genes codificantes
de proteasas e inhibidores de proteasa y (3)
genes codificantes de chaperonas (Tabla 2).

Genes implicados en el metabolismo lipidico

Los analisis de expresién genémica han mos-
trado variacién en genes involucrados en el
metabolismo de los lipidos tanto en modelos
murinos de la enfermedad como en cultivos
celulares. En distintas areas del encéfalo de
ratones infectados con scrapie se subexpresan
varios genes implicados en la biosintesis del
colesterol (Riemer et al., 2004; Sorensen et al.,
2008) y de otros lipidos, como los genes co-
dificantes de la proteina de unién con el ele-
mento regulador de los esteroles (Srebp) y de
la proteina de activacion de escision (Scap)
(Booth et al., 2004a). Estos cambios podrian
ser responsables de la disminucién de la sin-
tesis de colesterol observada en el encéfalo
de animales afectados por scrapie, hecho
que probablemente se reforzaria por la so-
breexpresion del gen Abcal (Riemer et al.,
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2004), codificante de la proteina reguladora
del flujo de salida del colesterol, que favo-
rece el transporte del mismo y su posterior
unioén a apolipoproteinas, y por la sobreex-
presiéon de estas ultimas (Booth et al., 2004b).

Los genes implicados en el metabolismo lipi-
dico también se encuentran alterados en el
cultivo celular de microglia infectado por ECJ
(Baker y Manuelidis, 2003). La proteina ami-
loide del suero A3 (SAA3) (el constituyente
principal de las lipoproteinas de alta densidad
durante las reacciones inflamatorias) se en-
cuentra incrementada en cultivos de micro-
glia infectada por ECJ y puede afectar al al-
macenamiento y a la liberacién del colesterol
(Ely et al., 2001). En contraste, el aumento de
niveles de expresiéon de la apolipoproteina
C1 (APOCT), que también esta relacionada
con otras enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer (Petit-Tur-
cotte et al., 2001), puede inhibir tanto la cap-
tacion de LDL (lipoproteinas de baja densidad)
como la actividad de la lipoproteina lipasa. La
variacion en la expresion de genes implicados
en el metabolismo lipidico tiene una gran im-
portancia en las enfermedades pridnicas, de-
bido a que los lipidos pueden actuar como li-
pochaperonas para provocar el plegamiento
de las proteinas de la transmembrana y tam-
bién de la proteina prion (Sanders y Nagy,
2000; Sarnataro et al., 2004; Campana et al.,
2006). Finalmente, estudios genéticos de
APOE han demostrado que algunas de las va-
riantes de este gen podrian considerarse co-
mo un factor de riesgo para la susceptibilidad
a la ECJ (Amouyel et al., 1994).

Nuestros resultados de expresion génica en
ovejas infectadas de forma natural con scra-
pie en fase clinica demuestran sobrexpresiéon
de dos genes implicados en el transporte li-
pidico, la apolipoproteina C4 (APOC4) y la es-
terol O-aciltransferasa 1 (SOATT) (Filali et al.,
2011). Ademas de la apolipoproteina E, que
se ha identificado como un biomarcador en
la enfermedad de Parkinson (Dufek et al.,
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2009) muchos miembros de la familia de apo-
lipoproteinas (Apoal, Apoa4, Apocl, Apoc2,
Apoc3 y Apod) han sido descritas como po-
tenciales biomarcadores en las prionopatias
(Booth et al., 2004b; Skinner et al., 2006).
APOC4 podria ser un nuevo miembro de esta
familia de genes asociado con la neuropato-
logia del scrapie.

Asimismo, la variacion en la esterol O-aciltrans-
ferasa 1, que ayuda en el metabolismo del
colesterol, se ha descrito en la enfermedad
de Alzheimer (Carter, 2007) y también se ha
visto sobreexpresada en casos de scrapie na-
tural (Filali et al., 2011). Otros genes impli-
cados en el metabolismo de acidos grasos y li-
poproteinas como CD36 y CD68 también se
sobreexpresan en casos de scrapie natural
en las fases clinica (Filali et al., 2011) y precli-
nica (Datos no publicados).

Genes codificantes de proteasas
e inhibidores de proteasa

Muchas catepsinas (tipo S, H, C, Dy Z) e in-
hibidores de proteasas (por ejemplo, la cis-
tatina F, inhibidora de cisteina-proteasas) se
sobreexpresan en los encéfalos de ratones in-
fectados por scrapie y en las células de mi-
croglia infectadas por ECJ (Dandoy-Dron et
al., 1998; Baker y Manuelidis, 2003; Booth et
al., 2004b; Xiang et al., 2004; Skinner et al.,
2006). Asimismo, se ha descrito la sobreex-
presion de la catepsina H en la fase clinica de
casos naturales del scrapie (Filali et al., 2011).
Las catepsinas podrian estar relacionadas con
el proceso neurodegenerativo y citotdxico
generado por la induccién de la apoptosis y
de la degradacién de las proteinas de la ma-
triz extracelular (MEC) (Nakanishi, 2003).
También podrian ejercer su efecto sobre la
replicacion de priones; se ha observado que
los inhibidores de la cisteina-proteasas blo-
guean la acumulacién de la PrP> (Doh-Ura et
al., 2000), lo que sugiere que las proteasas
podrian promover la replicaciéon de priones
mediante la ruptura de los grandes agrega-
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dos de amiloide de prién formando nuevas
semillas de PrP5¢ (analogo al efecto de la so-
nicacion en la PMCA).

Ademas de las diferencias de expresion ob-
servadas para las catepsinas en el transcurso
de las enfermedades pridnicas, diversos estu-
dios han tratado de asociar distintas variantes
de la catepsina D a un mayor riesgo a pade-
cer la ECJ 0 a un descenso de la supervivencia,
sin resultados concluyentes (Bishop et al.,
2008; Jeong et al., 2009; Kovacs et al., 2010).

Genes codificantes de chaperonas

Los datos de microarrays procedentes de
muestras de encéfalos de ratones infectados
por diferentes cepas de scrapie (ME7, 79A, y
22A) han mostrado grandes diferencias en la
expresiéon de muchas chaperonas. Las cha-
peronas que presentan una expresion dife-
rencial especifica de cepa son el gen de la
proteina de choque térmico de 70 KDa1A
(Hspala) (una chaperona ubicua) y la calre-
ticulina (Calr) (una chaperona del reticulo
endoplasmatico) (Booth et al., 2004a). La ex-
presion de otras chaperonas se ha visto mo-
dificada en cultivos celulares (células N2a)
infectados con priones, donde el gen de la
proteina de choque térmico de 70 KDa
(Hsp70) se sobreexpresay el de la proteina de
choque térmico de 90 KDa (Hsp90) se subex-
presa (Doh-ura et al., 1995). Asimismo, varios
genes implicados en la respuesta celular al es-
trés y al plegamiento de proteinas, como el
gen de la proteina de choque térmico 9
(Hspa9), Calry peptidil-prolil cis-trans isome-
rasa (Fkbp), también se muestran alterados
en células infectadas por priones (Greenwood
et al., 2005). Ademas, en casos naturales de
scrapie, se ha detectado una disminucién en
el nivel de expresién de HSPB1y HSP90AAT a
nivel de corteza frontal del cerebro, y un au-
mento de la expresién de la HSP73 a nivel de
diencéfalo (Serrano et al., 2011). Asimismo, la
asociacion estadistica entre los niveles de ex-
presion de las chaperonas y los valores semi-
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cuantitativos del depésito de la proteina prion,
gliosis y espongiosis sugiere que las Hsp pa-
recen estar implicadas en la gliosis, y no en re-
acciones anti-apoptoéticas. Sin embargo, las
células de Purkinje muestran gran expresion
de las proteinas HSP70 y HSP90, presentando
la HSP70 una asociacion negativa con el de-
posito de la proteina prién y con la espon-
giosis, sugiriendo que las chaperonas ejercen
un efecto neuroprotector en las células de
Purkinje frente al estrés relacionado con el
scrapie ovino (Serrano et al., 2011).

Ademas de los estudios de expresién, debido
a su localizaciéon en una regién QTL, se pro-
puso el gen HSP90AAT como candidato a mo-
dular la susceptibilidad a scrapie (Marcos-
Carcavilla et al., 2008a). Posteriormente se
determind que ciertos polimorfismos de este
gen podrian explicar las diferencias en el pe-
riodo de incubacion de scrapie observadas
entre individuos con igual genotipo para el
gen PRNP (Marcos-Carcavilla et al., 2010).

Biomarcadores genémicos en tejido
linfoide

La via de transmisién principal del scrapie y
otras EETs como la EEB y la VECJ ha sido la in-
fecciéon del individuo por ingesta de alimen-
tos contaminados con proteina pridnica por
via oral. Tras la toma de alimentos contami-
nados, la PrP5¢ se transporta desde el intes-
tino hasta el sistema nervioso central. Los
datos actuales sugieren que la PrP5c atraviesa
el epitelio intestinal, posiblemente a través
de las células M, y se acumula rapidamente
en el tejido linfoide asociado al intestino
(GALT), principalmente en la placa de Peyer
de la mucosa intestinal, en los ganglios lin-
faticos mesentéricos y posteriormente en el
bazo (van Keulen et al., 2002). La linfoinvasion
por el agente causal tras la ingestién del
mismo constituye un hecho atractivo para la
identificaciéon de biomarcadores en la investi-
gacion de las enfermedades pridnicas. Este
proceso ocurre en la fase preclinica, antes de
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la neuroinvasion, por lo que se puede consi-
derar un momento 6ptimo para el diagnéstico
precoz o para una potencial intervencion te-
rapéutica (Aucouturier y Carnaud, 2002). Asi-
mismo, una ventaja adicional del tejido lin-
foide como tejido diana de diagnéstico, con
respecto al SNC, es su mayor accesibilidad para
el muestreo mediante la realizacion de biop-
sias. A pesar de ello, se han publicado muy po-
cos estudios que describan biomarcadores gé-
nicos o proteicos asociados a la replicacion
del prion en el SLR. Un estudio relativamente
reciente ha identificado cambios en la expre-
sion de los genes St6gall, St3gal5, Man2al,
Hexb, Pigq y genes relacionados con la glico-
silacion en el bazo de ratones infectados por
scrapie (Sasaki et al., 2006), sugiriendo que la
modificacién en el metabolismo de los glico-
esfingolipidos del bazo est4 asociada con la
acumulacion de la proteina priéon. Otros estu-
dios sobre cambios en la expresién génica,
utilizando muestras de placas de Peyer de ovi-
nos infectados experimentalmente, describen
alteraciones de genes involucrados en distin-
tas funciones del sistema inmune (complejo
mayor de la histocompatibilidad (MHC) de
clase Il y L-RAP), en procesos inflamatorios
(proteina similar a la asociada a la pancreati-
tis (PAP-like)) (Austbo et al., 2008) y en otros
procesos celulares y metabdlicos, incluyendo el
desarrollo y la maduracién de los linfocitos
(Khaniya et al., 2009).

Entre el limitado nUmero de potenciales bio-
marcadores identificados en estos estudios,
podemos destacar el factor asociado a la di-
ferenciacion eritroide (EDRF) que se describid
como biomarcador especifico de las EETs en la
fase clinica de la enfermedad en tejido lin-
foide (Miele et al., 2001). Este biomarcador se
subexpresaba en bazo, médula 6seay sangre
de ratones infectados con scrapie, bovino con
BSE y ovino con scrapie. Sin embargo Glock et
al. (2003) mostraron que EDRF presenta un
alto grado de variacion transcripcional en la
sangre humana de personas sanas poniendo
en cuestion la utilidad de este biomarcador.
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Validacién de los biomarcadores génicos

Las diferencias entre los niveles de transcrip-
cién de un gen y la cantidad final de prote-
ina expresada pueden ser importantes Esto
puede ser debido a distintos factores, como
los errores experimentales, la estructura se-
cundaria del RNA, su estabilidad o la vida me-
dia del RNA, entre otros (Maier et al., 2009).
En consecuencia, se requiere una validaciéon
funcional convincente mediante cuantifica-
cion proteica. El proceso de validacién de los
biomarcadores incluye estudios que afiadan
informacion y confianza a estos potenciales
biomarcadores. Existen biomarcadores cuyos
efectos deben estar relacionados principal-
mente con la deposicion de la PrPs¢, la neuro-
patologia y el caracter infeccioso del prién
(Lloyd et al., 2011). No obstante, se requieren
estudios experimentales antes de utilizar estas
moléculas como biomarcadores o dianas te-
rapéuticas en ensayos clinicos (Huzarewich et
al., 2010). Se deben utilizar técnicas de cuan-
tificacién o semi-cuantificacién proteica para
determinar el nivel de proteinas codificadas
por los genes que presentan altos niveles de
regulacién a nivel transcripcional. Las técnicas
de inmunoensayo (ELISA, inmunohistoquimica
(IHQ) o WB) son las mas utilizadas para la va-
lidacion funcional de un potencial biomarca-
dor génico. Como ejemplos de genes valida-
dos a nivel funcional, citaremos el SCRG7 (gen
con respuesta a scrapie 1), que se sobreex-
presa en modelos experimentales de scrapiey
BSE (Dandoy-Dron et al., 1998; Dandoy-Dron
etal., 2000). Posteriormente, en modelos mu-
rinos de scrapie, la proteina codificada por
este gen se ha visto relacionada tanto con el
estrés y la muerte neuronal como con el pro-
ceso de la autofagia (Dron et al., 2005). Ade-
mas del Scrg1, nuestro grupo ha analizado
seis biomarcadores potenciales de scrapie
(CAPN6, COL1A2, COL3A1, GALA1, MT2A y
MTNR1B) a nivel funcional (Filali et al., 2013),
validando los cambios en el nivel de expresion
proteica de CAPN6, GALA1, MTNR1By MT2A,
confirmando su posible uso como biomarca-
dores de las EETs o dianas terapéuticas.
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Biomarcadores proteémicos

En las EETs humanas y animales se han descu-
bierto pocos biomarcadores proteicos me-
diante las técnicas de protedmica. Entre estos
biomarcadores, en casos de ECJ se han descrito
la alpha 1-antiquimotripsina (a.1-ACT), la cis-
tatina C, la proteina transportadora de acidos
grasos especifica del miocardio (H-FABP), la
proteina 14-3-3, la transtiretina, S-1008 y Tau
(Otto et al., 1998; Green et al., 2001; Green et
al., 2002; Guillaume et al., 2003; Sanchez et al.,
2004; Brechlin et al., 2008; Miele et al., 2008);
y en los casos de EEB el péptido antimicro-
biano de la catelicidina, la clusterina, la region
de la cadena C de lalg Gamma-2 y la urogua-
nilina (Simon et al., 2008).

Se han identificado proteinas en el LCR que
estan siendo muy utiles en el diagnéstico de
enfermedades pridnicas humanas. Una de
ellas, la proteina 14-3-3, es una proteina neu-
ronal que se libera al LCR tras la agresion
neuronal. Su detecciéon en LCR por Western
Blot (WB) se utiliza principalmente como
prueba de diagnéstico de ECJ, en conjunto
con los indicadores clinicos de esta enferme-
dad (Blennow et al., 2005). La acumulacion
de la proteina14-3-3 es altamente indicativa
de la ECJ esporadica, detectando esta enfer-
medad con una especificidad de 92% y una
sensibilidad del 96% (Green, 2002). Sin em-
bargo, la proteina 14-3-3 es un pobre mar-
cador de la VECJ, donde sélo se detectan el
50% de los pacientes con VECJ confirmada
(Green, 2002). Esta proteina se utiliza como
uno de los parametros de diferenciacion en-
tre estas dos formas de la ECJ.

Otras proteinas sobreexpresadas en el LCR en
pacientes con ECJ son Tau y fosfo-Tau, S-1003
y la enolasa especifica de neuronas (NSE). La
determinacién de los niveles de proteina to-
tal Tau en el LCR de pacientes con ECJ, me-
diante el uso de un kit comercial de ELISA, in-
dica que como marcador de diagnodstico de
ECJ la proteina Tau es comparable con la
proteina 14-3-3 (Otto et al., 1997; Otto et al.,
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2002). La concentracion de proteina Tau tam-
bién esta elevada en LCR de pacientes con
vECJ (Green et al., 2001). Estos biomarcado-
res han demostrado ser muy utiles en la con-
firmacién de los casos de ECJ, y su uso gene-
ralizado ilustra el importante papel que
desempenan los biomarcadores distintos de
la PrP5¢ en la deteccién de las enfermedades
priénicas (Parveen et al., 2005).

Un biomarcador proteico identificado mas re-
cientemente ha sido la o.1-ACT. En principio se
detect6 la expresion aumentada del gen que
codifica esta proteina en el cerebro de ratones
infectados con scrapie en estadios preclinicos
(Miele et al., 2008). Esta proteina se habia re-
lacionado con la patologia de Alzheimer
(Abraham et al., 1988) y aparecia elevada en
el LCR de pacientes con esta enfermedad
(Wang et al., 2002). Finalmente, se describio
que los niveles de o1-ACT se incrementan dras-
ticamente en la orina de los pacientes que
sufren de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
espordadica, y aumentan progresivamente a
lo largo de la enfermedad (Miele et al., 2008).
El aumento de la excrecién de o1-ACT tam-
bién se ha descrito en EETs animales (Green-
wood et al., 2005). Por lo tanto, la medicion de
los niveles de a1-ACT urinario puede ser un
biomarcador muy util para el sequimiento de
las EETs (Miele et al., 2008).

Hasta el momento, los biomarcadores prote-
omicos mas relevantes por su utilidad en la
confirmacién de los casos de ECJ son la alpha
1-antiquimotripsina, la proteina 14-3-3 y la
proteina Tau.

El uso de la técnica de microarray de anticuer-
pos no se ha utilizado todavia en estudios de
las EETs, sin embargo esta técnica se ha usado
en la investigaciéon de la enfermedad de Alz-
heimer (Ray et al., 2007). La Tabla 3 resume los
principales biomarcadores potenciales para las
EETs y otras enfermedades neurodegenerati-
vas, identificados en fluidos corporales me-
diante las técnicas de espectrometria de masas
y electroforesis bidimensional.
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Conclusiéon

Las EETs siguen siendo un campo abierto pa-
ra la investigacion en lo que se refiere a la na-
turaleza del agente causal, la patogenia de
estas enfermedades, la naturaleza de las ce-
pas pridnicas, las diferencias individuales en
susceptibilidad, el diagnoéstico precozy la te-
rapia eficaz. La busqueda de biomarcadores
asociados a scrapie, a otras EETs e incluso a
otras enfermedades neurodegenerativas,
constituye una estrategia prometedora para
responder a muchas de estas cuestiones. Aun-
gue las investigaciones realizadas en diversos
tejidos de individuos afectados por enfer-
medades pridnicas han identificado nume-
rosos genes asociados con la infeccion prié-
nica, se han identificado muy pocos cambios
génicos con potencial uso como biomarca-
dores especificos de las EETs, entre los que
podemos destacar a.7-ACT y CST3. La valida-
cion de mas genes como biomarcadores re-
quiere el estudio de las proteinas codificadas
por los mismos y la realizaciéon de estudios
funcionales. Igualmente, el niumero de pro-
teinas que puedan reemplazar a las PrPsc
como biomarcadores de la enfermedad es li-
mitado, destacando por su utilidad la prote-
ina 14-3-3 y la Tau.

Los retos para el futuro préximo consistiran
en profundizar en el estudio proteico de los
potenciales biomarcadores génicos ya identi-
ficados y también en la aplicacion de las nue-
vas técnicas de gendémica y proteémica en el
estudio de tejidos de animales infectados de
forma natural con agentes pridnicos de dis-
tintas EETs, en particular en los tejidos de
mayor accesibilidad, y en distintas fases cli-
nicas de la enfermedad para identificar nue-
vas moléculas relevantes en el estudio de es-
tas enfermedades.
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