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PRÓLOGO 

Esta tesis fue iniciada a principios del año 2015 en el Instituto de Bioingeniería de 

Catalunya (IBEC). Forma parte de una línea de investigación llevada a cabo por el Dr. 

José Antonio del Río Fernández, centrada en conocer el papel de la proteína priónica 

celular (PrPC) en la patología de la enfermedad de Parkinson (EP). Esta línea ha 

permitido el estudio de la propagación de α-sinucleína en modo dependiente a los 

niveles de expresión de PrPc. α-Sinucleína es la principal proteína presente en los 

agregados del cerebro en la EP. Además de este estudio, se ha analizado la expresión 

de Reelina en diversas enfermedades neurodegenerativas.  

En el momento de iniciar este trabajo, se conocía la participación de PrPc en la 

enfermedad de Alzheimer (EA). Se había descrito que las β- y γ-secretasas están 

involucradas en la formación de la proteína β-amiloide a partir del procesamiento de la 

proteína precursora amiloide (APP). El β-amiloide oligomeriza y se puede unir a PrPc. 

Sin embargo, se desconocía la posible participación de PrPc en la EP. Por otro lado, a 

pesar de que Disabled1 (Dab1) forma parte de la cascada de señalización de Reelina no 

se había profundizado en los cambios de expresión de Reelina en diversas 

enfermedades neurodegenerativas. 

Esta tesis se estructura en torno a dos publicaciones derivadas de la investigación 

realizada durante los últimos 3 años, junto con un trabajo en preparación. La 

introducción de esta Tesis resume la información existente sobre la enfermedad de 

Parkinson. También se describe el papel de la PrPc  a nivel fisiológico y su participación 

en las enfermedades priónicas. Por último, se da a conocer la función de Reelina en 

algunas enfermedades neurodegenerativas. Los resultados de los trabajos 

experimentales se presentan de forma resumida y se discuten de forma conjunta en 

un capítulo final.  
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1. La enfermedad de Parkinson 

1.1. Reseña histórica 

James Parkinson (1755-1824), médico inglés, describió en 1817 la Parálisis Agitans 

como un síndrome que provocaba temblor involuntario, tendencia a encorvar el 

cuerpo hacía delante y cambios de ritmo al andar, sin embargo, los sentidos y la 

inteligencia no sufrían alteraciones. James Parkinson describe un síndrome de larga 

duración que con el tiempo se agraba, por este motivo los pacientes requerían una 

observación continua a lo largo de los años. 

Fue Parkinson quien observó a seis hombres de mediana edad que manifestaban los 

mismos síntomas, aunque cada uno de ellos había tenido experiencias distintas en el 

curso de la vida. Dado el poco conocimiento sobre la naturaleza y causa del síndrome, 

cada paciente era importante para poder encontrar el origen y poder tratar los 

síntomas (Parkinson, 2002). Parkinson a lo largo de su trabajo estudió los casos de seis 

varones que padecían temblores. Intentó buscar un punto en común en sus hábitos o 

vida para conocer la posible causa del síndrome. Sesenta años después fue Jean-Marie 

Charcot (1825-1893), médico francés, quién rebautizó este síndrome llamándolo, la 

enfermedad de Parkinson (EP). Charcot fue, probablemente, el primero en sugerir el 

uso de medicinas anticolinérgicas para el temblor de la EP (Goetz, 2009). 

En Alemania, el neurólogo Friedrich Heinrich Lewy (1885-1950) (Figura 1), publicó en el 

Manual de Neurología (1912) la presencia de unos agregados anormales, llamados 

cuerpos de Lewy (LB, del inglés Lewy body), que afectaban varias zonas cerebrales en 

la EP.  

Más tarde, se identificó agregados de α-sinucleína más allá del sistema nervioso 

central (SNC). En 1923, Herzog describió estos mismos agregados en los ganglios 

simpáticos (Herzog, 1928) y a finales de 1980 se observó agregados de α-sinucleína en 

el plexo del intestino (Kupsky et al., 1987). Además, la presencia de agregados de α-

sinucleína en el sistema nervioso periférico no necesariamente da lugar a la 

manifestación de síntomas parkinsonianos (Hague et al., 1997). 
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Figura 1. Investigadores en Alemania, 1910. Miembros del grupo Alois Alzheimer, quien describió la 
enfermedad de Alzheimer. Fritz Jakob Heinrich Lewy (marcado en círculo) quien describió los LB 
(Goedert et al., 2013). 

1.2. Epidemiología y sintomatología 

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa más común después de la 

enfermedad de Alzheimer (EA). En zonas industrializadas la prevalencia de la 

enfermedad está estimada en 0.3% de toda la población, este porcentaje aumenta con 

la edad. En personas mayores de 60 años, alrededor de 10 (< 1% del total poblacional) 

millones de personas en el mundo la padecen, y en los mayores de 80 años, el 3-4% 

padecen la EP (Nussbaum and Ellis, 2003). 

El diagnóstico de la EP se basa principalmente en el estudio de los síntomas, los 

antecedentes familiares, el examen físico y realizando estudios de neuroimagen y 

biomarcadores. Gracias a la resonancia magnética se puede determinar la presencia de 

gliosis, desmielinación y la pérdida neuronal en la sustancia nigra (SN) (Reimao et al., 

2015, Heim et al., 2017). Por otro lado, varios estudios procuran encontrar un 

biomarcador específico de dicha enfermedad. Las principales proteínas alteradas que 

se detectan en el LCR de pacientes son Tau total, Tau fosforilada, α-sinucleína y el 

péptido β-amiloide entre otras (Shi et al., 2011). La confirmación histopatológica se 

realiza a post-mortem. 

Clínicamente, los síntomas suelen ser motores como el temblor involuntario, la rigidez 

muscular, la lentitud de los movimientos y la inestabilidad postural. Estos síntomas 

aparecen, generalmente, primero en un lado del cuerpo y gradualmente se trasmiten 

al otro lado. No obstante, aunque la EP se considere una enfermedad motora, también 

presenta síntomas no motores, los cuales pueden manifestarse mucho antes de los 

síntomas motores. Estos son hipósmia, depresión, estreñimiento y alteraciones 

posturales acompañado de problemas para la conciliación del sueño, estos síntomas 
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pueden ser importantes para diagnosticar la enfermedad en los estadios tempranos 

(Tolosa et al., 2009, Tolosa and Poewe, 2009). Con el progreso de la enfermedad, 

aparecen dolores, incontinencia urinaria y manifestaciones neuropsiquiátricas como la 

depresión, alucinaciones y la demencia. Estas características pueden ser debido a la 

propagación de la patología a otras zonas del cerebro (Langston, 2006, Chaudhuri and 

Schapira, 2009). Además aproximadamente un 65 % de los casos de EP también 

muestran demencia. 

A día de hoy no disponemos de un tratamiento eficaz capaz de detener el progreso 

neurodegenerativo y el déficit clínico de la EP. Los sustitutos de la dopamina como la 

levodopa se usan para el tratamiento farmacológico de los síntomas motores de la EP. 

Sin embargo, la levodopa no siempre es eficiente para todos los casos. Hay algunos 

pacientes que presentan mejoría de los síntomas motores, sin embargo, meses e 

incluso años después el efecto de la levodopa desaparece paulatinamente (Yahr et al., 

1969, Tomlinson et al., 2010). Otro tratamiento empleado es la estimulación cerebral 

en áreas profundas (DBS, del inglés deep brain stimulation). En la EP se estimula el 

núcleo subtalámico mediante la implantación de electrodos que envían impulsos 

eléctricos. Mediante esta estimulación hay una mejora de la disquinesia. Incluso, hay 

pacientes que pueden mantener esta terapia durante un largo periodo de tiempo 

(Valldeoriola et al., 2002). 

1.3. Alteraciones neuropatológicas 

La EP se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN pars 

compacta y en la existencia de agregados intracelulares insolubles en distintas zonas 

cerebrales (Figura 2). 

 

Figura 2. Características neuropatológicas de la EP. Izquierda, representación de la SN que está 
compuesta de neuronas dopaminérgicas. En el sujeto sano, se muestra la pigmentación normal de la SN, 
producida por la neuromelanina. En el caso del enfermo de Parkinson se observa la despigmentación de 
la sustancia nigra, a causa de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas que contienen neuromelanina. 
Derecha, LB en una neurona de la SN (Taipa et al., 2012). 
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La SN proyecta sus axones dopaminergicos no mielinizados al estriado, formado por el 

núcleo caudado y el putamen. Los enfermos de Parkinson presentan una pérdida del 

70-80% de las neuronas dopaminérgicas de la SN en estudios post-mortem. (Dauer and 

Przedborski, 2003). 

Además de la degeneración nigrostriatal, los agregados de proteínas intraneuronales 

pueden encontrarse en el soma de la célula o en las neuritas, así reciben el nombre de 

LB o neuritas de Lewy (LN, del inglés Lewy neurite), respectivamente. Los LB son unos 

cuerpos esféricos eosinofílicos de 8-30 µm de diámetro (Pappolla, 1986). Los LB 

presentan un centro denso esfério y un halo claro. Una alteración neuronal 

relacionada con los LB son los “pale body”, que inmunologicamente son bastante 

parecidos a los LB. Algunos estudiós han sugerido que los “pale body” pueden 

constituir un precursor de los LB {Greenfield, 2008 #1225}. 

 

El mayor componente de los LB es la proteína α-sinucleína que presenta una 

estructura fibrilar rica en hojas plegadas β (Forno, 1996, Spillantini et al., 1997, 

Spillantini et al., 1998b). La α-sinucleína se encuentra, de forma natural, enriquecida 

en los terminales presinápticos, por lo tanto, encontrar α-sinucleína agregada en el 

citoplasma es una localización aberrante de la proteína. La α-sinucleína presenta varias 

modificaciones postraduccionales, las cuales podrían estar implicadas en su agregación 

(Fujiwara et al., 2002, Li et al., 2005). No obstante, los LB no están formados de 

manera exclusiva por α-sinucleína sino que, además, hay muchas más proteínas 

descritas como la ubiquitina (Lowe et al., 1988), los neurofilamentos (Galvin et al., 

1999), DJ-1 (Jin et al., 2005), Tau (Ishizawa et al., 2003), tirosina hidroxilasa (Nakashima 

and Ikuta, 1984) y también lípidos (Gai et al., 2000), entre una larga lista de otros 

componentes descritos. En cambio, en los LN se ha descrito acumulación de α-

sinucleína y ubiquitina (Dickson, 2012). 

Los LB se encuentran en varias zonas cerebrales como el nucleus basalis de Meynert, 

núcleo del rafe, locus coeruleus y la SN (Pappolla et al., 1988, Dale et al., 1992). En 

estadios más avanzados de la enfermedad también pueden localizarse en medula 

espinal, diencéfalo, corteza frontal, amígdala, bulbos olfativos y en corteza límbica 

(Dickson et al., 2009). Los agregados enriquecidos en α-sinucleína también se han 

identificado en el sistema nervioso autonómico, incluyendo el plexo axonal del tracto 

gastrointestinal, ganglios autonómicos paravertebrales, en los nervios simpáticos de 

las glándulas suprarrenales y del corazón, y en los nervios cutáneos (Dickson et al., 

2009), pero en muestras post-mortem no se ha detectado pérdida celular en estas 

regiones (Sulzer and Surmeier, 2013). 

Las inclusiones de α-sinucleína definen un conjunto de enfermedades denominada 

genéricamente α-sinucleinopatias. La EP y la demencia por cuerpos de Lewy (DLB), en 

la cual hay un deterioro cognitivo más rápido, son enfermedades que presentan 
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agregados en neuronas mientras que la atrofia multisistémica (MSA) presenta 

agregados, mayoritariamente en glía (Braak and Del Tredici, 2008, Lashuel et al., 2013). 

Los LB también pueden aparecer en la EA (Hansen et al., 1990) y en personas de edad 

avanzada que no manifiestan ninguna sintomatología de EP (Gibb and Lees, 1988, 

Dickson et al., 2008). 

Aunque hay datos contradictorios sobre la participación de los LB o LN en la 

patogénesis de la EP, se ha relacionado la autofagia con la formación de los LB. En 

neuronas sanas, α-sinucleína se degrada por macroautofagia y autofagia dependiente 

de chaperonas (Cuervo et al., 2004, Vogiatzi et al., 2008, Son et al., 2012). La autofagia 

es un proceso necesario para renovar proteínas y orgánulos célulares mediante la 

concurrencia de lisosomas. La sobreexpresión o la presencia de mutaciones en α-

sinucleína alteran el proceso autofágico contribuyendo al proceso neurodegenerativo. 

Sin embargo, todavía existe una gran controversia sobre si el aumento de la autofagia 

en neuronas de pacientes parkinsonianos es una causa directa del proceso de 

degradación o si, por el contrario, juega un papel protector degradando las formas 

aberrantes de α-sinucleína (Son et al., 2012) 

1.3.1. Afectación de la glía 

Dado que los oligómeros de α-sinucleína también pueden ser internalizados por la glía, 

se han descrito la presencia de células gliales con acúmulos de α-sinucleína en varias 

regiones cerebrales en la EP. En este sentido, las células gliales son también capaces de 

endocitar y degradar de forma más eficiente los agregados de α-sinucleína sintéticos 

recombinantes que las neuronas (Lee et al., 2008b). Se ha descrito que los 

oligodendrocitos de la SN y del tálamo presentan inclusiones de α-sinucleína. También, 

los astrocitos del tronco del encefálo muestran altos niveles de acumulaciones de α-

sinucleína (Saint-Cricq et al., 2017).  

Por otro lado, Braak et al.,  usando anticuerpos contra la zona no amiloidogénica de la 

proteína α-sinucleína identificó astrocitos activados en estadio IV de Braak en la EP, en 

varias regiones, amígdala, tálamo, septum, estriado y corteza (Cavaliere et al., 2017).  

La secreción de α-sinucleína por las neuronas no solo induce toxicidad en el citoplasma 

de la siguiente neurona, sino que también genera toxicidad en el espacio extracelular, 

donde se puede activar la glía e inducir inflamación, contribuyendo así, a la evolución 

de la EP.  

1.4. Estadios de la enfermedad de Parkinson 

El proceso neuropatológico de la EP afecta otras áreas del cerebro, y no solo la SN 

donde hay una gran pérdida de neuronas dopaminérgicas. Braak y sus compañeros se 

pudieron aprovechar de las nuevas técnicas de tinción, sobretodo de la histoquímica 

de la α-sinucleína, que permitía optimizar la visualización tanto de los LB y como de las 



INTRODUCCIÓN 

22 
 

LN. Estos investigadores estudiaron los cerebros de individuos que no manifestaban la 

EP a lo largo de la vida, pero sí que presentaban una patología por LB, además 

estudiaron cerebros de pacientes de la EP a distintos estadios de la patología y 

concluyeron que la enfermedad empezaba en el bulbo olfativo y en el tronco 

encefálico, solo al llegar a los estadios intermediarios de la patología el sistema 

nigrostriatal se veía afectado. En 2003, Braak et al. sugieren la posibilidad que la EP 

esporádica muestre una progresión en seis estadios, según las zonas cerebrales donde 

se acumula α-sinucleína (Braak et al., 2003) (Figura 3). 

 

Figura 3. La EP presenta seis estadios. La EP encaja dentro de uno de estos seis estadios según las zonas 
cerebrales afectadas. A) Progresión rostocaudal de la patología (flechas). Refleja la progresión de la 
enfermedad y el aumenta de la severidad de la patología. B) Estadio 1: las lesiones se encuentran en el 
bulbo olfativo, el núcleo anterior olfativo y/o en el núcleo motor dorsal del nervio vago y glosofaríngeo 
del tronco encefálico. Estadio 2: las inclusiones de α-sinucleína se observan en el tegmentum pontine, 
que se constituye por locus coeruleus, núcleo magnocelular de la formación reticular y núcleo rafe. C) 
Estadios 3: las inclusiones alcanzan el núcleo pedunculopontine, el núcleo magnocelular colinérgico del 
preencéfalo basal y la sustancia nigra pars compacta. Estadio 4: el hipotálamo, zonas del tálamo y la 
primera zona cortical, mesocorteza temporal anteromedial se ven afectados. Durante el estadio 3 y 4 
aparecen los primeros síntomas clínicos de la EP. D) Estadio 5 y 6: se ven afectadas áreas de la 
neocorteza (Goedert et al., 2013). 

En el primer estadio, se encuentran las inclusiones de α-sinucleína en el núcleo motor 

dorsal y/o la zona intermediaria reticular. En el segundo estadio, las inclusiones llegan 

al núcleo caudal rafe, núcleo reticular gigantocelular y al locus coeruleus o 

subcoeruleus. En el estadio tres, abarca el mesencéfalo y la sustancia nigra pars 

compacta. En el estadio cuatro, el prosencéfalo y la zona cortical, mesocortex temporal 

y alocorteza presentan los agregados de α-sinucleína. En el quinto estadio, se ve 

afectado la neocorteza prefrontal y las áreas sensoriales de la neocorteza. En el último 

estadio, el seis, hay acumulaciones en áreas premotoras, incluso la corteza motora y 

en todas las áreas sensoriales de la neocorteza (Goedert et al., 2013).  

En el estadio uno y dos, los individuos que padecen la EP no acostumbran a ser 

diagnosticados pero exhiben típicos síntomas no motores de la EP, como la hiposmia y 
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estreñimiento. Aunque se desconoce si estos pacientes después desarrollan la EP. Al 

estadio tres, es cuando los pacientes se diagnostican clínicamente. Durante el estadio 

5 y 6, las zonas afectadas están implicadas en el declive intelectual que se acostumbra 

a presentar en fases avanzadas de la EP (Braak et al., 2003). Esto demuestra que las 

inclusiones de α-sinucleína en la EP empiezan a generarse mucho tiempo antes de la 

aparición de los primeros síntomas motores. Ahora, se conoce que los síntomas no 

motores normalmente son un signo de la posible aparición de síntomas motores 

típicos de la EP, estos síntomas no motores suelen ser el deterioro del sentido del 

olfato y la disfunción del sistema autonómico. Aunque hay otros casos de Parkinson 

que no siguen esta progresión. 

1.4.1. α-sinucleína en el sistema nervioso periférico 

Según Braak, la EP puede originarse más allá del sistema nervioso central por un 

patógeno capaz de llegar al cerebro por un transporte retrogrado axonal y 

propagándose entre distintas neuronas, α-sinucleína podría ser este patógeno. De 

hecho, los agregados de α-sinucleína son abundantes en el sistema periférico nervioso 

autónomo en pacientes que presentan α-sinucleinopatias. En la EP, los ganglios 

simpáticos, el nervio vago, el tracto gastrointestinal, las glándulas suprarrenales, la 

grasa y el corazón se encuentran afectados con agregados de α-sinucleína (Gelpi et al., 

2014).  

A parte de los estudios realizados con inoculaciones intracraneales en animales para 

estudiar la agregación y transmisión de α-sinucleína, también se han realizado estudios 

inyectando fibras de α-sinucleína en el sistema nervioso periférico. Así, se observa que 

los agregados de α-sinucleína en el sistema neriovos periférico pueden llegar al SNC y 

formar agregados cerebrales. Se ha publicado la inoculación intraperitoneal e 

intraglosal de fibras de α-sinucleína en animales WT y transgénicos que expresan la 

mutación A53T de α-sinucleína. En animales WT, la inoculación intraglosal no genera 

acumulación de α-sinucleína en el cerebro, mientras que ambas zonas de inoculación 

en animales que expresan la mutación A53T termina generando agregados de α-

sinucleína cerebrales (Breid et al., 2016). También, en el trabajo de Masuda-Suzukake 

et al., se describe la administración intranasal de α-sinucleína derivada de pacientes 

LBD, lo cual no genera agregados en el cerebro (Masuda-Suzukake et al., 2013).  

1.5. Etiología 

La mayoría de los casos de Parkinson corresponden al tipo esporádico, aunque existen 

factores genéticos y factores no genéticos que pueden desencadenar la sintomatología 

de la enfermedad. 
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1.5.1. Factores de riesgo no genéticos 

El principal factor de riesgo para padecer la EP es la edad avanzada. Aunque, entre un 

cerebro sano y uno afectado por la EP pueden encontrarse similitudes. El caso sano 

también pueden generar acumulaciones anómalas de proteínas y pérdida de volumen 

cerebral pero no tan severas como en los enfermos de Parkinson. 

También se ha descrito la exposición a los pesticidas, beber agua de pozos y el daño 

cerebral como circunstancias que aumentan el riesgo de padecer la EP. Además, según 

las estadísticas los hombres tienen el 50% más de probabilidad que las mujeres de 

padecer la EP (Kieburtz and Wunderle, 2013). 

1.5.2. Factores de riesgo genéticos  

Gen de la α-sinucleína (SNCA)  

El gen SNCA, está situado en el cromosoma 4 (4q21), comprende 6 exones y codifica la 

proteína α-sinucleína que se encuentra en los terminales presinápticos. Aunque la 

función exacta que realiza α-sinucleína no se conoce del todo, recientemente se ha 

descrito su interacción con las membranas y los lípidos. Hay hasta 18 mutaciones 

descritas para el gen SNCA, las tres más comunes son A53T, A30P y E64K, las cuales 

son autosómicas dominantes (Figura 4). No solo las mutaciones en el gen SNCA pueden 

dar una forma aberrante de la proteína α-sinucleína sino que también duplicados o 

triplicados del gen, que conducen a un exceso de α-sinucleína, pueden generar 

agregados que provocan daños neuronales (Corti et al., 2011). 

 

Figura 4. Representación esquemática del gen, se muestra las tres mutaciones puntuales del gen (A30P, 
E64K y A53T) que se encuentran en la región anfipática de la proteína. (Corti et al., 2011).  

La mutación A53T es la mutación más común del gen SNCA, se encuentra en la 

posición 209, cambio de guanina por adenina, en el exón 4. Este cambió de 

aminoácidos es capaz de interferir absolutamente en la estructura de la proteína, 

generando estructuras en hoja β, por lo tanto, puede estar involucrada en la propia 

agregación de la proteína (Athanassiadou et al., 1999). Ha sido identificada en una 

familia Italiana, ocho familias Griegas, dos Coreanas y una familia Sueca, clínicamente, 

estos pacientes tienen un fenotipo muy variado que puede manifestarse en edades 

avanzadas o de forma severa en la juventud, con una progresión rápida, demencia y 

problemas psiquiátricos (Polymeropoulos et al., 1997, Ki et al., 2007, Puschmann et al., 

2009, Corti et al., 2011). 
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La mutación A30P, se encuentra en el exón 3, y es el resultado del cambio en la 

posición 88 de una guanina por una citosina. Así, resulta en una proteína anómala que 

pierde su primer dominio en hélice α y reduce si afinidad por los fosfolípidos (Yonetani 

et al., 2009). Esta mutación se ha encontrado en una familia Alemana que manifiestan 

un Parkinsonismo en edades avanzadas (Kruger et al., 1998).  

La mutación E64K, se encuentra en la posición 188, y genera el cambio de una guanina 

a adenina, en el exón 3. La estructura final de esta proteína expone su dominio 

hidrofóbico a la superficie, aumentando las interacciones moleculares y alterando las 

uniones a los fosfolípidos (Rospigliosi et al., 2009). Se ha identificado en una familia 

Española, muestran un fenotipo de demencia por LB que se manifiesta a edades muy 

tempranas (Zarranz et al., 2004). 

Gen de la dardarina (LRRK2) 

Se encuentra en el cromosoma 12 (12q12) contiene 51 exones y codifica para la 

proteína quinasa LRRK2 (del inglés leucine-rich repeat kinase 2) o también llamada 

dardarina. LRRK2 tiene una secuencia quinasa definida y un dominio proteico Ras 

(ROC, del inglés Ras-of-complex) que se une e hidroliza el guanosín trifosfato (GTP). 

Tiene un dominio carboxilo terminal (COR, del inglés C-terminal of Ras) y una 

secuencia rica en leucinas. Así, LRRK2 tiene una actividad quinasa y GTPasa. Participa 

en la señalización celular, está asociada a las vesículas, incluyendo endocíticas e 

implicadas en la autofagia. Además, tanto físicamente como genéticamente, LRRK2 

interactúa con otras proteínas implicadas en la EP (Martin et al., 2014, Cookson, 2015). 

Se han identificado más de cien mutaciones del gen LRRK2 causantes de la 

enfermedad, en todas las familias se observa una herencia autosómica dominante de 

Parkinsonismo que depende de la edad pero con una penetrancia incompleta, hay 

individuos que viven hasta la vejez sin ningún síntoma clínico de la EP (Cookson, 2015). 

La mutación más común es la G2019S (West, 2017), esta mutación aumenta la 

actividad de la quinasa dos veces más que en los casos no parkinsonianos. Otra 

mutación, la R1441G, que tiene una importante prevalencia en la población de 

Guipúzcoa (Marti-Masso et al., 2009, Ruiz-Martinez et al., 2010). 

Gen de la enzima beta-glucocerebrosidasa (GBA) 

El gen GBA, localizado en el brazo largo del cromosoma 1 (1q21), codifica para la 

enzima beta-glucocerebrosidasa. Esta enzima se encuentra en los lisosomas, y ayuda a 

degradar la molécula glucocerebrosidasa en glucosa y ceramida. Las mutaciones 

homozigotas en este gen están asociadas a la enfermedad de Gaucher, y tanto las 

mutaciones homozigotas  como heterozigotas se relacionan con la EP. La enfermedad 

de Gaucher presenta una sintomatología distinta a los casos de Parkinson. Se ha 

encontrado alteraciones de los esfingolípidos de la membrana en los enfermos de 

Gaucher y también en los cerebros que presentan formación de LB (Guedes et al., 
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2017).  Las mutaciones en este gen pueden alterar la función, se disminuye la actividad 

enzimática en el líquido cefaloraquídeo (LCR) y en ciertas zonas cerebrales (Adler et al., 

2017), con lo cual puede facilitar la agregación de proteínas aberrantes.  

Gen de la parkina (PARKINA) 

El gen PARK2 se encuentra en el cromosoma 6 (6q25.2-q27) y codifica para la proteína 

parkina, que es una ubiquitina E3 ligasa (Shimura et al., 2000) implicada en la 

degradación de proteínas anómalas mediante el sistema proteosoma-ubiquitina. 

Recientemente, se ha descrito la interacción de la parkina con la mitocondria (Knott et 

al., 2008) y los microtúbulos (Cartelli and Cappelletti, 2016, Cartelli et al., 2017). La 

Parkina controla la homeostasis, biogénesis y degradación de la mitocondria. También, 

se une a microtúbulos para promover su ubiquitinización y degradación, modulando 

así el turnover de tubulina.  

Las mutaciones en el gen de la Parkina son recesivas, y generan una pérdida de 

función, que resulta en un tipo de Parkinson familiar de edad muy temprana, puede 

manifestarse antes de los 20 años. En los animales deficientes en PARK2, se ha visto 

que la pérdida de este gen induce una sobreacetilación de los microtúbulos en las 

neuronas dopaminérgicas, localizados en la sustancia nigra y en el estriado (Cartelli et 

al., 2017). 

Gen de la enzima ubiquitina esterasa caboxilo terminal L1 (UCHL1) 

Situado en el cromosoma 4 (4p14), codifica la enzima ubiquitina esterasa carboxilo 

terminal L1, que se encuentra en las neuronas. La mutación dominante I93M de este 

gen causa una reducción del 50% de la actividad hidrolasa de la enzima in vitro (Leroy 

et al., 1998, Nishikawa et al., 2003). Dado que la ubiquitina sirve como una señal para 

desplazar las proteínas aberrantes a los proteosomas, donde se degradan, la reducción 

de la actividad de la enzima en el proceso de ubiquitinización, no permite que se 

degraden las proteínas innecesarias, y podrían acumularse hasta formar agregados que 

dañan la neurona (Kumar et al., 2017). 

Pero ni la mutación I93M ni otras mutaciones patogénicas en el gen UCHL se ha 

detectado en otras familias que sufren la EP. Aunque, un polimorfismo común en este 

gen, S18Y, se ha asociado a una disminución de riesgo para padecer la EP idiopática, 

incluyendo un extenso meta-análisis. Por este motivo, este gen necesita de un estudio 

genético exhaustivo para poder validarlo y usarlo en la identificación de la EP (Elbaz et 

al., 2003, Facheris et al., 2005, Carmine Belin et al., 2007). 
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Otros genes 

Gen de la DJ-1 (PARK7) 

El gen PARK7, situado en el cromosoma 1 (1p36.23) codifica la proteína DJ-1. Es una 

proteína antioxidante, actúa como chaperona, regulador transcripcional, proteasa y 

regula la actividad de las mitocondrias. La deficiencia de DJ-1 intensifica la 

acumulación de los agregados de α-sinucleína (Xu et al., 2017). Aproximadamente, se 

han descrito 15 mutaciones puntuales recesivas y largas deleciones del gen en la EP 

(Corti et al., 2011). 

Gen de la proteína PTEN (PINK1) 

El gen PINK1, situado en el cromosoma 1 (1p36), codifica la proteína fosfatidilinositol-

3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN). Esta proteína es un supresor tumoral que actúa 

como fosfatasa. Además, interactúa con la proteína parkina y DJ-1 (Choi et al., 2014). 

Se ha llegado a identificar 50 mutaciones recesivas puntuales y algunas deleciones del 

gen involucradas en la EP (Corti et al., 2011). 

1.6. Estructura de α-sinucleína 

α-sinucleína es una proteína de 140 aminoácidos que no tiene una estructura bien 

definida en condiciones fisiológicas, aunque normalmente, se encuentra en hélice α. 

Forma parte de una familia de proteínas que tienen un peso molecular alrededor de 

15-25 kDa (Ueda et al., 1993). Tres de las cuales son conocidas como; α-sinucleína, β-

sinucleína y γ-sinucleína (Clayton and George, 1998, Corti et al., 2011). Inicialmente, 

fue aislada de los terminales nerviosos colinérgicos de las rayas Torpedo (Maroteaux et 

al., 1988). Patológicamente, la α-sinucleína humana fue identificada como el precursor 

proteico del componente no β-amiloide (NAC, del inglés non-Abeta component) en las 

placas amiloides de la EA. Aunque los miembros de la familia de sinucleína comparten 

la mayor parte de la secuencia proteica, α-sinucleína es la única que contiene la 

secuencia NAC (Ueda et al., 1993). 

El dominio hidrofóbico central NAC, es muy propenso a agregarse y así formar 

oligómeros de la proteína o protofibrillas que terminan generando fibras insolubles. Se 

ha reportado que la deleción o el bloqueo del dominio NAC, termina con la capacidad 

de α-sinucleína para formar agregados (Giasson et al., 2001). Además, α-sinucleína 

contiene siete repeticiones de KTKEGV en el amino terminal, con lo cual es rico en 

lisinas, este es un dominio anfipático en hélice α que participa en la interacción con los 

lípidos de membrana, y también tiene un carboxilo terminal acídico desorganizado que 

está implicado en regular su localización nuclear, junto con su interacción con los 

metales y otras moléculas (Eliezer et al., 2001, Ulmer et al., 2005) (Figura 5). 
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Figura 5. Estructura de la proteína α-sinucleína. A) Representación esquemática de las regiones de α-
sinucleína, el amino terminal del aminoácido 1 al 60, la región central del aminoácido 61 al 95, llamado 
NAC y el carboxilo terminal del aminoácido 96 al 140. Los cuadros rojos representan las repeticiones 
KTKEGV. B) Estructura de la α-sinucleína unida a los lípidos de membrana, la estructura de la proteína 
humana fue determinada por resonancia magnética nuclear, la imagen esta coloreada en azul desde su 
amino terminal hasta el rojo que corresponde al carboxilo terminal (PDB ID: 1XQ8) (Gallegos et al., 
2015). 

Muchos tipos neuronales del SNC y sistema nervioso periférico expresan α-sinucleína. 

A nivel subcelular, en condiciones fisiológicas α-sinucleína se encuentra en los 

terminales presinápticos y en algunas zonas del núcleo (Maroteaux et al., 1988). 

1.6.1. Modificaciones postraduccionales 

α-sinucleína es una proteína que sufre varias modificaciones postraduccionales, estas 

modificaciones podrían aumentar la formación de los oligómeros citotóxicos de α-

sinucleína. 

Fosforilación 

La fosforilación de α-sinucleína en la serina 129 se considera crucial en la patogénesis 

de los LB. Aunque, la fosforilación de α-sinucleína se considera una situación normal, 

dado que se observan niveles de esta modificación postraduccional tanto en cerebros 

sanos como enfermos, los niveles de α-sinucleína fosforilada son mucho mayores en la 

EP, tauopatias y la demencia por cuerpos de Lewy. En la SN y el nucleus basalis de 

Meynert hay más α-sinucleína fosforilada que en otras zonas cerebrales, 

paralelamente ambas zonas muestran menos cantidad de α-sinucleína total (Muntane 

et al., 2012). Además, in vitro, la fosforilación de α-sinucleína en la serina 129 induce 

cuatro veces más la formación de hojas β de la misma α-sinucleína en comparación 

con la α-sinucleína no fosforilada (Fujiwara et al., 2002). 

Pero, α-sinucleína también puede fosforilarse en la serina 87 y en la tirosina 125.  
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Solo la serina en la posición 87 se encuentre en la región NAC de α-sinucleína, región 

esencial para la agregación de α-sinucleína. Esta serina es de los pocos residuos que 

difieren entre la secuencia de α-sinucleína humana de la de ratón o rata. En cerebros 

humanos o en animales transgénicos, la mayoría de la α-sinucleína fosforilada en la 

serina 87 se encuentra en la membrana y también se identifica en los LB. Por lo tanto, 

se la relaciona con la patogénesis de las α-sinucleínopatias (Paleologou et al., 2010). 

La fosforilación en la tirosina 125 se observa tanto en el cerebro de humanos como de 

Drosophila melanogaster. A la fosforilación en la tirosina 125 se le atribuye un posible 

papel neuroprotector, bloqueando la formación de oligómeros por lo tanto frena la 

neurotoxicidad de α-sinucleína. Los estudios a post mortem de la corteza cerebral han 

evidenciado que en la demencia por cuerpos de Lewy y en sujetos sanos se presenta 

una disminución de la fosforilación en la tirosina 125 (Chen et al., 2009).  

Proteolisis 

Otra de las modificaciones de α-sinucleína es la proteólisis. La deleción del carboxilo 

terminal de α-sinucleína puede ser clave en la patogénesis de la EP (Li et al., 2005). 

Estas formas truncadas de α-sinucleína carecen de terminal acídico. Aunque, la 

deleción del carboxilo terminal puede tener un papel patológico, la proteólisis de α-

sinucleína es un evento normal en el cerebro humano adulto (Muntane et al., 2012). 

A pesar de que la deleción del carboxilo terminal también ocurre en cerebros sanos, se 

ha identificado un aumento de α-sinucleína truncada en los extractos de cerebros de 

pacientes de Parkinson (Li et al., 2005). Varios estudios se han realizado para conocer 

el papel que tiene esta forma truncada de α-sinucleína. Animales Drosophila 

melanogaster que expresan esta deleción del carboxilo terminal generan inclusiones 

de agregados de α-sinucleína dando lugar a una neurotoxicidad cerebral (Periquet et 

al., 2007). Además, in vitro, la forma truncada de α-sinucleína tiene más facilidad de 

autoagregarse que la secuencia WT entera de α-sinucleína (Periquet et al., 2007) 

El origen de las formas truncadas aún se desconoce. In vitro, se han usado varias 

proteasas para cortar α-sinucleína, como neurosina (Kasai et al., 2008), calpaina I 

(Mishizen-Eberz et al., 2003) y metaloproteasas (Sung et al., 2005). También, se ha 

sugerido que las especies truncadas pueden originarse de la degradación incompleta 

de la α-sinucleína mediante el proteosoma (Liu et al., 2005, Sevlever et al., 2008). 

Nitración 

El papel que desempeña la nitración en la α-sinucleína se desconoce pero en sujetos 

sanos y en los LB se ha identificado esta modificación en la α-sinucleína. La nitración es 

la consecuencia del elevado estrés oxidativo, el cual se conoce como uno de los 

principales factores que causan daño y muerte celular. En los modelos de 1-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), se encuentra α-sinucleína nitrada en el 
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estriado y el mesencéfalo. El MPTP es un producto químico que produce daño en las 

neuronas dopaminérgicas de la via nigrostriatal pero no genera cuerpos de inclusión, 

por lo que se usa como modelo para estudiar la EP (Vila and Przedborski, 2003). 

Formas de α-sinucleína nitrada se han encontrado en sangre de pacientes de 

Parkinson, con lo que se podría usar como posible biomarcador (Burai et al., 2015). 

1.7. La función fisiológica de α-sinucleína 

Aunque la función exacta de la α-sinucleína se desconoce, hay muchas evidencias que 

sugieren que la función de α-sinucleína está relacionada con su capacidad de 

interactuar con los fosfolípidos de membrana, especialmente, membranas como la de 

las vesículas. De hecho, α-sinucleína parece estar involucrada en la neurotransmisión, 

tráfico de vesículas y función mitocondrial. 

El hecho de que α-sinucleína se encuentre en los terminales presinápticos y su 

capacidad de interactuar con las membranas lipídicas, sugiere que α-sinucleína tiene 

un papel importante en la neurotransmisión. La participación de α-sinucleína en la 

transmisión sináptica ha sido corroborada por su intervención en la plasticidad 

sináptica asociada al aprendizaje de canciones en aves, como los fringílidos zebra, 

durante su desarrollo (George et al., 1995). Además, en ratones deficientes de α-

sinucleína se ha descrito que las sinapsis dopaminérgicas realizan una descarga 

excesiva del neurotransmisor cuando se estimulan con calcio, aunque presentan una 

arquitectura cerebral normal, los terminales sinápticos nigrostriatales muestran una 

descarga estándar de dopamina y responden bien a simples estímulos eléctricos 

(Abeliovich et al., 2000). Los animales transgénicos que expresan de dos a tres veces 

más α-sinucleína, presentan un déficit de neurotransmisores, ya que hay alteraciones 

en la cantidad de vesículas sinápticas y en el reciclaje vesicular (Nemani et al., 2010). 

Además, la α-sinucleína puede regular negativamente la expresión y la actividad de la 

tirosina hidroxilasa. La tirosina hidroxilasa es la enzima que cataliza la conversión del 

aminoácido L-tirosina al precursor de la dopamina. La α-sinucleína mantiene la tirosina 

hidroxilasa desfosforilada para reducir la expresión de dopamina lo cual aumenta la 

degeneración neuronal dopaminérgica (Peng et al., 2005). También, se asocia la α-

sinucleína con la inhibición de la fosfolipasa D2, esta enzima cataliza la hidrolisis de la 

fosfatidilcolina al ácido fosfatídico y al diacilglicerol, ambos moduladores intracelulares 

de la neurotransmisión (Klein et al., 1995, Jenco et al., 1998). 

Por otro lado, se relaciona la α-sinucleína con el tráfico de vesículas desde el retículo 

endoplasmático (RE) hasta el aparato de Golgi. En modelos de levadura, las células que 

sobreexpresan α-sinucleína presentan daño en el transporte vesicular, entre el RE y el 

aparato de Golgi, por lo que el RE se estresa y eso genera proteínas mal plegadas 

(Cooper et al., 2006). En líneas celulares, se ha identificado que al sobreexpresar α-

sinucleína, las vesículas se forman en el RE y se transmiten hasta al aparato de Golgi 
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pero fallan al fusionarse con la membrana del aparato de Golgi (Thayanidhi et al., 

2010). 

Análogamente, α-sinucleína puede estar involucrada en la regulación de la actividad de 

la mitocondria y la alteración de la expresión de α-sinucleína da lugar a una 

mitocondria disfuncional que genera especies radicales de oxígeno, que resulta en la 

muerte neuronal (Hsu et al., 2000). Los enfermos de Parkinson presentan un defecto 

de la actividad del complejo proteico I de la cadena respiratoria en la SN (Schapira et 

al., 1989), estriado (Mizuno et al., 1989), corteza frontal (Keeney et al., 2006), 

plaquetas (Parker et al., 1989) y leucocitos (Muftuoglu et al., 2004). También, se 

relaciona α-sinucleína con la capacidad de la mitocondria para fusionarse o fisionarse, 

se ha publicado que cuando α-sinucleína se sobreexpresa o en presencia de las 

mutaciones de α-sinucleína hay una fragmentación de las mitocondrias, lo que supone 

una inhibición de la fusión (Kamp et al., 2010) o fisión (Nakamura et al., 2011) de las 

mitocondrias. 

1.8. Agregación y propagación “prion-like” de α-sinucleína 

Muchas de las principales proteínas implicadas en enfermedades neurodegenerativas 

pueden adoptar una forma aberrante, mal plegada. Algunas de estas especias 

proteicas desestructuradas son los β-amiloide, Tau hiperfosforilada y α-sinucleína, 

estas son capaces de propagarse y agregarse entre células de la misma manera que los 

priones. Aunque, no todas las propiedades infectivas de un prión se han demostrado 

en estas especies proteicas. Hay que tener en cuenta dos términos para poder definir 

estas especies proteicas como priones, uno de ellos es la transmisión del patógeno 

entre individuos y el otro la infectividad. Por una parte, estas especies proteicas no 

presentan una transmisibilidad alta entre individuos en condiciones naturales. Por otra 

parte, la “infectividad” se confunde con el concepto de propagación proteica, la cual 

no es suficiente para considerar una proteína como agente infeccioso (Erana et al., 

2017). Por lo tanto, estas especies proteicas se las denomina “prionoid” o “prion-like” 

(Erana et al., 2017).  

Aun así, esta forma aberrante de α-sinucleína es capaz de agregar la α-sinucleína 

endógena. Estos agregados generados presentan hiperfosforilación y ubiquitinización 

(Aguzzi and Rajendran, 2009). Se  sugiere que la agregación de estas especies proteicas 

siguen un mecanismo de nucleación-agregación, como el descrito para la agregación 

de la proteína priónica celular (PrPc). De hecho, las proteínas desplegadas resultan en 

formas proteicas anormales ricas en láminas β, resistentes a la proteólisis y que 

tienden a formar agregados mayores como en las prionopatias (Aguzzi and Calella, 

2009). 

 



INTRODUCCIÓN 

32 
 

Aunque hay ciertas discrepancias, se conoce que la progresión de las enfermedades 

neurodegenerativas, como la EP y la EA, correlacionan con la propagación de la 

proteína mal plegada (Invernizzi et al., 2012, Sabate et al., 2012). Se ha demostrado 

que α-sinucleína puede propagarse entre células y este hecho es reproducible in vivo e 

in vitro (Lee et al., 2005, Desplats et al., 2009, Luk et al., 2009). Un punto clave para la 

hipótesis de la propagación “prion-like” en la EP es el hecho que la α-sinucleína 

aberrante puede ser liberada al espacio extracelular y ser internalizada por la neurona 

contigua (Reyes et al., 2015), la microglia (Lee et al., 2008b) o los astrocitos (Lee et al., 

2010, Cavaliere et al., 2017). Específicamente, en el caso de la EP, la acumulación de α-

sinucleína empieza en el bulbo olfativo y médula oblongata hasta llegar al mesencéfalo 

y prosencéfalo.  

1.8.1. La agregación de α-sinucleína 

α-Sinucleína es propensa a formar fibras amiloides, las cuales se pueden encontrar en 

los LB, LN o en el citoplasma de la glía (GCI, del inglés glial cytoplasmic inclusions). En 

los LB de parkinsonianos, se observa un aumento de α-sinucleína hiperfosforilada en la 

serina 129. Especialmente, la fibrilización de α-sinucleína es dependiente de 12 

aminoácidos (71-82) que constituyen el dominio central hidrofóbico de dicha proteína. 

La deleción de este dominio bloquea la fibrilización de α-sinucleína (Auluck et al., 

2010). 

α-Sinucleína es una proteína que requiere la interacción de la membrana lipídica para 

formar dímeros, oligómeros y fibras, su forma nativa en el citoplasma está desplegada. 

En presencia de vesículas que contienen fosfolípidos aniónicos en su membrana, el 

amino terminal de α-sinucleína forma dos hélices alfa que le permiten asociarse a la 

membrana. Esta interacción de α-sinucleína con la membrana facilita la formación de 

dímeros de α-sinucleína. A partir de la dimerización, α-sinucleína adopta una 

estructura secundaria en lámina β. Esta estructura en lámina β  es capaz de asociarse a 

otros dímeros o monómeros de α-sinucleína, así se forman los oligómeros de α-

sinucleína (Figura 6). Finalmente, estos oligómeros se agregan formando fibras y 

depósitos amiloides, estos depósitos son los denominados LB o LN (Auluck et al., 

2010). Durante la agregación de α-sinucleína, la proteína nativa pierde su función y 

gana toxicidad al convertirse en oligómero. Los oligómeros, se definen como la especie 

tóxica de α-sinucleína, se agregan entre ellos para formar las fibras de α-sinucleína que 

se detectan en los LB (Eisbach and Outeiro, 2013). 
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Figura 6. Esquema de la agregación de proteínas. La conformación nativa de la proteína ligada a una 
función pierde su estructura formando oligómeros en hoja β que pierden la funcionalidad y ganan 
toxicidad. Estos se agregan formando protofibrillas que dan lugar a los agregados fibrilares insolubles, 
presentes en los LB (Auluck et al., 2010). 

 

La conversión de α-sinucleína a una forma oligomérica tóxica se desconoce pero puede 

estar influenciado por las mutaciones genéticas, las modificaciones postraduccionales 

o por la interacción con otras moléculas (Brundin and Melki, 2017). Incluso, las mismas 

especies oligómericas pueden bloquear la actividad de los sistemas proteolíticos, 

provocando que en las neuronas se creen más oligómeros, no degradables, que 

terminan agregándose para dar lugar a los LBs (Webb et al., 2003, Tofaris et al., 2011, 

Martinez-Vicente and Vila, 2013, Xilouri et al., 2013). 

1.8.2. Propagación “prion-like” de α-sinucleína 

Propagación de α-sinucleína del huésped al trasplante neuronal 

Neuronas embrionarias del mesencéfalo trasplantadas en el estriado de pacientes de 

Parkinson pueden desarrollar LB años más tarde. La identificación de inclusiones en las 

neuronas injertadas sugiere que hay una transmisión de la α-sinucleína oligomérica 

desde las neuronas del paciente hasta las neuronas sanas trasplantadas. En particular, 

los pacientes que mueren una década después del trasplante neuronal exhiben LB 

positivos para α-sinucleína y ubiquitina en las neuronas trasplantadas anteriormente. 
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Contrariamente, las neuronas trasplantadas no muestran el desarrollo de la patología, 

por lo tanto, se sugiere que el desarrollo de la formación de LB es un proceso lento, 

que requiere una década para manifestarse (Kordower et al., 2008, Li et al., 2008). 

Cómo α-sinucleína se propaga a las neuronas injertadas sanas no se conoce aunque se 

baraja alguna hipótesis. Las neuronas injertadas están expuestas a un microambiente 

desfavorable como la inflamación, estrés oxidativo, excitotoxicidad y el fallo de 

factores neurotróficos. Esta situación puede inducir que las proteínas se desplieguen 

con mayor facilidad en las neuronas trasplantadas. Otra hipótesis es la transmisión de 

α-sinucleína desde las neuronas del enfermo hasta las neuronas sanas. Bajo estas 

condiciones, α-sinucleína puede ser liberada o por neuronas vivas mediante varios 

mecanismos o bien, mediante muerte neuronal que se produce alrededor del injerto. 

Así pues, las neuronas trasplantadas pueden captar mediante otros mecanismos la α-

sinucleína. Una vez la α-sinucleína oligomérica se encuentra en la neurona sana, ésta 

puede actuar como molde y promover el mal plegamiento de la α-sinucleína 

endógena, que finalmente da lugar a los LB (Brundin et al., 2008). 

Análogamente, Desplats et al., (Desplats et al., 2009) muestra las alteraciones de 

células madre neuronales corticales de ratón marcadas con GFP (del inglés green 

fluorescent protein) trasplantadas en el hipocampo de ratones que expresan α-

sinucleína humana. Cuatro semanas después del trasplante, el 15% de las células 

madre injertadas presentan α-sinucleína humana. Algunas de estas células muestran 

activación de caspasa 3 e inclusiones citoplasmáticas. 

Propagación intercelular de α-sinucleína 

Los posibles mecanismos de la propagación de α-sinucleína no están del todo 

descritos, aunque varias vías se han propuesto y estudiado. La transmisión intercelular 

de α-sinucleína implica que α-sinucleína tiene que ser liberada e internalizada por las 

células (Figura 7) (Bieri et al., 2018). Este transporte puede ser retrógrado a 

anterógrado, el cual se ha monitorizado en cultivos corticales mediante el uso de 

dispositivos microfluídicos (Volpicelli-Daley et al., 2011, Freundt et al., 2012, Tran et 

al., 2014, Brahic et al., 2016).  
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Figura 7. Mecanismos de propagación intercelular de α-sinucleína. Mecanismos que median la 
transmisión intercelular de los agregados citosólicos proteicos. (a,b) Oligómeros que se han generado en 
el citoplasma (por la neurona de la izquierda) a partir de la proteína soluble monomérica o debido a la 
fragmentación de los agregados. (a) Algunos oligómeros pueden liberarse al espacio extracelular o (b) a 
través vesículas como exosomas. Los oligómeros (a) pueden penetrar directamente en la membrana de 
la neurona receptora (1) o entrar por endocitosis (2) o por receptor ligado a endocitosis (3) (neurona de 
la derecha). Los exosomas que contienen los oligómeros (b) pueden fusionarse con la membrana de la 
neurona receptora (4). Los oligómeros también pueden transportarse mediante nanotubos, que 
conectan directamente los citoplasmas de dos células (5). Los oligómeros internalizados se agregaran 
para formar más fibrillas en el citoplasma de la neurona sana, que a su vez, será la neurona que 
propagará sus oligómeros a la siguiente neurona (Guo and Lee, 2014). 

 

Internalización de α-sinucleína 

Se ha demostrado que las células son capaces de internalizar α-sinucleína in vitro e in 

vivo. α-sinucleína añadida al medio celular puede ser internalizada por las células en 

cultivo (Sung et al., 2001, Zhang et al., 2005). En ratones, LB derivados de pacientes y 

fibras de α-sinucleína administradas mediante estereotáxico en el cerebro son 

internalizadas por la glía y neuronas horas después de la inyección (Rey et al., 2013, 

Goedert et al., 2017). Gracias al uso de dispositivos microfluídicos se ha observado que 

α-sinucleína puede ser captada por el soma,  dendritas o axones de las neuronas 

(Volpicelli-Daley et al., 2011).  

Por una parte, esta internalización puede ser mediada por endocitosis (Sung et al., 

2001, Lee et al., 2008a, Volpicelli-Daley et al., 2011). La reducción de temperatura o la 

presencia de bloqueadores de la dinamina 1 reducen la endocitosis, así pues, se ha 

observado una reducción de α-sinucleína endocitada bajo estas condiciones.  
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Por otra parte, la internalización de α-sinucleína puede ser llevada a cabo por un 

receptor ligado a endocitosis. Se ha descrito la unión de α-sinucleína a LAG3 el cual se 

encuentra en la membrana de las neuronas y la glía (Zhang et al., 2014). La ausencia de 

LAG3 reduce la agregación y transporte de α-sinucleína in vitro e in vivo (Mao et al., 

2016). Se ha utilizado fibras de α-sinucleína ligadas a PHrodo red  para observar su 

endocitosis. PHrodo red es capaz de emitir más fluorescencia cuando se encuentra en 

un medio ácido, como es el caso del interior de los endosomas. Así, se observa un 

aumento de fluorescencia al endocitar las fibras de α-sinucleína (Mao et al., 2016). 

Además, los proteoglicanos de heparán sulfato (HSPGs, del inglés Heparan sulfate 

proteoglycans) median la internalización de α-sinucleína vía macropinocitosis en 

cultivos no neuronales. Gracias al marcaje fluorescente de las fibras de α-sinucleína  se 

observa su colocalización con los HSPGs in vitro (Holmes et al., 2013). También, se 

observa que los agregados de α-sinucleína colocalizan con la proteína transactivadora 

de la transcripción (TAT), la cual se conoce que se internaliza por macropinocitosis 

(Nakase et al., 2004, Wadia et al., 2004, Kaplan et al., 2005, Nakase et al., 2007). 

Se ha publicado la unión de las fibras de α-sinucleína a la proteína precursora de 

amiloide 1 (APLP1, del inglés amyloid-like protein 1) y a las proteínas presinápticas 

ancladas a membrana, neurexinas 1a y 2a (Shrivastava et al., 2015, Mao et al., 2016). 

En cultivos, los receptores Toll-like 2 (TLR2, del inglés Toll-like receptor 2) expresados 

en la microglía están involucrados en la propia activación de la microglía cuando se 

exponen a las fibras de α-sinucleína (Kim et al., 2013). La proteína de sodio/potasio-

ATPasa (adenosine triphosphatase) subunidad alfa 3  se encuentra en los clusters que 

forman oligómeros y fibras de α-sinucleína. Aunque no se ha estudiado si pueden 

mediar su internalización si se han identificado cambios en el gradiente de sodio y 

excitabilidad neuronal in vitro (Shrivastava et al., 2015). 

Asimismo, se ha demostrado la formación membranas que contienen F-actina, 

denominados nanotubos, para la transmisión de α-sinucleína in vitro (Abounit et al., 

2016). Otra hipótesis es que α-sinucleína puede entrar por difusión pasiva 

interactuando con los lípidos de membrana (Auluck et al., 2010).  

Una vez en el interior de la nueva neurona sana, los oligómeros de α-sinucleína llegan 

al citoplasma, donde se amplifican mediante la agregación de la α-sinucleína 

endógena. Se desconoce como la α-sinucleína que se encuentra dentro del endosoma 

es capaz de llegar al citoplasma de la neurona, una posible teoría es que α-sinucleína 

tiene la capacidad de penetrar y lisar la membrana lisosomal (Freeman et al., 2013). 

Transporte axonal de α-sinucleína 

Experimentos realizados in vivo e in vitro evidencian que α-sinucleína oligomérica  se 

transporta axonalmente. Varios grupos inyectan fibras de α-sinucleína sintética o 

derivada de pacientes en el cerebro de ratón, dicha α-sinucleína exógena es capaz de 
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fibrilar la α-sinucleína endógena en el lugar de la inyección. También, se ha observado 

agregación de α-sinucleína en áreas del cerebro distales al lugar de inyección (Luk et 

al., 2012a, Luk et al., 2012b, Masuda-Suzukake et al., 2013, Recasens et al., 2014, 

Paumier et al., 2015, Peelaerts et al., 2015). Estas regiones cerebrales secundarias 

afectadas están conectadas al lugar de inyección por proyecciones axonales 

retrógradas y anterógradas (Bieri et al., 2018). De todas formas, el transporte axonal 

de α-sinucleína se ha estudiado directamente gracias al uso de cultivos neuronales 

primarios cultivados en dispositivos microfluídicos. 

 Cultivos celulares compartimentados 

Los dispositivos microfluídicos son moldes de polidimetilsiloxano (PDMS) que son 

capaces de separar físicamente el soma y los axones de las neuronas en 

compartimentos. Cada compartimento se encuentra aislado fluidicamente, así se 

puede manipular cada uno de manera independiente (Figura 8) (Taylor et al., 2005a). 

Entre ambos compartimentos hay una serie de microcanales que debido a sus medidas 

solo permiten el paso de los axones. Dado que los compartimentos están aislados 

fluidicamente, si se añade α-sinucleína en uno de los compartimentos y días después 

se detecta en el otro compartimento significa que hay un transporte exclusivamente 

axonal. 

 

Figura  8. Ilustración esquemática de los dispositivos microfluídicos. (a) Fotografía del dispositivo 

microfluídico que contiene colorante alimenticio para visualizar cada canal. (b) Las cámaras del 

dispositivo consisten en un molde de PDMS. (c, e) Micrografías de cultivos neuronas 6 días in vitro (DIV) 

en los dispositivos microfluídicos. (e) Microfotografía obtenida mediante microscopía confocal de 

neuronas marcadas con Tau (en verde) y MAP5 (en rojo), se demuestra que solo los axones pueden 

cruzar los microcanales (Kim et al., 2012). 

 

Por lo tanto, gracias a esta herramienta se puede estudiar el transporte retrógrado y 

anterógrado de la α-sinucleína exógena añadida en el cultivo (Danzer et al., 2011, 

Freundt et al., 2012, Brahic et al., 2016). Los microtúbulos pueden transportar los 

oligómeros de α-sinucleína tanto anterogradamente como retrógradamente. Parece 
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ser que el transporte retrógrado es más eficiente que el transporte anterógrado 

(Figura 9) (Brahic et al., 2016). Aunque, se desconoce si la α-sinucleína internalizada es 

transportada por los microtúbulos directamente en el citoplasma o en vesículas. Es 

posible que la agregación de α-sinucleína se inicie en los axones ya que los oligómeros 

de α-sinucleína transportados pueden agregar α-sinucleína endógena y agregarla (Bieri 

et al., 2018). 

 

 

Figura  9. Transporte axonal de las fibras de α-sinucleína. Las fibras de α-sinucleína pueden ser 

internalizadas tanto en el compartimento del soma como en el axonal. Las fibras de α-sinucleína se 

transportan mediante los microtúbulos tanto anterógradamente como retrógradamente (Bieri et al., 

2018). 

 

Secreción de α-sinucleína 

Dado que α-sinucleína no es una proteína secretable ya que carece de péptido señal, 

se pensaba que α-sinucleína era exclusivamente intracelular. Más tarde, se detectó 

niveles de α-sinucleína en LCR y plasma de pacientes de Parkinson (Borghi et al., 2000, 

El-Agnaf et al., 2003, Llorens et al., 2016).  Por tanto, α-sinucleína puede ser secretada 

por las células. De hecho, hay tipos neuronales que pueden secretar α-sinucleína al 

medio in vitro (El-Agnaf et al., 2003, Emmanouilidou et al., 2010, Danzer et al., 2011). 

Aunque, el mecanismo exacto de la liberación de α-sinucleína no está del todo 
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definido. Tampoco se conoce si las formas oligoméricas y fibriladas de α-sinucleína se 

secretan mediante la misma vía. 

Fontaine et al., muestra que la liberación de α-sinucleína puede estar mediada por el 

complejo DnaJ/chaperona Hsc70 (Fontaine et al., 2016). También, Lee et al., define 

que USP19 tiene actividad de tipo chaperona y está involucrada en la liberación de α-

sinucleína (Lee et al., 2016). Hoy en día, no sabemos si USP19 y el complejo 

DnaJ/chaperona Hsc70 trabajan conjuntamente o independientemente. Algunos 

estudios apuntan a los exosomas no canónicos como vía de secreción, aunque los 

niveles de α-sinucleína detectados son muy bajos (Lee et al., 2005, Emmanouilidou et 

al., 2010).  

Por otro lado, la agregación de α-sinucleína disminuye cuando ciertos anticuerpos 

monoclonales anti-α-sinucleína se añaden al medio de cultivo. También, animales 

inyectados intracranealmente con fibras de α-sinucleína presentan una reducción de la 

patología después de administrarles estos mismos anticuerpos. Por lo tanto, la 

accesibilidad de estos anticuerpos sugiere que α-sinucleína no se secreta en vesículas 

(Tran et al., 2014). 

1.9. Modelos experimentales de la EP 

In vitro: Fibras de α-sinucleína 

Uno de los mayores obstáculos para elucidar el rol patológico de α-sinucleína ha sido la 

falta de un buen modelo que ayude a estudiar la agregación de α-sinucleína, 

especialmente en neuronas. En los modelos animales que expresan formas mutadas 

de α-sinucleína se observan agregados de tipo LB, pero solo en ratones de edad muy 

avanzada. Los síntomas propios de la vejez y los que generan los agregados de α-

sinucleína se pueden confundir en estos modelos animales, además dificulta el estudio 

de los efectos tempranos que produce la agregación de α-sinucleína (Masliah et al., 

2000, Lee et al., 2002). Por el contrario, los cultivos neuronales derivados de estos 

animales generan unos agregados distintos a los que se observan en el cerebro. 

Las fibras de α-sinucleína generadas a partir de α-sinucleína monómerica 

recombinante no están fosforiladas (Volpicelli-Daley et al., 2011). No obstante, los 

agregados que se generan in vitro e in vivo son α-sinucleína fosforilada (p-α-

sinucleína). Los agregados generados comparten características con las inclusiones 

identificadas en los LB y LN. Estas características son: agregados insolubles en 

detergente, hiperfosforilación, ubiquitinación y estructura filamentosa cuando se 

observa en el microscopio electrónico (Spillantini et al., 1998a).  

Las neuronas son capaces de internalizar las fibras de α-sinucleína. Fibras de α-

sinucleína marcadas con FLAG se hallan en el interior de la célula cuatro días después 
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de ser añadidas al medio (Aulic et al., 2014). Además, las fibras de α-sinucleína  

agregan la α-sinucleína  endógena. Gracias al uso de dispositivos microfluídicos y fibras 

de α-sinucleína marcadas con myc, se observa la agregación de α-sinucleína endógena. 

Siete días después de añadir fibras de α-sinucleína en uno de los compartimentos del 

dispositivo microfluídico, se observan agregados de p-α-sinucleína que no colocalizan 

con el marcaje de myc (Volpicelli-Daley et al., 2011).  

La agregación de α-sinucleína es dependiente del tiempo (Volpicelli-Daley et al., 2011). 

In vitro, cuatro días después de añadir las fibras de α-sinucleína, se observan pequeños 

agregados de p-α-sinucleína en los terminales presinápticos y axones. Más tarde, hasta 

diez días después de la presencia de las fibras de α-sinucleína, los agregados crecen y 

por su estructura serpentinosa parecen LN. Esto permite una examinación cuidadosa 

de la formación de los agregados de α-sinucleína, además la muerte neuronal es 

despreciable hasta los catorze días después de la presencia de fibras de α-sinucleína en 

el cultivo (Volpicelli-Daley et al., 2014). In vivo, se inyectan fibras de α-sinucleína en 

distintas regiones cerebrales del ratón y se estudia la propagación de α-sinucleína y la 

formación de LBs y LNs (Luk et al., 2012a, Masuda-Suzukake et al., 2013, Masuda-

Suzukake et al., 2014). Luk et al., inyecta en el estriado dorsal de ratones WT fibras de 

α-sinucleína. Los agregados de p-α-sinucleína se observan en el lugar de la inoculación 

a los 30 días después de la intervención y en las zonas directamente interconectadas 

con el estriado (Luk et al., 2012b). Las zonas afectadas por la formación de inclusiones 

de p-α-sinucleína son ipsilaterales al inóculo, exceptuando la amígdala que presenta 

inclusiones bilateralmente, ya que el estriado proyecta a amígdala bilateralmente (Pan 

et al., 2010). Ratones examinados a 90 y 180 días después de ser inoculados, muestran 

un aumento de agregación de p-α-sinucleína. Sin embargo, las poblaciones 

serotonérgicas (núcleo rafe) y noradrenérgicas (locus coeruleus) no presentan 

agregados, sugeriendo que las neuronas monoaminérgicas no son igual de susceptibles 

a la transmisión de la α-sinucleína. Además, la agregación de p-α-sinucleína resultaba 

en una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la SN pars compacta, pero 

no en el área tegmental ventral adyacente (Luk et al., 2012a). 

 

In vivo: Modelos animales 

Existen varios modelos animales que pueden ser útiles para la experimentación. 

Aunque, el más usado son los modelos murinos, también existen otros modelos 

mamíferos como Macaca mulatta, e modelos invertebrados como Drosophila 

melanogaster y Caenorhabditis elegans (Lu and Vogel, 2009, Dimitriadi and Hart, 2010, 

Wentzell and Kretzschmar, 2010). Los  modelos murinos son de gran utilidad debido a 

su tamaño, su progenie abundante, gestación corta y que su genoma está 

completamente mapeado. Especialmente, el ratón Mus musculus es un perfecto 
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candidato para el estudio de enfermedades humanas dada su alta homología con el 

genoma humano (Mouse Genome Sequencing et al., 2002). 

Aquí, se definen los modelos empleados en esta tesis. Los animales knockout de α-

sinucleína se denominan K240 y los animales que expresan la α-sinucleína WT humana 

son los S240.  

Los ratones que no expresan α-sinucleína apenas muestran un fenotipo anormal, por 

lo contrario, animales deficientes en α-sinucleína, β-sinucleína y γ-sinucleína muestran 

unos botones presinápticos pequeños y sobreviven solamente alrededor de un año 

(Fernandez-Chacon et al., 2004, Burre et al., 2010, Greten-Harrison et al., 2010).  

Los animales que sobreexpresan la α-sinucleína humana WT presentan fallos en la 

coordinación motora posiblemente debido a la agregación de α-sinucleína  en regiones 

de la corteza y la SN, pero no se observan acumulaciones de α-sinucleína en la médula 

espinal, células gliales ni en la unión neuromuscular (Fleming et al., 2004). 
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2. La proteína priónica celular 

2.1. Reseña histórica 

Stanley Benjamin Prusiner ganó el premio nobel en fisiología o medicina en 1997 por 

su trabajo sobre la causa de la encefalopatía espongiforme bovina y su equivalente en 

los humanos la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD, del inglés Creutzfeldt-Jakob 

disease). Este trabajo de 1982 contenía por primera vez la palabra prión para referirse 

a la proteína mal plegada infecciosa que causaba estas enfermedades (Prusiner, 1982). 

Aunque fue a mediados del siglo XVIII, cuando se identificaron los primeros casos de 

enfermedades espongiformes transmisibles (EETs), las cuales representan un conjunto 

de enfermedades neurodegenerativas que pueden padecer tanto los humanos como 

los animales (Kovacs and Budka, 2008).  En 1732,  ganaderos europeos se 

percataron  que sus ovejas y cabras padecían tembladera (scrapie, en inglés), una 

enfermedad letal de origen parasitario que más tarde se creyó que podía estar causada 

por un virus dada su capacidad infectiva (Detwiler, 1992). A principios del siglo XX, en 

1930, se describieron los primeros casos de EET en humanos, llamada CJD, una 

enfermedad fatal que afecta de forma progresiva el cerebro. En 1959,  Igor 

Klatzo  relaciono la enfermedad de CJD con la de kuru, una enfermedad restringida a la 

zona de Papúa Nueva Guinea, donde ingerían las vísceras y cerebro de los fallecidos 

como parte de un ritual de canibalismo (Klatzo et al., 1959). 

Experimentalmente, extractos de cerebro originarios de ganado que presentaba 

scrapie eran inoculados en chimpancés y se observaba la transmisión de la 

enfermedad. Por lo tanto, juntamente con los casos de kuru, se creía que un agente 

vírico, al igual que en el scrapie de los animales, estaba involucrado (Gajdusek, 

1977).  Aunque no provocaba una respuesta inmunológica y no se transmitía a través 

de la leche materna. 

Fue Stanley B. Prusiner, quien consiguió purificar cerebros de enfermos que 

permitieron el estudio de fracciones ricas en partículas infecciosas.  Mediante este 

protocolo se identificó moléculas puramente proteicas, y no mostraban ácidos 

nucleicos, así los bautizó con el nombre de prión. 

Los priones son proteínas que pierden su estructura conformacional  definida y son 

resistentes a proteasas, nucleasas, luz ultravioleta (Alper, 1972), radiaciones ionizantes 

y a la modificación con hidroxilamina, pero perdían su capacidad infectiva si se 

trataban con agentes desnaturalizantes, como el fenol. Mediante la purificación de 

extractos de cerebros de hámster infectados con scrapie se pudo identificar un 

polipéptido de 27 a 30 kDa que correspondía a la PrPc, como era resistente a 

proteasas, esta proteína se denominó PrPsc o también PrPres (Basler et al., 1986). 
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Animales transgénicos deficiente en PrPc, demostró que esta proteína era la causante y 

necesaria para las EETs. 

Dada la transmisibilidad de estas enfermedades salió a la luz la hipótesis del prión, una 

conformación aberrante de la PrPc, que es capaz de infectar una neurona sana y 

convertir su PrPc endógena en una forma citotóxica y por este motivo no hay una 

respuesta inmunológica (Prusiner, 1991, Aguzzi et al., 2008). 

Las EETs o enfermedades priónicas son un conjunto de enfermedades 

neurodegenerativas. Estas enfermedades incluyen Kuru, CJD, Gerstmann-Sträussler-

Scheinker (GSS) e imsomnio familiar fatal en humanos, pero también los animales 

presentan enfermedades priónicas.  

2.2. Las prionopatías 

Las EETs o prionopatías son enfermedades neurodegenerativas fatales, que hoy en día 

no tienen tratamiento y tienen una prevalencia bastante baja. Quienes las sufren 

manifiestan trastornos neurológicos progresivos que incluye disfunción del control 

motor, sensorial y presentan déficits cognitivos, puede manifestarse en grupos de 

edades distintas. Las EETs afectan el sistema nervioso central y se caracterizan por; la 

pérdida progresiva de neuronas, que da lugar a una vacuolización neuronal que da una 

apariencia espongiforme al tejido, no presentan una respuesta inmune ni inflamatoria 

importante, presenta astrogliosis, microgliosis, amiloidosis e inclusiones anormales de 

PrPsc en neuronas, e incluso en astrocitos y microglia (Figura 10). 

 

Figura 10. Características histopatológicas de las EETs. Análisis histológico e inmunohistoquímico de 
muestras de animales sanos (fila inferior) y animales infectados (fila superior). Múltiples vías 
neurodegenerativas están implicadas en las enfermedades espongiformes, la conversión de la proteína 
nativa PrPc a su forma PrPsc da lugar a la enfermedad. En los cerebros de los individuos infectados se 
observan varias anomalías. La acumulación de depósitos de PrPsc se detecta gracias al anticuerpo contra 
la proteína priónica, mediante la tinción de Golgi detectamos una degeneración sináptica y una pérdida 
dendrítica, el marcaje de hematoxilina-eosina muestra su degeneración típica espongiforme, gracias a 
los anticuerpos anti GFAP (del inglés, glial fibrillary acidic protein) detectamos los astrocitos reactivos 
(astrogliosis) y la muerte neuronal se analiza usando anticuerpo caspasa-3 (en rojo) y DAPI para marcar 
núcleos (en azul) (Soto and Satani, 2011). 
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Las EETs se pueden agrupar según el huésped y la etiología. Estas enfermedades 

pueden ser de origen genético, infeccioso o esporádico.  A continuación se explican las 

prionopatías en humanos. 

2.2.1. Enfermedades priónicas en humanos 

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 

A pesar de que la CJD es la enfermedad priónica más común en los humanos, 

anualmente, se diagnostica a 1-2 individuos por cada millón de la población mundial. 

Su origen puede ser esporádico, iatrogénico, familiar o genético (Gambetti et al., 2003, 

Sikorska et al., 2012).  

El CJD esporádico (sCJD) se caracteriza por un curso de la enfermedad rápido presenta 

demencia progresiva, alteraciones visuales y en el cerebelo, mioclonía y mutismo. 

Generalmente, la enfermedad empieza entre los 55-75 años. Desde la aparición del 

primer síntoma, la supervivencia de la enfermedad es corta ya que dura de 3 a 6 

meses, en muchos casos no llega a los 2 años. 

El CJD iatrogénico presenta signos similares al sCJD, es debido a la transmisión del 

patógeno durante la práctica médica, como tratamientos hormonales o cirugía. 

Formas genéticas de CJD presentan una mutación en el gen de la PrPc, los síntomas son 

también similares al sCJD, pero la duración de la enfermedad es más larga (Kovacs et 

al., 2002). 

La variante de CJD (vCJD) se caracteriza por alteraciones del comportamiento, pérdida 

de memoria, cambios de personalidad y depresión. Posteriormente, el individuo 

presenta síntomas neurológicos en forma de alteraciones sensoriales, ataxia, mioclonía 

y demencia progresiva. Es debido a la ingesta de alimentos contaminados que 

provienen de ganado vacuno que padece encefalopatía espongiforme bovina (BSE, del 

inglés bovine spongiform encephalopathy). Normalmente, aparece alrededor de los 26 

años y alrededor de 15 meses después del primer síntoma clínico el individuo fallece 

(Spencer et al., 2002). 

Síndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker 

Es una forma de EET, hereditaria autosómica dominante causada por una mutación en 

el gen de la proteína PrPc, muchos pacientes de GSS presentan la mutación P102L. Se 

caracteriza por un inicio temprano de la enfermedad entre los 30 y 60 años, y una 

progresión entre 6 meses y 13 años. Afecta a 1 de cada 100 millones de individuos al 

año. Los síntomas clínicos son pérdida de memoria, ataxia cerebelar progresiva, 

demencia, disartria y dismetría ocular (Kovacs and Budka, 2009, Matamoros-Angles et 

al., 2017). 
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Insomnio familiar fatal 

Es una enfermedad hereditaria priónica dominante autosómica causada por la 

mutación D178N en el gen de la proteína PrPc, y ligada al polimorfismo M129V. El 

insomnio familiar fatal se caracteriza por un severo desorden en el sueño, 

disautonomia, comportamientos anormales y disfunciones en el sistema motor. Se 

caracteriza por una atrofia primaria selectiva del núcleo talámico que se expande hacia 

otras zonas cerebrales debido a la progresión de la enfermedad. Se han reportado 

unos 100 casos hasta el día de hoy. La enfermedad aparece entre los 20 y 72 años con 

una esperanza de vida de entre 8 y 72 meses (Llorens et al., 2017b). 

También, se ha descrito una forma esporádica de la enfermedad, que no está ligada a 

mutaciones en el gen de Prnp, y que presenta un fenotipo similar al insomnio familiar 

fatal (Montagna et al., 2003). 

Kuru 

Esta enfermedad se ha identificado geográficamente en Papúa Nueva Guinea. Debido 

a los rituales de canibalismo que realizan, órganos de humanos son ingeridos por 

mujeres y niños. Así, se produce una infección priónica entre humanos. Kuru presenta 

un progreso infectivo rápido y sus signos clínicos son ataxia cerebelar, temblores y 

movimientos lentos e involuntarios.  

La incidencia aumentó en los años 1940 y 1950. En los años 50, el 1-2% de la población 

murió debido a esta enfermedad. En los años siguientes, el número de casos de Kuru 

ha disminuido y parece que la enfermedad se ha extinguido, aunque no se puede 

asegurar, ya que el período de incubación de la enfermedad puede llegar a los 50 años 

y en el futuro podría salir algún caso aislado (Liberski, 2013).  

2.3. Gen PRNP 

Estudios genéticos revelan que el gen PRNP se localiza en el cromosoma 20, región 

p12/p13 en los humanos y en el cromosoma 2 en ratón. El gen de PRNP Tiene una 

longitud de 20 kb y está compuesto de 2 exones  en humanos o por 3 exones en rata o 

ratón. Además se han identificado genes parálogos en gallinas, anfibios, reptiles y 

peces pero no se ha descrito en organismos más primitivos como insectos, cefalópodos 

o protozoos (Mehrpour and Codogno, 2010). 

Mutaciones en el gen de PRNP está ligado a las prionopatias.  Siete diferentes 

mutaciones puntuales están asociadas a la enfermedad CJD, 10 mutaciones están 

asociadas a GSS y la mutación de 178N causa IFF. Se han descrito varios polimorfismos 

del gen, siendo el polimorfismo del codón 129, que puede constar de metionina o 

valina, importante en la manifestación y duración de la enfermedad. El análisis de 

tejidos humanos en adultos y fetos ha confirmado que PRNP es ubicuo pero su perfil 
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de expresión puede variar, los niveles más altos de expresión se observan en el sistema 

nervioso central y los testículos (Makrinou et al., 2002) 

Se han descrito genes homólogos a PRNP. 

PRND, que se localiza en el  mismo locus de PRNP consta de 3 kb, contiene dos exones 

y codifica para una proteína de 179 aminoácidos, llamada Doppel, esta proteína 

comparte similitud en estructura y tipología con PrPc. Doppel comparte 

aproximadamente el 25% de la secuencia de aminoácidos con el carboxilo terminal 

globular de PrPc y se expresa en varios tejidos durante el desarrollo fetal aunque en los 

astrocitomas, un tumor  glial, PRND se sobreexpresa, y Doppel se localiza en el 

citoplasma de las células tumorales (Sakaguchi, 2007). 

El tercer gen que se encuentra en este locus,  es PRNT solo se ha identificado en el 

humano. PRNT  presenta tres splicing alternativos, y se expresa exclusivamente en los 

testículos del adulto. Podría ser que este gen no codificara para ninguna proteína. 

La proteína Shadoo que se codifica por el gen SPRN. SPRN se encuentra en el 

cromosoma 7 de los ratones y en el cromosoma 10 de los humanos. Su expresión es 

estrictamente cerebral y tiene ciertas similitudes con PRNP (Watts et al., 2007). 

2.4. Estructura de la proteína priónica celular (PrPc) 

La proteína priónica  celular o PrPc es una glicoproteína de 253 aminoácidos en 

humano, altamente conservado entre especies, su peso molecular es de 25 a 35kDa en 

geles de poliacrilamida. La PrPc contiene un péptido señal de los aminoácidos 1 al 22 y 

consta de tres dominios;  el dominio amino terminal, el dominio central y el dominio 

carboxilo terminal (Linden et al., 2008, Mehrpour and Codogno, 2010) (Figura 11). 

Dominio amino terminal: este dominio es largo y flexible, sin estructura secundaria. 

Una vez escindido el péptido señal, le sigue una región polibásica (aminoácidos 23 al 

27) importante para el correcto tráfico intracelular. Contiene una región repetitiva 

compuesta por octapéptidos de la secuencia PHGGGWGQ (aminoácidos del 51 a 90). 

Dada esta secuencia de repeticiones de ocho aminoácidos (OR, del inglés octarepeats), 

hay varios residuos de histidina que le confieren la capacidad de unirse a cobre, y se 

conoce que el cobre induce la endocitosis de PrPc. Además  la expansión del dominio 

del octarepeat se define como la causa genética de las prionopatias.  

Dominio central: este dominio incluye dos partes, el clúster con carga (CC), de los 

aminoácidos 95 al 111, que presenta carga positiva y la región hidrofóbica (HR, del 

inglés hydrophobic region), de los aminoácidos 112 al 130, que en alguna formas de 

PrPc se usa como anclaje transmembrana.  
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Dominio carboxilo terminal: está estructurado y es globular, incluye tres estructuras en 

hélices alfa y dos secuencias que forman estructuras en beta. Además contiene dos 

sitios de glicosilación, con lo que la proteína puede estar no glicosilada, mono y di 

glicosilada, estas tres formas de la proteína se encuentran simultáneamente presentes 

en la célula. Esta proteína también presenta un puente disulfuro entre la cisteína 179 y 

la cisteína 214, la cual es esencial para el correcto plegamiento de la proteína. 

Finalmente, presenta un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI) del aminoácido 231 al 253, 

por lo que, está anclada a membrana.  

 

Figura 11. Representación de la estructura de PrPc. Incluye las modificaciones postraduccionales y 
muestra los lugares de α–cleavage y β-cleavage de PrPc (Sarnataro et al., 2017).  

La PrPc es una glicoproteína ubicua, altamente conservada entre los mamíferos, el RNA 

mensajero (mRNA) de PrPc durante  la embriogénesis se expresan en el tubo neural de 

los ratones y sus niveles de expresión aumentan en el cerebro mientras el desarrollo 

avanza. En el sistema nervioso central del adulto, PrPc y su mRNA se distribuyen en las 

neuronas de la neocorteza y del hipocampo, células de purkinje cereberales, y 

motoneuronas. Se localiza en membranas sinápticas y dominios presinápticos, 

sobretodo en balsas lipídicas, por lo que a  PrPc  se la involucra en la transmisión 

sináptica y la excitabilidad neuronal. Aun así, grandes cantidades de esta proteína se 

han encontrado en el corazón, en el músculo esquelético, en tejidos intestinales, el 

útero y los testículos.  También, se expresa en el sistema inmune, en células madre 

hematopoyéticas y compartimentos mieloides y linfoides maduros (Sarnataro et al., 

2017). 
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El dominio GPI 

El dominio GPI maduro se sintetiza en el RE y es transferido a la proteína por una 

transamidasa GPI que simultáneamente escinde el péptido señal del carboxilo terminal 

para unir el GPI. Estos dominios tienen diversas funciones descritas y pueden estar 

envueltos en distintas vías biológicas, como la transducción de señales, respuesta 

immunológica y en la patogénesis de las prionopatias (Nosjean et al., 1997, Chesebro 

et al., 2005). Pero, son críticos para el mantenimiento de la morfologia celular de la 

proteína, dada la estructura compleja del dominio GPI (Figura 12) se sugiere que GPI 

podría presentar alguna función biológica, como un segundo mensajero de los 

receptores de la célula.  

Recientemente, se ha descrito un rol importante para el dominio GPI, este podría 

formar parte de la patogénesis de las enfermedades priónicas. Animales transgénicos 

que expresan una forma de PrPc sin el dominio GPI en las neuronas demuestran que 

PrPc no se expresa en la membrana celular pero sí que se encuentra en el lumen del RE 

y al aparato de Golgi, incluso se encuentra secretada en el medio extracelular. 

Animales transgénicos inoculados con el prión, PrPsc, no desarrollan síntomas clínicos 

típicos de una enfermedad priónica, están sanos y son viables pero los cerebros de 

estos animales presentan placas amiloides de PrPsc. Por lo tanto, es posible que la falta 

del dominio GPI no pare la replicación de PrPsc que termina depositando, pero 

probablemente previene la neurotoxicidad. Por otro lado, en células infectadas con 

prión, la ausencia del dominio GPI reduce la conversión, aun así este PrP sin el dominio 

GPI puede convertirse a PrPsc, esto sugiere que el cambio conformacional de PrPc a 

PrPsc necesita la unión a la membrana lipídica (Chesebro et al., 2005). No solo eso, sino 

que la fusión de PrPc con un dominio transmembrana en el carboxilo terminal bloquea 

la conversión a PrPsc y este tipo de PrPc no se encuentra en las balsas lipídicas (Kaneko 

et al., 1997). 

Se ha investigado mucho sobre los mecanismos intercelulares usados para la 

propagación de la forma PrPsc y si su anclaje a membrana podría modular esta 

característica (Caughey et al., 2009). Esta propagación podría ser debido a la división 

celular, contacto celular, exosomas y nanotubos (Porto-Carreiro et al., 2005, Gousset 

and Zurzolo, 2009). Cualquiera de estos procesos podría incluir una transferencia 

intercelular de membrana conteniendo PrPsc. Especificamente, el uso de nanotúbulos 

se ha observado en el interior de los orgánulos de la via endolisosomal y que resulta en 

la acumulación celular de PrPsc (Zhu et al., 2015b). Otros estudios han publicado que el 

dominio GPI de la PrPsc da lugar a la formación de oligómeros que aumentan la 

actividad neurotóxica e infectiva pero limita la formación de placas amiloides en el 

citosol (Caughey et al., 2001, Silveira et al., 2005). 



INTRODUCCIÓN 

49 
 

 
Figura 12. Representación esquemática del dominio GPI de PrPc.  Muestra un grupo alquil-acil glicerol, 
cuatro grupos fosfato, uno inositol, una glucosamina, una NAc-galactosamina, una galactosa, un grupo 
ácido siálico, tres grupos manosa y tres grupos etanolamina (Sarnataro et al., 2017). 

 

2.5. Biosíntesis de PrPc 

PrPc es una proteína que sufre varios cambios postraduccionales en el RE o aparato de 

Golgi. En el RE el péptido señal del amino terminal se escinde y el del carboxilo 

terminal se escinde y se une al dominio GPI, posteriormente, se unen dos cadenas de 

oligosacáridos y se forma un puente disulfuro entre las cisteínas 179 y 214. En el 

aparato de Golgi, las cadenas de oligosacáridos son modificadas y se añade ácido 

sálico. PrPc es hidroxilada en la prolina 44. Finalmente, llega a la membrana celular 

donde se ubica en balsas lipídicas. 

2.5.1. Procesamiento proteolítico 

PrPc es una proteína que sufre un proceso endoproteolítico; existen dos procesos de 

escisión, α-cleavage y β-cleavage. Bajo condiciones fisiológicas, α-cleavage ocurre en el 

dominio hidrofóbico, entre los aminoácidos 110/111 (región importante para la 

conversión de PrPc), produce el fragmento carboxilo terminal de 17 kDa, llamado C1. 

C1 está anclado a la membrana plasmática mientras que el fragmento amino terminal, 

de 9 kDa se denomina N1. 
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β-cleavage ocurre dentro o al lado de las regiones de octarepeats, entre los 

amimoácidos 90/91 dando lugar a los fragmentos llamados C2 y N2. 

El fragmento C1 cambia al fragmento C2 bajo condiciones patológicas, la 

endoproteolisis de la proteína seguramente juega un papel importante en la 

propagación de PrPsc. Durante la enfermedad, α-cleavage ocurre menos 

frecuentemente que β-cleavage (Sarnataro et al., 2017).  

Experimentos realizados en cultivos celulares infectados con prión, sugieren que los 

niveles de β-cleavage son elevados y eso aumenta los niveles de ROS (del inglés 

reactive oxygen species), lo cual correlaciona con el aumento de la conversión priónica 

(Watt and Hooper, 2005).  

2.5.2. Topología 

PrPc es una proteína anclada a la membrana celular, específicamente en balsas 

lipídicas, mayoritariamente, se encuentra hacia el espacio extracelular. Otras formas 

de PrPc también se han descrito, PrPNtm y PrPCtm. El dominio GPI que se encuentra en el 

carboxilo terminal es el responsable de las dos formas transmembrana que puede 

adoptar PrPc aunque no sean comunes forman parte de la biosíntesis de la proteína. 

PrPNtm tiene el amino terminal en el lumen del RE mientras que PrPCtm expone el amino 

terminal hacia el lado citoplasmático (Udenfriend and Kodukula, 1995, Sarnataro et al., 

2017). 

PrPNtm y PrPCtm comparten la misma región hidrofóbica, llamada TM1 la cual se localiza 

en los aminoácidos 111-134, pero ambos tipos se extienden hacia el otro lado de la 

membrana, el espacio intracelular. Su generación se debe a un inusual stop en la 

cadena polipeptídica y una regulación ineficiente de la secuencia señal del amino 

terminal que previene la translocación cotranslacional de la PrPc. En animales 

transgénicos que expresan estas formas de PrPc se ha descrito un fenotipo patológico. 

De hecho, se ha observado que alteraciones en el delicado balance de las distintas 

formas de PrPc incrementa la expresión de PrPCtm dando lugar a una prionopatía 

(Hegde et al., 1998, Hegde et al., 1999). 

2.5.3. Endocitosis e internalización 

PrPc se puede rápidamente internalizar de la membrana celular. Esta internalización 

puede ser crucial para desempeñar sus funciones. El mecanismo de internalización de 

PrPc aún no se conoce del todo ya que tanto la endocitosis dependiente de clatrina 

como dependiente de caveola podrían estar operativas, y ambos podrían ser igual de 

importantes (Aguzzi et al., 2008).  

Para la endocitosis dependiente de clatrina, PrPc necesita abandonar las balsas lipídicas 

antes de internalizarse, dado que la estructura rígida de las balsas lipídicas impide que 
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las proteínas involucradas en la cobertura puedan llegar a la localización idónea para 

empezar la endocitosis. Cuando PrPc se une a los iones de cobre mediante los 

octarepeats (Sunyach et al., 2003, Taylor et al., 2005b), PrPc abandona las balsas 

lipídicas y parece que después el receptor lipoproteico de baja densidad (LRP1, del 

inglés low-density lipoprotein receptor-related protein 1) modula la endocitosis de 

PrPc (Taylor and Hooper, 2007), también los proteoglicanos de sulfato de heparina 

forman parte del complejo para endocitar la PrPc (Sunyach et al., 2003) aunque se 

desconoce cómo actúan en concreto. 

2.6. Interacción con otras proteínas 

Se describe que PrPc puede ejercer su función mediante la interacción con otras 

proteínas de la superficie celular. Proteínas ancladas a membrana por un dominio GPI 

necesitan interaccionar con un adaptador transmembrana para influenciar en la 

señalización intracelular. También, se ha definido la PrPc como un receptor, esto podría 

explicar parte de las funciones descritas (Aguzzi et al., 2008).  Muchas de estas 

interacciones tienen un papel en la función de las vesículas sinápticas. Aunque, 

desafortunadamente,  la relevancia fisiológica de muchas uniones se desconoce. 

Varias proteínas pueden unirse a PrPc, receptores (de glutamato o acetilcolina) 

(Beraldo et al., 2011, Carulla et al., 2011), proteínas de membrana (integrina β1, 

proteoglicanos) (Lofgren et al., 2008, Loubet et al., 2012), laminina (Beraldo et al., 

2011), insulina (Zhu et al., 2015a) y también con proteínas G (Adgrg6) expresadas en 

células de Schwann (Kuffer et al., 2016). De hecho, existe una larga lista de moléculas 

que interaccionan con PrPc (Aguzzi et al., 2008) (Wulf et al., 2017). 

No obstante, no solo pueden unirse proteínas sino que también amiloides. Péptidos 

diseñados en hoja β (Kuffer et al., 2016) y la propia conformación Scrapie de PrPc se 

unen a PrPc (Aguzzi et al., 2013). Recientemente, se ha descrito que el dominio flexible 

de PrPc se une a los β-amiloide que están presentes en la EA y esta unión tiene efectos 

neurotóxicos (Nygaard and Strittmatter, 2009),  

2.7. Funciones fisiológicas 

PrPc está implicada en distintas funciones neuronales fisiológicas como la proliferación 

y diferenciación celular (Steele et al., 2006), la homeostasis del cobre (Vassallo and 

Herms, 2003), la neuroprotección en Alzheimer e isquemias (McLennan et al., 2004, 

Vergara et al., 2015) entre otras. Además, es el principal actor en la replicación del 

prión. 

Estudios en ratones deficientes  de la PrPc  no han deslumbrado la verdadera función 

de esta proteína. Estos animales son viables, fértiles y no muestran defectos 

anatómicos o de desarrollo. Aunque en el hipocampo se han reportado anormalidades 
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en la estructura y electrofisiologia, también hay pérdida de las células de purkinje en el 

cerebelo y cambios tanto en la memoria como en el aprendizaje,  y alteraciones en los 

ritmos circadianos (Legname, 2017, Sarnataro et al., 2017). A continuación, se 

describen algunas de las funciones más estudiadas de PrPc. 

PrPc en la homeostasis del cobre 

Distintos estudios explican la función de PrPc en el metabolismo del cobre, es un metal 

esencial que se requiere para catalizar la actividad de varias enzimas. PrPc se une a 

iones de cobre mediante cuatro histidinas que se encuentran en las repeticiones de los 

OR (Brown et al., 1997). Esta unión es dependiente del pH y en presencia de cobre, el 

amino terminal de PrPc flexible se convierte en una proteina más estructurada. Una 

vez unido a cobre, PrPc se endocita via clatrina. En animales transgénicos que no 

expresan PRNP, se describe un 50% menos de la concentración de cobre en la sinapsis 

(Herms et al., 1999). Esto podria indicar que PrPc regula la concentación de cobre en la 

sinapsis, y que juega un papel importante en el reciclaje del cobre en la presinapsis. 

Así, la unión de PrPc al cobre, afavorece la reducción de Cu2+ a Cu- y previene la 

formación de ROS (Liu et al., 2011). En las células de animales que no expresan PrPc, 

muestran una menor resistencia al estrés oxidativo. 

PrPc en el sistema immune 

El sistema immune presenta un papel importante en las enfermedades prionicas, la 

PrPc se expresa en las células del sistema hematopoyético, donde puede estar 

implicada en la renovación de las células madre hematopoyéticas (Isaacs et al., 2006). 

El rol de PrPc en la inmunidad adaptiva e innata es complejo. PrPc se expresa en 

compartimentos mieloides y limfócitos maduros, como limfocitos T y B,  células natural 

killer (NK), plaquetas, monocitos y células dendríticas. Cuando los limfocitos T se 

activan, eso resulta en una sobreregulación de PrPc. La PrPc de los limfócitos T 

interactúa con la proteina asociada a la cadena zeta 70 (ZAP-70, del inglés zeta-chain 

associated protein-70), una señal transduccional responsable de la activación y 

proliferación de las células T. La expresión de interleuquina-2 por las células T aumenta 

en presencia de PrPc. Por lo tanto, PrPc podria tener importancia en el desarrollo, 

activación y proliferación de las células T (Hu et al., 2008, Mehrpour and Codogno, 

2010). 

PrPc en el sistema olfativo 

Recientemente, usando animales deficientes en el gen PRNP, se ha reportado la 

importancia de PrPc en el procesamiento normal de la información que proviene del 

sistema olfativo. Estos hallazgos sugieren la necesidad de PrPc para la percepción del 

olor. En resumen, se cree que PrPc esta involucrado en el desarrollo del sistema 
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nervioso central y su diferenciación, a la vez que el crecimiento neurítico implicado en 

el sistema olfativo (Le Pichon et al., 2009, Wilson and Nixon, 2009). 

PrPc en la sinapsis 

La sinapsis se ha descrito como un punto importante en la transmisión priónica. 

Muchos estudio de microscopia electrónica muestran que PrPc se localiza en los 

botones sinápticos, principalmente en la presinapsis (Fournier et al., 1995, Moya et al., 

2000). Aunque otros estudios describen una distribución más amplia de PrPc (Mironov 

et al., 2003). La pérdida de la sinapsis y la deposición de PrPsc  en los terminales 

sinápticos son cambios patológicos que ocurren en las enfermedades prionicas, 

pacientes con encefalopatías espongiformes presentan una reducción de la 

neurotransmisión y de vesículas sinápticas como los exosomas en el cerebro (Ferrer et 

al., 1999). Ratones y hamsters infectados con prión presentan registros 

electrofisiológicos de corteza e hipocampo anormales, esto refuerza la idea del daño 

sináptico en las enfermedades prionicas (Barrow et al., 1999). En estadios tardios de la 

enfermedad, las acumulaciones de PrPsc en los sinaptosomas correlacionan con las 

alteraciones en el sistema GABAérgico (Bouzamondo-Bernstein et al., 2004). 

En ratones deficiendes de la PrPc, los niveles de la transmisión glutamatérgica, 

receptores GABAA que modulan la inhibición rápida y la hiperpolarización se ven 

reducidos o son nulos (Carleton et al., 2001, Mallucci et al., 2002). Algunos de estos 

hallazgos se pueden explicar por las alteraciones en las corrientes de calcio y potasio 

(Herms et al., 2001). 

PrPc y la antiapoptosis 

Neuronas derivadas de animales que no expresan la PrPc son más susceptibles a la 

inducción de la apoptosis, cuando estas se deprivan de suero (Kuwahara et al., 1999). 

Aunque, muchas estudios indican que PrPc tiene una función citoprotectora. 

PrPc inhibe la conformación proapoptótica de Bax y del citocromo c producidos por la 

mitocondria (Roucou et al., 2005). En la búsqueda de proteínas que protegen las 

células cancerosas de la apoptosis, se ha usado una línea celular, MCF-7 de cáncer de 

pecho, resistente a la apoptosis inducida por TNF-α, en este contexto PrPc esta 

extremadamente sobreexpresada. La sobreexpresión de PrPc en MCF-7 convierte las 

células sensibles a la apoptosis por TNF-α en células resistentes (Diarra-Mehrpour et 

al., 2004). 

Los niveles de PrPc aumentan después de una infarto cerebral (Shyu et al., 2005).Por 

otro lado, en modelos murinos isquémicos que no expresan PrPc mantienen niveles 

más altos de infarto cerebral que los animales que expresan PrPc (McLennan et al., 

2004). Además, la sobreexpresión de adenovirus que expresan PrPc reducen las 

infartos cerebrales en cerebros de rata y hay mejoras neurológicas después de un 
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infarto isquémico (Shyu et al., 2005). Algunos grupos han publicado que ratones 

deficientes en PrPc aumentan la activación de la caspasa-3 después de una isquemia. 

También, un aumento en la fosforilación de Erk-1/-2, STAT-1, and JNK- 1/-2 se ha 

identificado, sugiriendo que PrPc está involucrado en la señalización celular (Spudich et 

al., 2005), además, una reducción en la fosforilación de Akt en la materia gris sugiere 

que en ausencia de PrPc la vía antiapoptótica de fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt no está 

absolutamente activa (Weise et al., 2006). 

PrPc en el comportamiento 

Dado que PrPc se expresa en el hipocampo, la habilidad del aprendizaje se ha 

estudiado en animales que no expresan dicha proteina. Ratones colocados en una 

piscina deben aprender a encontrar una plataforma sumergida que reside siempre en 

la misma posición, para guiarse tienen objetos en el exterior de la piscina. Esta 

navegación requiere una gran abilidad cognitiva, en los casos donde el hipocampo esta 

dañado se demuestra una gran dificultad. Los resultados demuestran que no hay 

diferencias significativas en el aprendizaje entre animales que expresan o no PrPc 

(Bueler et al., 1992). 

Por otro lado, durante el reconocimiento de un objeto nuevo los animales transgénicos 

que no expresan PrPc, aumentan su actividad motora y muestran niveles más bajos de 

ansiedad. 

2.8. Isoformas del gen PRNP 

2.8.1. La hipótesis del prión 

La hipótesis del prión mantiene que las EETs son enfermedades infecciosas causadas 

por la conversión de una proteína que el huésped codifica, sensible a proteasas, 

conocida como la PrPc, a una proteína aberrante, la PrPsc, que es resistente a 

proteasas. La hipótesis también establece que el agente infeccioso es una proteína, ya 

que no contiene ácidos nucleicos. Ya sea por sus mutaciones o por un proceso 

infectivo exógeno, PrPc cambia su conformación a PrPsc. PrPsc que es insoluble se 

deposita en el citoplasma y es capaz de generar más formas aberrantes de PrPc, 

generando así un pérdida de la propia proteína endógena y aumenta la cantidad de 

PrPsc, que termina fibrilando y forma agregados, esta agregación es el evento 

patogénico que da lugar a la neurodegeneración (Aguzzi and Sigurdson, 2004). 
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Figura 13. Las dos conformaciones del gen PRNP. A) Estructura de la PrPc, la mayoría de su estructura es 
en hélice α; 42% hélice α/ 3% láminas β. B) Estructura de PrPsc  contiene láminas β; 30% hélices α/ 43% 
láminas β. 

Claramente, estas dos isoformas de la proteína presentan una estructura diferente. 

PrPc presenta mayoritariamente estructura en hélice α y dos láminas β, mientras que la 

PrPsc presenta un gran contenido de láminas β en lugar de hélices α (Huang et al., 

1994, Huang et al., 1995) (Figura 13). Esta conformación le confiere a PrPsc resistencia 

a altas temperaturas, a la radiación ionizante y a la luz ultravioleta (Alper, 1972). 

Además, PrPsc es resistente a enzimas proteolíticas  como la proteinasa k e 

insolubilidad. Ambas tienen localizaciones distintas en la célula. Pero su peso 

molecular es similar y las dos mantienen sus dos sitios de glicosilación. 

Dado que PrPc es una proteína de membrana y los depósitos de PrPsc se hallan en el 

citoplasma, el dominio GPI se ha investigado cautelosamente para entender qué papel 

tiene en la conversión de PrPc a PrPsc. Además, el dominio carboxilo terminal es la 

región resistente a la proteinasa k, y que tiene tendencia a formar agregados para 

formar los depósitos de PrPsc (Aguzzi and Calella, 2009). Aun así, animales transgénicos 

que expresan una PrPc sin su dominio GPI (anchorless) fueron infectados, desarrollaron 

una prionopatía, pero no mostraban síntomas clínicos (Chesebro et al., 2005).  

Además, experimentalmente se distinguen dos tipos de proteína PrPsc, después de ser 

tratadas con proteinasa k, según como se separan en un gel de poliacrilamida se 

pueden distinguir los tipos 1 y 2 (Gambetti et al., 2003, Cali et al., 2006). El tipo 1 

afecta la corteza mientras que el tipo 2 es más abundante en el cerebelo. No obstante, 

ambos tipos se localizan en la corteza parietal. 
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2.8.2. Modelos de conversión de PrPc a PrPsc 

A pesar de la intensiva investigación durante años, la hipótesis del prión aún no se 

conoce si es del todo correcta. Si el prion consiste enteramente de la forma PrPsc o si 

se ayuda de otras proteínas. La forma PrPc se podría convertir a la PrPsc mediante dos 

posibles modelos; el modelo de plegamiento o el modelo de nucleación-polimerización 

(Aguzzi and Sigurdson, 2004) (Figura 14).  

 

Figura 14. La hipótesis del prión. A) Modelo de plegamiento (en inglés, refolding). B) Modelo de 
nucleación-polimerización (en inglés, seeding) (Aguzzi and Sigurdson, 2004). 

Modelo de plegamiento: este modelo postula que el monómero PrPsc es más estable 

que PrPc. Tiene que existir una interacción directa entre la PrPsc y la PrPc, para formar 

un heterodímero con las dos conformaciones. PrPc es inducida a transformarse a sí 

misma en más PrPsc, ya que PrPsc actúa como molde. La presencia de una gran barrera 

de energía puede prevenir la conversión espontánea de PrPc a PrPsc. No obstante, hay 

estudios in vitro que demuestran que una proteína rica en hélices α puede convertirse 

espontáneamente a una proteína rica en láminas β (Weissmann and Aguzzi, 1999, 

Satheeshkumar et al., 2004). 

Modelo de nucleación-polimerización: este modelo propone que PrPc y PrPsc están en 

un equilibrio terminodinámico reversible, que en condiciones normales favorece a 

PrPc. Por lo tanto, solo si muchas moléculas monoméricas de PrPsc se agregan, podrán 

agregar más PrPsc, así PrPc cada vez más rápido adopta la forma de PrPsc. La 
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fragmentación de los agregados de PrPsc aumenta el número de núcleos infecciosos,  

que podrán agregar más PrPsc para replicar el agente infeccioso (Aguzzi and Sigurdson, 

2004). 

Los dos modelos coinciden en la necesidad de la presencia de PrPc para que exista una 

infección por priones. De hecho, en los animales deficientes de PRNP se demostró que 

después de ser infectados con prión no desarrollaban una prionopatía, por lo tanto, se 

necesita la expresión de PrPc endógena para la existencia de una enfermedad priónica 

(Weissmann et al., 1994). 

2.9. Modelos murinos de PrPc 

A continuación se describen los modelos murinos de PrPc (Weissmann and Flechsig, 

2003, Steele et al., 2007).  

Modelos Prnp-knockout 

Las primeras líneas de animales transgénicos en los que se había delecionado el gen 

PRNP se generaron entre 1990-1995.  Los primeros animales KO para PrPc fueron 

llamados Zurich I (ZH1) (Bueler et al., 1992). Posteriormente, se desarrolló la línea 

animal Edinburgh (Manson et al., 1994), también KO para PrPc. Ambos modelos 

animales no desarrollaban la enfermedad priónica tras la inoculación de prión (Bueler 

et al., 1993, Weissmann et al., 1994, Aguzzi et al., 2008). Aunque a primera vista no se 

observó ninguna diferencia en el fenotipo de los animales KO, más tarde se 

describieron alteraciones en la sinapsis (Collinge et al., 1994), una mayor 

susceptibilidad al estrés oxidativo (Brown et al., 2002), y excitotoxicidad por glutamato 

(Rangel et al., 2007) y una desmielinización en el sistema nervioso periférico (Bremer 

et al., 2010). Además, al ratón Edinburgh se le asociaron alteraciones en los ritmos 

circadianos (Tobler et al., 1996) y déficits cognitivos (Criado et al., 2005) (Linden et al., 

2008). 

Años más tarde, se generaron líneas nuevas de animales transgénicos deficientes en 

PrPc. Las líneas animales Nagasaki, Rcm0 y Zurich II no resultaron ser buenos modelos 

animales ya que padecían ataxia cerebelar y pérdida de células de purkinje (Sakaguchi 

et al., 1996, Flechsig et al., 2003). En realidad, este fenotipo se debía a la 

sobreexpresión de Prnd (Shmerling et al., 1998). 

El problema de los “flanking genes” y Zurich III 

Los animales Edinburgh son la única línea animal que se generó en un fondo genético 

puro. No obstante, los animales Edinburgh presentaban muy poca descendencia con lo 

que resultaba difícil trabajar con esta línea animal (Gerlai, 1996). Aparte de los 

animales Edinburgh, todas las líneas animales Prnp0/0 disponibles se generaron en 

células madre embrionarias derivadas de la cepa 129/Sv y luego se mantuvieron en 
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animales C57BL/6J. Los animales de fondo genético mixto se denominaron B6.129 

Prnp0/0. Consecuentemente, material genómico proveniente de la línea 129/Sv 

flanquea el locus de Prnp que se localiza en el cromosoma 2. Los genes derivados de la 

cepa 129/Sv que rodeaban el locus de Prnp se denominaron “flanking genes”. Para 

reducir el loci proveniente de la línea 129/Sv en los animales de fondo genético mixto, 

se retrocruzaron los animales B6.129 Prnp0/0  con la línea C57BL/6J (Rangel et al., 2009, 

Carulla et al., 2015). A pesar de retrocruzar varias generaciones, el locus de Prnp 

persistía flanqueado por un 1% de genes derivados de la línea 129/Sv. Por lo tanto, era 

complicado concluir si el fenotipo se debía al fondo genético mixto o a la deleción del 

gen. Así pues, los “flanking genes” podían enmascarar el verdadero resultado cuando 

se comparaban animales Prnp0/0 con Prnp+/+  (Nuvolone et al., 2013).  

Recientemente, se ha generado la cepa Zurich III (ZH3). Esta cepa no muestra pérdida 

de células de purkinje ni una neurodegeneración asociada. Aunque, al igual que las 

otras cepas PrPc KO, los animales ZH3 presentan una neuropatía desmielinizante en el 

sistema nervioso periférico. Afortunadamente, los animales ZH3 están desprovistos de 

los problemas que generan los “flanking genes” ya que se generaron mediante la 

técnica TALEN (del inglés, transcription activator-like effector nuclease) utilizando 

animales C57BL/6J (Nuvolone et al., 2016). 

En la Tabla 1 se recoge un resumen del mecanismo de generación y del fondo genético 

de las líneas animales que sirven como modelo de PrPc KO. 

Cepa Mecanismo de generación Fondo genético 

 
Wild Type 

(WT) 
 

 
Ubicación del gen PRNP  en el exón 3. 
Alrededor del gen PRNP hay zonas no 
codificantes (UTR). 
 

 
 

Control 

 
Zurich I 
(ZH1) 

 
Reemplazamiento de los residuos que se 
encuentran en posición 4-187 mediante 
un casete Neo. 

 
 

C57BL/6J x 129/Sv 

 
Edinburgh 

(Edbg) 
 

 
Interrupción del ORF (del inglés (Open 
Reading Frame) en la posición 93 e 
introducción de un casete Neo. 
 

 
 

129Ola 

 
  Nagasaki 

(Ngsk) 

 
Reemplazamiento de parte del intrón 2, el 
ORF completo y parte del 3’ UTR por un 
casete Neo. 
 

 
 

C57BL/6J x 129/Sv 
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Rcm0 

 
Reemplazamiento de parte del intrón 2, el 
ORF completo y parte del 3’ UTR por un 
casete HPRT. 
 

 
 
C57BL/6J x 129/Sv 

 
Zurich II 

(ZH2) 

 
Reemplazamiento desde 0.27 kb del 
intrón 2 hasta 0.6 kb de la región 
adyacente al exón 3 con un lugar loxP. 

 
 

C57BL/6J x 129/Sv 

 
 

Zurich III 
(ZH3) 

 

 
Deleción de 8bp en el exón 3 mediante 
TALEN. 
 

 
 

C57BL/6J 

 

Tabla 1. Estrategias de generación de ratones Prnp-knockout. Se muestran las líneas de animales 

transgénicos KO para PrPc existentes. Se explica el mecanismo para la generación de cada línea animal y 

el fondo genético. Neo: neomicina fosfotransferasa; HPRT: hipoxantina fosforribosil transferasa. loxP: 

secuencia derivada del bacteriófago P1. Adaptado de (Weissmann and Flechsig, 2003). 

Modelos de sobreexpresión de PrPc  

En el caso de la PrPc, la sobreexpresión de la PrPc WT en un modelo animal KO da lugar 

a la presencia de acúmulos de PrPc no funcional. La cepa Tga20 sobreexpresa la PrPc 

WT murina sobre un animal KO. Los animales Tga20 presentan una excitabilidad 

neuronal incrementada (Rangel et al., 2009) y desarrollan ataxia y degeneración del 

sistema nervioso central y periférico a edades avanzadas (Westaway et al., 1994). Por 

lo tanto la sobreexpresión de PrPc puede ser patogénica (Ma et al., 2002). 

También, se generaron animales que sobreexpresan la PrPc humana. La cepa 

denominada Tg340, sobreexpresa la PrPc WT humana en un animal KO. Estos animales 

expresan en el codón 129 de PrPc una Metionina (Padilla et al., 2011).  

Modelos de expresión de formas truncadas de PrPc 

A parte de los animales KO y sobreexpresantes de PrPc, también se generaron animales 

con regiones de PrPc delecionada. Los animales que expresan formas truncadas de PrPc 

presentan fenotipos distintos según la región delecionada. Estos animales transgénicos 

nos dan información sobre la función de cada región de PrPc (Shmerling et al., 1998, Li 

et al., 2007a). 

Región amino terminal 

Los OR de la PrPc parecen ser los principales mediadores de la neuroprotección de PrPc 

en experimentos realizados in vitro ya que se ha observado que la sobreexpresión de 



INTRODUCCIÓN 

60 
 

formas truncadas carentes de los OR o la inserción de repeticiones promueve la 

muerte celular y altera la susceptibilidad al estrés oxidativo (Sakudo et al., 2003, Yin et 

al., 2006). Contrariamente, modelos animales que carecen de los OR de PrPc no 

presentan un fenotipo neurodegenerativo, por lo tanto esta región no es crítica para la 

función neuroprotectora de PrPc (Shmerling et al., 1998, Li et al., 2007b). Más tarde, se 

ha relacionado esta función neuroprotectora a la región polibásica adyacente que 

corresponde a los residuos 23-31 (Turnbaugh et al., 2011). 

Dominio central 

En animales transgénicos se ha observado que la eliminación del CD da lugar a un 

fenotipo neurodegenerativo progresivo y letal (Baumann et al., 2007). Además, se ha 

observado que los péptidos sintéticos que mimetizan el dominio central de PrPc 

resultan ser neurotóxicos in vitro (Gavin et al., 2005). El mutante en la región PrP Δ105-

125 presenta una toxicidad muy elevada, como se ha publicado parece que la falta de 

esta región produce un aumento de la afinidad de PrPc por su hipotético receptor 

responsable de la cascada de señalización neurotóxica (Li et al., 2007a). 

Mutaciones en la región hidrofóbica central de PrPc da lugar a alteraciones en el 

procesamiento proteolítico de la proteína y de estructura, consecuentemente, se 

modifica su paso por el retículo endoplasmático y su orientación en la membrana 

lipídica. Esta forma transmembrana se ha relacionado con procesos 

neurodegenerativos (Hegde et al., 1998). 

Región carboxilo terminal 

El extremo carboxilo terminal de PrPc consta del dominio GPI, el cual es necesario para 

el anclaje de la proteína a la membrana e importante para mantener la estructura de 

PrPc. Los animales que expresan la PrPc sin dominio GPI se denominan anchorless. Los 

animales anchorless expresan bajos niveles de PrPc intracelular soluble y no se ha 

descrito un fenotipo patológico (Chesebro et al., 2005). 
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3. Reelina 

3.1. Descripción general 

Reelina es una glicoproteína secretable altamente conservada. Reelina está 

involucrada en el neurodesarrollo y en la plasticidad sináptica y aprendizaje del adulto. 

En el neurodesarrollo, Reelina se secreta por las células Cajal-Retzius (CR) que se 

localizan en la zona marginal (MZ, del inglés marginal zone) de la neocorteza. Reelina 

es esencial para la organización citoarquitectónica de la corteza e hipocampo (Del Rio 

et al., 1997, D'Arcangelo et al., 1999). También, se encarga de la correcta migración y 

localización de las células Purkinje, lo cual es necesario para la expansión de las células 

granulares durante el desarrollo del cerebelo (Mariani et al., 1977, Rakic and Caviness, 

1995). 

En los ratones adultos, un número reducido de células mantiene la expresión de 

Reelina ya que durante los primeros días de vida más del 95% de CR mueren por 

apoptosis. Reelina se sintetiza principalmente por interneuronas GABAérgicas de la 

neocorteza e hipocampo, por células mitrales glutamatérgicas del bulbo olfativo, 

células granulares del cerebelo y también se produce en células piramidales de la capa 

II de la corteza entorrinal y piriforme (Alcantara et al., 1998). En adulto, la expresión de 

Reelina es importante para regular la sinaptogénesis, la plasticidad neuronal, 

aprendizaje y memoria (Weeber et al., 2002, Lee and D'Arcangelo, 2016, Yu et al., 

2016). 

El gen de Reelina, Reln, en ratones y humanos está altamente conservado. En ratones, 

Reln se localiza en el cromosoma 5 mientras que en humanos se encuentra mapeado 

en el cromosoma 7q22. El gen contiene 65 exones que codifica un mRNA de 12 kb el 

cual se traduce a 3461 aminoácidos. La proteína de 450 kDa tiene una región central 

que consiste en ocho repeticiones, cada repetición está formada por 350-390 

aminoácidos que presentan un motivo EGF {D'Arcangelo, 1995 #958}. El amino 

terminal está glicosilado y el carboxilo terminal es necesario para el correcto 

plegamiento de la proteína, una deleción en esta región resulta en una proteína sin 

estructura que impide la secreción de la proteína al medio extracelular. También, se ha 

sugerido que esta región es importante para la actividad intracelular (Del Rio et al., 

1997, Knuesel, 2010). Reelina tiene dos lugares proteolíticos y produce un total de 

cinco fragmentos distintos. La función fisiológica de cada fragmento de Reelina se 

desconoce (Figura 15). Las metaloproteinasas dependientes de zinc de la familia 

astacina/adamalisina cortan en el lugar cercano al amino terminal, pero la identidad de 

las proteasas que cortan en el carboxilo terminal se desconocen (Knuesel, 2010). 
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Figura 15. Estructura proteica de Reelina. El gen de Reelina codifica una proteína con un peso molecular 
de 450 kDa. Reelina se procesa proteolíticamente por varias proteinasas en dos sitios para dar cinco 
fragmentos distintos (Knuesel, 2010). 

3.2. Reelina en el desarrollo 

Durante el desarrollo cerebral, los movimientos migratorios neuronales desde el lugar 

de nacimiento hasta su localización final son esenciales para la formación y correcto 

funcionamiento del circuito neuronal (Ohshima, 2014). La corteza cerebral está 

estructurada en seis capas horizontales (L1-L6) y cada capa contiene un tipo de 

población neuronal única. 

En mamíferos, el desarrollo cortical empieza con la formación de la preplaca (PP), que 

en ratones corresponde al estadio embrionario 10.5 (E10.5). La PP está poblado por 

neuronas postmitóticas. Seguidamente, se forma la placa cortical (PC) a E11.5 que 

divide la PP en la subplaca y la MZ. La MZ dará lugar a la capa L1 mientras la PC 

desarrollará las capas de L2 a L6 y la SP se mantendrá debajo de la L6 en la corteza 

postnatal (Molliver et al., 1973, Rakic, 1976, Herrmann et al., 1994). Las células CR, 

originadas en la PP, son las primeras en migrar a la MZ. Las CR son de las primeras en 

madurar en la neocorteza y son las principales en secretar la proteína Reelina, la cual 

es importante para la laminación cortical normal ya que controla la organización de la 

PC (Bar et al., 2000, Yu et al., 2016). 

Reelina se une a los receptores de membrana; VLDLR (del inglés very low density 

lipoprotein receptor) y a ApoER2 (del inglés apolipoprotein receptor 2). Esta unión 
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induce la fosforilación del adaptador proteico intracelular, Disabled 1 (Dab1) mediante 

la quinasa tirosina de la familia Src (SFKs) (Trommsdorff et al., 1998, Arnaud et al., 

2003, Bock and Herz, 2003, Jossin et al., 2003, Kuo et al., 2005). Dab1 forsforilado 

activa los complejos Crk/CrkL-C3G, que estimulan Rap1 (del inglés Ras-proximate-1). 

Rap1 es importante para el control de la migración neuronal ya que estabiliza F-actina. 

Además, la unión de Reelina a sus receptores activa la vía fosfotidilinositol-3-

quinasa/proteína quinasa B (PI3K/AKT) que controla Tau, una proteína dedicada a la 

estabilización de microtúbulos. Por lo tanto, daños en la cascada de señalización que 

genera Reelina da lugar a una morfología anormal del hipocampo, cerebelo y 

neocorteza. Los animales que no expresan la proteína Reelina, llamados reeler, 

muestran una laminación invertida de la corteza cerebral (Figura 16), un pequeño 

cerebelo no laminado (Knuesel, 2010) y una laminación errónea del hipocampo que 

genera daños en la plasticidad sináptica y graves problemas en el aprendizaje 

(Goffinet, 1984). 

 

Figura 16. Capas de la neocorteza. Esquema de la migración neuronal neocortical y los defectos del 
posicionamiento en animales deficientes de Reelina. A) Migración y localización laminar de la corteza 
desde el estadio embrionario 11.5 al 16.5. B) Animales reeler, muestran una corteza invertida (Kwan et 
al., 2012). 

3.3. Reelina en adulto 

Reelina también es importante en el cerebro del adulto a pesar de su baja expresión 

comparada durante el neurodesarrollo. Reelina está involucrada en varias respuestas 

neuronales y lleva a cabo varias funciones según la vía de activación. 

En el adulto, Reelina sigue controlando el citosqueleto de actina y la dinámica de los 

microtúbulos. Una vez Reelina se une a sus receptores, se fosforila Dab1 que activa 
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principalmente la vía PI3K/Akt, que termina inhibiendo la glucógeno sintasa quinasa 3 

(GSK3), la cual es una de las principales quinasas que fosforila la proteína Tau 

estabilizante de microtúbulos (D'Arcangelo et al., 1999, Bock et al., 2003). En estudios 

recientes de Reelina se indica que es necesaria para el desarrollo de la estructura 

dendrítica (Niu et al., 2004).  

La unión de Reelina a VLDLR y ApoER2 en los terminales postsinápticos aumenta la 

neurotransmisión glutamatérgica ya que Reelina modula la actividad del receptor 

NMDA (del inglés N-methyl-D-aspartic acid) (Chen et al., 2005, Sinagra et al., 2005). 

Además, la señalización de Reelina a través de la vía dependiente de PI3K aumenta la 

transmisión sináptica de glutamato ya que aumenta la expresión de los receptores 

AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico), este proceso es 

independiente a la actividad de Src (Qiu et al., 2006). Por lo tanto, Reelina adquiere 

funciones como modulador de plasticidad, lo cual está relacionado con la sinapsis, 

memoria y aprendizaje.  

El receptor NMDA modulado por Reelina, contribuye a la activación de la vía 

MEK/Erk1/2 (del inglés extracelular signal-regulated kinases 1/2) dando lugar a la 

expresión de genes involucrados en el aprendizaje y plasticidad sináptica (Doehner and 

Knuesel, 2010). Sorprendentemente,  aunque Reelina induce la fosforilación de Erk1/2 

no requiere la actividad de ApoER2 y VLDLR y solo es parcialmente dependiente de 

Dab1. La activación de Erk1/2 y el aumento de calcio aumenta la fosforilación y 

translocación al núcleo del factor de transcripción CREB (del inglés cAMP-response 

element binding protein), que da lugar a la expresión de genes implicados en la 

sinapsis (Telese et al., 2015). 

Experimentos realizados en cultivos neuronales han demostrado que Reelina aumenta 

el LTP (del inglés long-term potentiation) del hipocampo, LTP está definido como un 

mecanismo molecular implicado en el aprendizaje y memoria. Para el aumento de LTP 

mediado por Reelina, Reelina requiere la expresión de ambos receptores, VLDLR y 

ApoER2. Un splicing alternativo de ApoER2 es necesario para inducir un aumento de 

LTP dependiente de Reelina y formación de  memoria in vivo. Molecularmente, Reelina 

se une a esta variante de ApoER2 que activa las quinasas de la familia Src que 

fosforilan la subunidad NR2A y NR2B del receptor NMDA a través de PSD95 (del inglés 

postsynaptic density protein 95) y este complejo genera un flujo de calcio en el 

terminal postsináptico (Beffert et al., 2005, Chen et al., 2005). Estudios genéticos a 

posteriori, demostraron que Dab1 también es necesario para el aumento de LTP en 

hipocampo (Trotter et al., 2013, Lee and D'Arcangelo, 2016)(Figura 17). 

Además de todos los datos reportados sobre los efectos postsinápticos de Reelina, 

Reelina también tiene efectos presinápticos. Reelina mediante los receptores ApoER2 

y VLDLR, PI3K y el flujo de calcio causa un aumento rápido de la neurotransmisión 

espontánea, este efecto se debe a la movilización de vesículas sinápticas que 

https://en.wikipedia.org/wiki/Long-term_potentiation
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contienen VAMP7 (del inglés vesicle-associated membrane protein 7)  (Hellwig et al., 

2011, Bal et al., 2013). 

La señalización termina cuando Dab1 ubiquitinizado es degradado por el proteosoma y 

Reelina se dirige al lisosoma, mientras que los receptores pueden ser reciclados a 

membrana (VLDLR) o también ir al lisosoma (ApoER2) (Bock et al., 2004, Morimura et 

al., 2005, Duit et al., 2010). 

 

Figura 17.  Cascada de señalización generada por Reelina. Reelina se une a VLDLR y ApoER2 en la edad 
adulta, participa en plasticidad sináptica, memoria y aprendizaje (Qiu et al., 2006). 

En animales reeler, se expresa menos receptores de NMDA en el hipocampo, así se 

ratifica el hecho que Reelina es importante para el tráfico y generación de receptores 

glutamatérgicos. También, se estudió el comportamiento de ratones deficientes en 

uno de los receptores, VLDLR o ApoER2, estos animales muestran problemas en la 

memoria pero aparentemente presentan unas funciones motoras y coordinación 

normal a diferencia de los animales postnatales reeler o deficientes en Dab1 que 

presentan severos ataques atáxicos dado el fallo en el desarrollo cerebelar (Weeber et 

al., 2002). 

3.4. Reelina en neurodegeneración 

Como hemos explicado Reelina juega un papel importante en el cerebro adulto, 

promoviendo la maduración de las dendritas, la sinaptogénesis, la transmisión 

sináptica y la plasticidad. Así, se ha estudiado el papel de Reelina en distintas 

enfermedades. Por un lado, los animales reeler presentan un compartamiento similar a 

los casos de esquizofrenia (Costa et al., 2002). Por otro, gracias a estudios genéticos se 
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han identificado mutaciones en Reln involucradas en la epilepsia (Dazzo et al., 2015) y 

que pueden ser un factor de riesgo para el autismo (De Rubeis et al., 2014). 

La implicación de Reelina también se ha estudiado en las enfermedades 

neurodegenerativas. De hecho, Reelina se ha propuesto como posible biomarcador de 

la EA. 

Reelina en la Enfermedad de Alzheimer 

En la EA se ha estudiado la expresión de Reelina, la activación de la señalización y la 

interacción con sus receptores. VLDLR y ApoER2 son miembros de la familia de 

receptores de lipoproteínas de baja densidad (LDL, del inglés low-density lipoprotein), 

un grupo de receptores de lipoproteínas que se expresan en la superficie de las 

neuronas donde se unen a la apolipoproteína E (ApoE) y al colesterol secretados por 

células gliales. No obstante, VLDLR y ApoER2 también se han identificado como 

receptores de Reelina (D'Arcangelo et al., 1995, Hiesberger et al., 1999, Trommsdorff 

et al., 1999). Dado que estos receptores son compartidos, se cree que Reelina tiene un 

papel importante en la EA. Además, en la EA algunos polimorfismos del gen que 

codifica ApoE se consideran un riesgo para padecer dicha enfermedad y la unión de 

Reelina a sus receptores esta inhibida por ApoEε3 y ApoEε4 (D'Arcangelo et al., 1999). 

La observación de animales reeler y deficientes en ApoER2 y VLDLR muestran 

acúmulos de Tau hiperfosforilada (Hiesberger et al., 1999). Tau, una proteína asociada 

a microtúbulos, se encuentra hiperfosforilada y forma acúmulos intraneuronales que 

dan lugar a la neurodegeneración, una marca típica de la EA. Las vías de señalización 

mediadas por Reelina e involucradas en la regulación de la fosforilación de Tau 

incluyen la actividad de GSK3 y de la quinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5, del 

inglés  cyclin-dependent kinase 5). Por lo tanto, en condiciones fisiológicas Reelina 

inhibe la fosforilación de Tau mediante la vía de GSK3B (Beffert et al., 2002, Beffert et 

al., 2004).  

In vitro, la presencia de Reelina en el medio de los cultivos celulares aumenta la 

proteólisis de la proteína precursora amiloide (APP, del inglés amyloid precursor 

protein) y reduce la generación de los oligómeros de β-amiloide. Además, hay una 

interacción directa entre el dominio central de Reelina y el dominio extracelular E1 de 

APP, parece que esta unión es necesaria para el correcto crecimiento neurítico in vivo 

e in vitro (Hoe et al., 2009). También, se ha demostrado que Dab1 se puede unir al 

motivo citoplasmático NPxY de APP, esta unión parece afectar el tráfico y 

procesamiento de ApoER2 y APP. En células COS7, donde se sobreexpresa Dab1 resulta 

un aumenta de APP y ApoER2 en la superficie celular, y una reducción de la β-

secretasa de APP (Hoe et al., 2006). Contrariamente, otros grupos reportan que bajo 

estas condiciones, la β-secretasa aumenta en células HEK y genera agregaciones, eso 

https://es.wikipedia.org/wiki/Quinasa_dependiente_de_ciclina
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se debe a que la β-secretasa procesa la proteína APP para su forma amiloidogénica 

(Parisiadou and Efthimiopoulos, 2007). 

En pacientes que padecen la EA, hay cambios en los niveles de Reelina que dan lugar a 

la fosforilación anormal de Tau. Por otro lado, en casos tempranos de Alzheimer, hay 

una reducción drástica en el número de células CR y células piramidales de la capa II de 

la corteza entorrinal (Baloyannis, 2005, Chin et al., 2007). En LCR de la EA se ha 

identificado un aumento del fragmento 180 de Reelina, además, existen cambios en el 

patrón de glicosilación de Reelina (Saez-Valero et al., 2003, Botella-Lopez et al., 2006). 

Por otro lado, los niveles de mRNA de la secuencia completa de Reelina aumentan en 

la corteza frontal de la EA, eso podría deberse a cambios transcripcionales 

compensatorios, pero no se observa un aumento de la proteína entera o de 310 kDa 

en la EA, por lo que, en la EA hay alteraciones en el procesamiento proteolítico de la 

proteína Reelina (Hibi and Hattori, 2009). En el microscopio confocal, se ha encontrado 

que Reelina está asociada pero no colocaliza con las especies fibrilares de β-amiloide. 

Por otro lado, los depósitos de los oligómeros de β-amiloide muestran un alto grado de 

colocalización con Reelina (Doehner et al., 2010). Además, animales transgénicos que 

se usan como modelos de la EA, Reelina se localiza en las placas amiloides. 

Reelina en otras enfermedades neurodegenerativas 

Paralelamente, la expresión de Reelina se ha estudiado en la demencia frontotemporal 

(FTD, del inglés frontotemporal dementia). Se ha sugerido que la señalización de 

Reelina está involucrada en esta patología. En algunos casos de FTD, se ha identificado 

cambios en Tau. Dado que Tau forma parte de la cascada de señalización de Reelina, 

en Saez-Valero et al., han publicado la detección de Reelina en LCR de FTD (Saez-

Valero et al., 2003). Aunque no hay diferencias significativas entre los niveles de LCR 

de FTD y EA, la banda de 180 kDa de Reelina tiende a ser mayor en FTD que en 

pacientes de Alzheimer. Por otro lado, el deterioro de la cognición es peor en los casos 

analizados de FTD que de la EA. Aunque, poco se ha descrito del papel y cambios de 

expresión de Reelina en la EP. Se ha reportado una sobreexpresión del fragmento 180 

de Reelina en el LCR de enfermos de Parkinson (Botella-Lopez et al., 2006).  

Finalmente, las EETs y la EA comparten características neuropatológicas y moleculares. 

En las EETs, la PrPc se convierte en una forma anómala resistente a proteinasa k, la 

PrPsc (Prusiner, 1991). En la EA, la proteína APP debido a un proceso proteolítico da 

lugar a una superproducción del péptido β-amiloide (Mattson, 2004). La acumulación 

de PrPsc y β-amiloide en el SNC resulta en la neurodegeneración. Además, 

recientemente se ha descrito la participación de PrPc en la EA y la implicación de Dab1 

en el procesamiento de APP. No obstante, los cambios de expresión de Reelina en las 

prionopatías no han sido estudiados. 
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La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa más 

común. La EP se caracteriza por la pérdida neuronal masiva en la sustancia nigra y por 

la presencia de agregados. Fue James Parkinson quién describió la Parálisis Agitans en 

1817, que más tarde, se la denominó la enfermedad de Parkinson (EP). En 1912, 

Friedrich H. Lewy identificó agregados neuronales en distintas zonas del cerebro de 

pacientes de Parkinson. Estos agregados se denominan cuerpos de Lewy (LB, del inglés 

Lewy body) o neurita de Lewy (LN, del inglés Lewy neurite). El principal componente de 

estos agregados es la α-sinucleína.  

Por otro lado, en 1982, Stanley B. Prusiner describió la proteína priónica celular (PrPc), 

una proteína que debido a la conversión de su estructura adquiere patogenicidad. Este 

agente proteico infeccioso puede propagarse entre distintas especies y puede 

replicarse en el huésped a expensas de la misma proteína endógena. Así se conoce la 

famosa, propagación priónica. Pero recientemente, también se han descrito otras 

proteínas que pierden su estructura y pueden propagarse de célula a célula, como la α-

sinucleína. 

Varios mecanismos se han descrito para la propagación de la α-sinucleína patológica. 

Algunas de las vías propuestas son la liberación de α-sinucleína a través de exosomas, 

internalización mediante endocitosis, receptor ligado a endocitosis o por difusión 

pasiva, e incluso, recientemente, se han descrito el papel de nanotúbos como posible 

mecanismo de propagación de α-sinucleína in vitro. Dado se ha descrito el papel de la 

PrPc como posible receptor de los oligómeros de β-amiloides en la enfermedad de 

Alzheimer. Es así, como nos planteamos el posible papel de PrPc como receptor de α-

sinucleína.  

Por último, Reelina una glicoproteína secretable que juega un papel importante 

durante el neurodesarrollo, se ha estudiado en la enfermedad de Alzheimer (EA). Se ha 

observado que los niveles de Reelina aumentan en el cerebro y líquido cefaloráquideo 

en la EA. Previamente, en nuestro grupo se ha publicado las modificaciones de la 

proteína Disabled1 (Dab1) en prionopatías. Dab1 se localiza en el citosol y forma parte 

de la cascada de señalización de Reelina. Se ha mostrado la existencia de una 

correlación entre la deposición de PrPsc, β-amiloide y la fosforilación de Dab1. 

También, se ha descrito que el péptido recombinante PrP (106-126) induce la 

fosforilación de Dab1 in vitro. Por lo tanto, debido a estas variaciones en Dab1, aquí 

describimos los niveles de Reelina en la enfermedad priónica de Creutzfeldt-Jakob y en 

las α-sinucleinopatías.  

En base a estos hechos, el principal objetivo planteado en esta tesis doctoral es el 

estudio de la PrPc en la EP como posible neuroreceptor y analizar la expresión de la 

Reelina en enfermedades neurodegenerativas. 
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Para llevar a cabo este estudio se plantean los objetivos que se exponen a 

continuación: 

 

Objetivo 1: Estudiar la propagación de las protofibrillas de α-sinucleína y formación 

de α-sinucleína fosforilada según la dosis genética de la PrPc en modelos 

in vivo e in vitro mediante la inoculación de protofibrillas de α-sinucleína 

en animales Prnp0/0, Prnp+/+ o sobreexpresantes de la proteína PrPc (Tga20). 

Así como, el uso de dispositivos microfluídicos para monitorizar el 

transporte de α-sinucleína. 

 

Objetivo 2: Determinar el dominio de PrPc implicado en la unión a las protofibrillas 

de α-sinucleina in vitro, mediante construcciones truncadas de PrPc. 

 

Objetivo 3: Estudiar los cambios de expresión de Reelina en distintas enfermedades 

neurodegenerativas mediante el procesamiento de muestras humanas de 

corteza frontal. 

 

Objetivo 4: Analizar el aumento de Reelina en modelos animales inoculados con 

prión y cultivos celulares. 
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La presente Tesis Doctoral, titulada “Funciones de la proteína priónica celular, α-

sinucleína y Reelina en enfermedades neurodegenerativas”, se presenta como un 

compendio de dos publicaciones realizadas durante el periodo de doctorado, Capítulo I 

y Capítulo III, junto con el Capítulo II con resultados no publicados. 

Capítulo I 

Involvement of Cellular Prion Protein in α-Synuclein Transport in Neurons. 

Urrea L, Segura-Feliu M, Masuda-Suzukake M, Hervera A, Pedraz L, García Aznar 

JM, Vila M, Samitier J, Torrents E, Ferrer I, Gavín R, Hagesawa M, Del Río JA. 

Mol Neurobiol. 2017 Feb 22. doi: 10.1007/s12035-017-0451-4. [Epub ahead of print]. 

Referencia: Urrea, L., M. Segura-Feliu, M. Masuda-Suzukake, A. Hervera, L. Pedraz, J. 

M. Garcia Aznar, M. Vila, J. Samitier, E. Torrents, I. Ferrer, R. Gavin, M. Hagesawa and J. 

A. Del Rio (2017). "Involvement of Cellular Prion Protein in alpha-Synuclein Transport 

in Neurons." Mol Neurobiol. 

 

Capítulo II 

Disease-specific Changes in Reelin Protein and mRNA in the Neocortex and 

Cerebrospinal Fluid in Neurodegenerative Dementias 

Laura Urrea1,*, Laia Lidón1,*
,
 Franc Llorens2, Pau Pastor3, Inga Zerr4, Daniel Alcolea*, 

Alberto Lleó*, Rosalina Gavín1, Isidre Ferrer5, José A. Del Río1En preparación. 

En preparación 

 

Capítulo III 

Reelin Expression in Creutzfeldt-Jakob Disease and Experimental Models of 

Transmissible Spongiform Encephalopathies. 

Mata A*, Urrea L*, Vilches S, Llorens F, Thüne K, Espinosa JC, Andréoletti O, Sevillano 

AM, Torres JM, Requena JR, Zerr I, Ferrer I, Gavín R, Del Río JA. 

Mol Neurobiol. 2016 Oct 10. [Epub ahead of print]. 

Referencia: Mata, A., L. Urrea, S. Vilches, F. Llorens, K. Thune, J. C. Espinosa, O. 

Andreoletti, A. M. Sevillano, J. M. Torres, J. R. Requena, I. Zerr, I. Ferrer, R. Gavin and J. 

A. Del Rio (2016). "Reelin Expression in Creutzfeldt-Jakob Disease and Experimental 

Models of Transmissible Spongiform Encephalopathies." Mol Neurobiol.
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Capítulo I: 

Involvement of Cellular Prion Protein in α-Synuclein Transport 

in Neurons 

Urrea L, Segura-Feliu M, Masuda-Suzukake M, Hervera A, Pedraz L, García Aznar 

JM, Vila M, Samitier J, Torrents E, Ferrer I, Gavín R, Hagesawa M, Del Río JA. 

 

Resumen: 

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa que presenta 

agregados intracelulares llamados cuerpos de Lewy (LB, del inglés Lewy body) y 

pérdida neuronal en la sustancia nigra. La principal proteína que se encuentra 

agregada en los LB es la α-sinucleína. α-sinucleína es una proteína que se encuentra, 

mayoritariamente, en los terminales presinápticos. La forma desplegada de α-

sinucleína, denominada oligomérica, es capaz de propagarse neuronalmente y formar 

agregados. Varios mecanismos se han descrito para la propagación de α-sinucleína, en 

este caso proponemos la proteína priónica celular (PrPc) como receptor neuronal. 

Animales con distinta dosis genética de PRNP son inoculados intracranealmente con 

protofibrillas de α-sinucleína de ratón. Cuarenta y cinco días después, se observa 

agregación de α-sinucleína fosforilada (p-α-sinucleína) en distintas zonas cerebrales. 

Los animales Tga20, que sobreexpresan la PrPc, presentan mayor número de 

agregados de p-α-sinucleína. No obstante, los animales que no expresan PrPc también 

pueden formar agregados de p-α-sinucleína aunque en menor grado. 

Además, se desarrollan unos dispositivos microfluídicos para monitorizar el transporte 

de α-sinucleína in vitro. Los dispositivos constan de dos compartimentos que están 

separados entre ellos por cien microcanales que debido a su tamaño solo permiten el 

paso de los axones. Cultivos neuronales primarios provenientes de animales Prnp+/+, 

Prnp0/0 y Tga20 son sembrados en estos dispositivos y tradados con protofibrillas de α-

sinucleína. Observamos que en los casos que PrPc se sobreexpresa, el transporte de las 

protofibrillas de α-sinucleína tiende a aumentar. 

Finalmente, se analiza la unión de PrPc y α-sinucleína. Las protofibrillas de α-sinucleína 

se unen con mayor afinidad a las células HEK293 transfectadas con PrPc que en células 

transfectadas con un vector vacío. Analizamos el dominio de PrPc implicado en esta 

unión. Anteriormente, se ha descrito que el dominio central cargado es necesario para 

la interacción con los β–amiloides. Mediante construcciones truncadas de PrPc 

observamos que el dominio central cargado es la región implicada en la unión a α-

sinucleín
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hervera%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28229331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pedraz%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28229331
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Supplementary Fig. 1. 

 

a-b Electron microscopy photomicrograph illustrating recombinant mouse α-

synuclein fibers in aggregated stage (a) and after sonication procedure (b). c Western 

blot of sonicated α-synuclein fibers. Note the appearance of the ≈ 17 kDa band as 

well as the ≈ 35 kDa band typical of non-monomeric α-synuclein. Similar band 

pattern was observed in the case of human α-synuclein fibrils d-e Low power 

photomicrographs illustrating p-α-synuclein staining in sham-operated (d) and mouse 

α-synuclein-operated (e) Prnp+/+ mice. p129S/81A p-α-synuclein labelling can be seen 

in parietal and cingular neocortex, hippocampus, mamillothalamic tract, fornix, 

globus pallidus, caudate putamen and white matter. However, after injection, p-α-

synuclein deposits as LBL or LNL aggregates (arrowsin e) can clearly be seen over the 

background using the p129S/81A antibody. f-g High power photomicrographs 

illustrating p-α-synuclein LBL after mouse fibril injection in neocortex (f) or amygdala 

(g). Abbreviations: A, amygdala; CP, caudate putamen; EC, entorhinal cortex; GP, 

globus pallidus; H, hippocampus; T, thalamus. Scale bar: d = 500 μm pertains to e; f = 

25 μm pertains to g. 
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Supplementary Fig. 2. 

 

Analysis of mouse α-synuclein transport using microfluidic devices. a-b Examples of 

Fluo4-AM labelling (FITC optics) of microfluidic devices after 7 DIV. Note the 

difference in the number of labelled axons between (a) and (b) in the 

microchannels. c Example of western blotting of α-synuclein in a device without 

relevant interconnection reservoirs (a case). Two different exposures (10 seg and 4 

min) are shown in the panel. Note the presence of a very pale band of α-synuclein in 

the B cell extract (asterisk) only detectable after 4 min of exposure. In these cultures, 

no endogenous α-synuclein labelling was observed, demonstrating detected α-

synuclein in B derived from interneuronal transport of exogenous α-synuclein 

protofibrils as also demonstrated in α-synuclein (Fig. 4a-d) p-α-synuclein staining 

(Fig. 3e-h, Supplementary Fig. 3). Anti-β-tubulin was used for protein 

characterization. Scale bar: a = 400 μm pertains to b. 

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12035-017-0451-4#Fig4
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12035-017-0451-4#Fig3
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12035-017-0451-4#Fig9
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Supplementary Fig. 3. 

 

Analysis of human α-synuclein fibril transport using microfluidic devices. a 2D 

representation of the two PDMS devices used in the present study. b-g Primary 

cortical cultures of Prnp+/+ were maintained in the devices for 5-7 days. Then human 

recombinant α-synuclein was added to A reservoir (asterisk) (b,d,f), neuronal 

presence of p-α-synuclein in A was analysed (c), and their transport to B reservoir 

was analysed with p-α-synuclein immunocytochemistry (d-g). b-c Examples of 

double-labelled neurons (TUJ1/p-α-synuclein) in A reservoir (indicated with camera 

icon) showing p-α-synuclein labelling as LBL (arrows in b and c). d-g Examples of p-α-

synuclein-labelled neurons and axons (TUJ1-positive, arrows) in B reservoir (indicated 

with camera icon). Scale bar: b and f = 40 μm pertains to c-e and g, respectively. 
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Supplementary Fig. 4. 

 
 

Overexposed (15 min) uncropped films showing the absence of α–synuclein in 

cultured media of B in contrast to A reservoir, indicating the absence of fluidic flux 

between reservoirs illustrated in Fig. 3i. 

  

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12035-017-0451-4#Fig3
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Supplementary Fig. 5. 

 
 

a Western blot illustrating the overexpression of the different PrPC constructs (ΔF35, 

ΔHR, ΔCC, and PrPC) in HEK293 cells. The cellular distribution of the constructs in the 

plasma membrane can be seen in [54] b Histogram illustrating the activation of 

caspase 3 by the different PrPC constructs (including ΔCD and ΔCR constructs). Data 

represent the mean ± S.E.M. of three different experiments. *** P < 0.01, ANOVA 

Bonferroni post hoc test. 
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Capítulo II: 

Disease-specific changes in Reelin protein and mRNA in the 

neocortex and cerebrospinal fluid in neurodegenerative 

dementias 

Laura Urrea1,*, Laia Lidón1,*
,
 Franc Llorens2, Pau Pastor3, Inga Zerr4, Daniel Alcolea*, 

Alberto Lleó*, Rosalina Gavín1, Isidre Ferrer5, José A. Del Río1, 

 

Resumen: 

Reelina es una glicoproteína secretable implicada en el neurodesarrollo. En el cerebro 

adulto, Reelina participa en la plasticidad sináptica, aprendizaje y memoria. 

Consecuentemente, alteraciones en la expresión de Reelina da lugar a fallos en la 

sinapsis o a la neurodegeneración. Reelina puede ser escindida por distintas proteasas 

dando lugar a varios fragmentos. El fragmento de 180kDa detectado mediante 

inmunoblot correlaciona  con la forma activa de Reelina presente en muestras 

humanas. 

Anteriormente, se han estudiado los niveles de Reelina en el líquido cefaloraquídeo 

(LCR) en la enfermedad de Alzheimer (EA). Aunque varios grupos han reportado 

resultados contradictorios respecto a los niveles de Reelina en la EA comparado con 

los casos controles. Recientemente, se ha publicado un aumento de los niveles del 

RNA  (del inglés ribonucleic acid) mensajero (mRNA) en la enfermedad de Creutzfeldt-

Jakob esporádica (sCJD).  

En este estudio, se ha determinado los cambios de la proteína Reelina y de su mRNA 

en distintas enfermedades neurodegenerativas. Se han estudiado los niveles de la EA, 

demencia por cuerpos de Lewy (DLB, del inglés dementia with lewy bodies), la 

enfermedad de Parkinson (EP) y la sCJD tipo 1 y 2. Por un lado, se ha observado un 

aumento del mRNA en la neocorteza de sCJD tipo 1 y una reducción de los niveles en 

DLB. Además, los niveles del mRNA de Reelina tienden a subir en la EA. Por otro lado, 

el análisis por densitometria de la banda 180 kDa de Reelina revela que los niveles 

proteicos presentan un aumento en sCJD tipo 1 y un descenso estadísticamente 

significativo en la EA. Los niveles de Reelina en la EP se mantienen y en DLB tienden a 

bajar.  

Los niveles bajos de Reelina en la EA y DLB pueden correlacionar con la progresión de 

la enfermedad. Contrariamente, se ha observado un aumento de Reelina en sCJD. 

Estas diferencias probablemente se deben a las diferencias de los procesos 

inflamatorios que se desencadenan en cada enfermedad. 
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Abstract 

Reelin is an extracellular glycoprotein that plays crucial roles during development and 

synapse plasticity of the central nervous system (CNS). Reelin levels in adult brain must 

be maintained to a certain level to ensure neural homeostasis since its decrease may 

lead to synaptic dysfunction or neurodegeneration. Indeed, levels changes of Reelin in 

biological fluids (i.e., cerebrospinal fluid (CSF)) has been analyzed during 

neurodegeneration (typically Alzheimer´s disease (AD)) with conflicting results. In the 

present study, we expand this analysis to determine changes in Reelin and Reln mRNA 

in AD, Dementia Lewy Bodies (DLB), Parkinson´s disease (PD) and Creutzfeldt-Jakob 

disease (sCJD). 



RESULTADOS 

104 
 

Introduction  

The extracellular glycoprotein Reelin plays relevant roles during development, circuit 

maturation and synapse maintenance of the central nervous system (CNS)[1-3]. The 

full length Reelin protein (420 kDa) is cleaved by several extracellular proteases at two 

sites to generate smaller N-term proteolyzed peptides of 310 kDa and 180 kDa, 

together with a 190 kDa central domain peptide and additional lower molecular weight 

C-term peptides. Thus, presence of active form of Reelin in biological samples 

correlates with the amount of a 180-190 kDa band in Western blots using N-term 

directed antibodies (i.e., 4G10 or 142). Reelin levels in adult brain must be maintained 

to a certain level to ensure neural homeostasis since its decrease may lead to synaptic 

dysfunction or neurodegeneration. Indeed, levels changes of Reelin in biological fluids 

(i.e., cerebrospinal fluid (CSF)) has been analyzed by several groups during 

neurodegeneration (typically Alzheimer´s disease (AD)). These studies report either 

decreased[4],  increased[5],[6] or unchanged[7,8] levels of Reelin between AD vs 

controls cases. In addition to this, very few data is published describing putative Reelin 

changes in other neurodegenerative diseases (i.e., Dementia with Lewy bodies (DLB) or 

Parkinson´s disease). In a recent publication[9], our group developed a “pilot” study 

with low number of samples analyzing the changes in Reln mRNA levels in sporadic 

Creutzfeldt-Jakob disease (sCJD)[9]. In the present study, we expand our study 

exploring in detail the putative changes of Reelin and Reln in both the neocortex and 

CSF in AD, DLB or Parkinson´s disease (PD) and in type I and II sCJD compared to 

control samples. Results indicate an increase of Reln in brain parenchyma between 

sCJD(I) and nsCJD (P = 0.0817) and a reduction between DLB and non-

neurodegenerative (nND) subjects (P = 0.0591). Reln levels were similar between AD 

and nAD. Densitometric analysis of the  180 kDa band of Reelin revealed an increase 

in sCJD(I) (P = 0.0817) and, surprisingly a statistically significant decrease in AD (P = 

0.0045).  

 

Methods  

Human samples 

The brains of control and patients with sCJD, PD, AD and DLB were obtained from 3 to 

8 h after death and were immediately prepared for morphological and biochemical 

studies (Supplementary Table I sCJD; Supplementary Table II for PD, Supplementary 

Table III for DLB and Supplementary Table IV for AD). CSF from AD, PD, DLB and sCJD 

was collected and processed as indicated (REF). The main clinical and pathological 

characteristics of postmortem samples are summarized in Table I-IV. For biochemical 

studies, samples of the frontal cortex were frozen in liquid nitrogen and stored at -

80ºC until use. For neuropathological diagnosis, 4% formalin-fixed, formic acid-treated 
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samples were embedded in paraffin. The neuropathological study was carried out on 

de-waxed 4-μm-thick paraffin sections of the frontal (area 8), primary motor, primary 

sensory, parietal, temporal superior, temporal inferior, anterior gyrus cinguli, anterior 

insular, and primary and associative visual cortices; entorhinal cortex and 

hippocampus; caudate putamen and globus pallidus; medial and posterior thalamus; 

hypothalamus; Meynert nucleus; amygdala; midbrain (two levels), pons and bulb; and 

cerebellar cortex and dentate nucleus. The sections were stained with hematoxylin 

and eosin, Klüver Barrera, and, for immunohistochemistry to glial fibrillary acidic 

protein (Dako, Glostrup, Denmark, dilution 1:250), CD68 for microglia (Dako, dilution 

1:100), -amyloid (Boehringer, Ingelheim, Germany,  dilution 1:50), tau AT8 

(Innogenetics, Ghent, Belgium, dilution -crystallin (Abcam, Cambridge, MA, 

-synuclein (Millipore, Buillerica, MA, USA, dilution 1:500), 

ubiquitin (Dako, dilution 1:200), and PrPC, (clone 3F4, Dako, dilution 1:1000) with and 

without proteinase K pre-incubation). 

 

Western blotting and quantification 

Samples from different sources were processed for western blot. In each detection, 

randomly selected control and patient-samples were included. The collected samples 

were homogenized in (10% wt/vol) of 50 mM Tris-HCl, pH 7.4/150 mM NaCl/0.5% 

Triton X-100/0.5% Nonidet P-40 and a mixture of protease and phosphatase inhibitors. 

After this, samples were centrifuged at 15,000 g for 20 minutes at 4º C. The resulting 

supernatant was normalized for protein content using BCA kit (Pierce). Cell extracts 

were boiled at 96º C for 3 minutes, followed by 6% SDS electrophoresis, and 

electrotransferred to nitrocellulose membranes for 2 hours at 4º C. Membranes were 

then blocked with 5% not-fat milk in 0.1M Tris-buffered saline (pH. 7.4) for 2 hours and 

incubated overnight in 0.5% blocking solution containing primary antibodies (4G10; 

1:1000 diluted. After incubation with peroxidase-tagged secondary antibodies (1:2000 

diluted), membranes were revealed by ECL-plus chemiluminescence western blot kit 

(Amershan-Pharmacia Biotech). In our experiments, each nitrocellulose membrane 

was used to detect Reelin (4G10, Millipore) and tubulin (1:5000; Sigma). For 

quantification, developed films were scanned at 2,400 x 2,400 dpi (i800 MICROTEK 

high quality film scanner), and the densitometric analysis was performed using 

Quantity One Image Software Analysis (Biorad). Statistical analysis of the obtained data 

was performed using Kruskal-Wallis test (Multiple comparison test) or Mann-Whiney 

test (Paired sample comparison) using GraphPad Prism 5.0c software (Mac OS X, 

Grahpad). Data are presented as mean  standard deviation (SD). Differences between 

groups were considered statistically significant at * P < 0.1; ** P < 0.05. 
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RT-qPCR 

Quantitative real time PCR was performed on total RNA extracted with mirVana’s 

isolation kit (Ambion, Austin, TX, USA) from the cortex of human samples. Purified 

RNAs were used to generate the corresponding cDNAs, which served as PCR templates 

for mRNA quantification. PCR amplification and detection were performed with the 

ROCHE LightCycler 480 detector, using 2x SYBR GREEN Master Mix (Roche) as reagent, 

following the manufacturer’s instructions. The reaction profile was: denaturation-

activation cycle (95º C for 10 minutes) followed by 40 cycles of denaturation-

annealing-extension (95º C for 10 minutes, 72º C for 1 minute, 98º C continuous). 

mRNA levels were calculated using the LightCycler 480 software. Data were analyzed 

with SDS 1.9.1 Software (Applied Biosystems) following the 2-∆∆CT method of Applied 

Biosystems. Primers were as follows: Reln (5’- actctgtcaacagctcaagc -3’) and (5’- 

tggtcaattgcccagctttg -3). The results were normalized for the expression levels of the 

housekeeping gene, gapdh (5’-aggtcggtgtgaacggatttg-3’) and (5’-

tgtagaccatgtagttgaggtca-3’), which were quantified simultaneously with the target 

gene. 

 

Results 

As indicated, data analyzing CSF Reelin levels in AD reported diverse results (see 

introduction for references). Thus, due that CSF Reelin levels could be affected by 

sample storage and handling conditions[10], we aimed to correlate their levels in brain 

parenchyma and CSF in different neurodegenerative diseases. First, Western blotting 

detection of Reelin using the N-term directed antibodies 4G10 or the ab142 renders 

similar band pattern labeling (Figure 1) between the different neurodegenerative 

diseases analyzed. Three relevant bands can easily be defined at  420 kDa,  310 kDa 

and  180 kDa (Figure 1). In addition, additional bands of lower molecular weight can 

also be seen. The densitometric analysis of the  180 kDa Reelin band in developed 

films revealed a statistically significant reduction of Reelin in AD compared to control 

samples (Figure 2). In contrast, no changes were observed in PD cases compared to 

controls, and a tendency to decreased levels were seen in DLB subjects. With respect 

to sCJD, a moderate increase in Reelin were only determined in sCJD(I) cases compared 

to nsCJD (Figure 2). Next, RT-qPCR experiments of Reln reported a non-statistical 

increase of Reln between AD (V-VI) and controls, in contrast to WB data (Figure 3). 

Reln increase was also observed between sCJD(I) and controls corroborating, in this 

case, WB data (Figure 3). In addition, the tendency observed in DLB sowing a moderate 

reduction in Reelin was also corroborated by RT-qPCR quantification.  
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Discussion  

Our current results, demonstrate a decrease in Reln mRNA and protein in frontal 

cortex of AD and DLB. In contrast, increased levels of Reelin were observed in sCJD(I) 

and no changes were determined between PD patients and control subjects. With 

respect to AD, our data corroborate previous studies indicating decreased levels of 

Reelin during aging and neurodegeneration [4,11,12]. Due that decreased Reelin 

correlates with cognitive decline in mice models of neurodegeneration, low levels of 

Reelin signaling could contribute to the clinical symptoms and pathological progression 

in AD and DLB. On the other hand, Reelin levels are increased in CJD. These changes 

are likely to be associated with the different astroglial reactivity observed between AD-

DLB-PD and sCJD (i.e., see [13] for details) also following other biomarkers involved in 

inflammatory processes [14,15]. 

  

Acknowledgements  

The authors thank Tom Yohannan for editorial advice. This research was supported by 

grants from the Spanish Ministry of Economy, Industry and Competitiveness (MEICO / 

FEDER) (BFU2015-67777-R), the Spanish Prion Network (Prionet Spain, AGL2015-

71764-REDT), the Generalitat de Catalunya (SGR2014-1218), CIBERNED (PRY-2016-2, 

MFDEND), CERCA Programme / Generalitat de Catalunya and La Marató de TV3 to 

JADR. IF was funded by the Ministerio de Economía, Industria y Competitividad, 

Instituto de Salud Carlos III – Fondos FEDER, a Way to Build Europe FIS grant 

PI14/00757 and PI17/00809.  L.U. was supported by the Marató the TV3. 

 

Author contributions 

L.U., F.Ll. and L.L performed most of the experiments. P.P., A.Ll., D.A., I.Z., I.F., R.G. and 

J.A.D.R. designed and supervised the work, I.F. and J.A.D.R analyzed results. J.A.D.R. 

wrote the draft circulated among the authors. 

 

Conflicts of Interest  

The authors declare no conflicts of interest. 

 

 

 



RESULTADOS 

108 
 

References 

1. Frotscher M (2010) Role for Reelin in stabilizing cortical architecture. Trends Neurosci 33 

(9):407-414. 

2. Pujadas L, Gruart A, Bosch C, Delgado L, Teixeira CM, Rossi D, de Lecea L, Martinez A, 

Delgado-Garcia JM, Soriano E (2010) Reelin regulates postnatal neurogenesis and enhances 

spine hypertrophy and long-term potentiation. J Neurosci 30 (13):4636-4649. 

3. Beffert U, Weeber EJ, Morfini G, Ko J, Brady ST, Tsai LH, Sweatt JD, Herz J (2004) Reelin and 

cyclin-dependent kinase 5-dependent signals cooperate in regulating neuronal migration and 

synaptic transmission. J Neurosci 24 (8):1897-1906. 

4. Herring A, Donath A, Steiner KM, Widera MP, Hamzehian S, Kanakis D, Kolble K, ElAli A, 

Hermann DM, Paulus W, Keyvani K (2012) Reelin depletion is an early phenomenon of 

Alzheimer's pathology. J Alzheimers Dis 30 (4):963-979. 

5. Cuchillo-Ibanez I, Balmaceda V, Mata-Balaguer T, Lopez-Font I, Saez-Valero J (2016) Reelin in 

Alzheimer's Disease, Increased Levels but Impaired Signaling: When More is Less. J Alzheimers 

Dis 52 (2):403-416. 

6. Saez-Valero J, Costell M, Sjogren M, Andreasen N, Blennow K, Luque JM (2003) Altered 

levels of cerebrospinal fluid reelin in frontotemporal dementia and Alzheimer's disease. J 

Neurosci Res 72 (1):132-136. 

7. Ignatova N, Sindic CJ, Goffinet AM (2004) Characterization of the various forms of the Reelin 

protein in the cerebrospinal fluid of normal subjects and in neurological diseases. Neurobiol 

Dis 15 (2):326-330. 

8. Notter T, Knuesel I (2013) Reelin immunoreactivity in neuritic varicosities in the human 

hippocampal formation of non-demented subjects and Alzheimer's disease patients. Acta 

Neuropathol Commun 1:27. 

9. Mata A, Urrea L, Vilches S, Llorens F, Thune K, Espinosa JC, Andreoletti O, Sevillano AM, 

Torres JM, Requena JR, Zerr I, Ferrer I, Gavin R, Del Rio JA (2016) Reelin Expression in 

Creutzfeldt-Jakob Disease and Experimental Models of Transmissible Spongiform 

Encephalopathies. Mol Neurobiol. 

10. Botella-Lopez A, Burgaya F, Gavin R, Garcia-Ayllon MS, Gomez-Tortosa E, Pena-Casanova J, 

Urena JM, Del Rio JA, Blesa R, Soriano E, Saez-Valero J (2006) Reelin expression and 

glycosylation patterns are altered in Alzheimer's disease. Proceedings of the National Academy 

of Sciences of the United States of America 103 (14):5573-5578. 

11. Krstic D, Pfister S, Notter T, Knuesel I (2013) Decisive role of Reelin signaling during early 

stages of Alzheimer's disease. Neuroscience 246:108-116. 



RESULTADOS 

109 
 

12. Chin J, Massaro CM, Palop JJ, Thwin MT, Yu GQ, Bien-Ly N, Bender A, Mucke L (2007) Reelin 

depletion in the entorhinal cortex of human amyloid precursor protein transgenic mice and 

humans with Alzheimer's disease. J Neurosci 27 (11):2727-2733. 

13. Llorens F, Thune K, Tahir W, Kanata E, Diaz-Lucena D, Xanthopoulos K, Kovatsi E, Pleschka 

C, Garcia-Esparcia P, Schmitz M, Ozbay D, Correia S, Correia A, Milosevic I, Andreoletti O, 

Fernandez-Borges N, Vorberg IM, Glatzel M, Sklaviadis T, Torres JM, Krasemann S, Sanchez-

Valle R, Ferrer I, Zerr I (2017) YKL-40 in the brain and cerebrospinal fluid of neurodegenerative 

dementias. Mol Neurodegener 12 (1):83. 

14. Garcia-Esparcia P, Lopez-Gonzalez I, Grau-Rivera O, Garcia-Garrido MF, Konetti A, Llorens F, 

Zafar S, Carmona M, Del Rio JA, Zerr I, Gelpi E, Ferrer I (2017) Dementia with Lewy Bodies: 

Molecular Pathology in the Frontal Cortex in Typical and Rapidly Progressive Forms. Front 

Neurol 8:89. 

15. Llorens F, Schmitz M, Ferrer I, Zerr I (2016) CSF biomarkers in neurodegenerative and 

vascular dementias. Prog Neurobiol 138-140:36-53. 

 

  



RESULTADOS 

110 
 

Figure 1 

 

Figure 1. Example of Western blotting determination of Reelin different 

neurodegenerative diseases. Brain samples were processed as indicated in Material 

and Methods. Notice the presence of the 3 relevant bands 420, 310 and 180 after 

incubation with N-term antibody 4G10. Tubulin was included as loading control. 
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Figure 2 

 

Figure 2. Graphs showing the densitometric study of the 180 kDa band of Reelin in 

revealed films in different ND. Plots show mean ± S.E.M. of each different type of 

mouse. Each dot corresponds to one sample. Asterisks indicate statistical differences 

between groups. ANOVA Bonferroni post hoc test. 
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Figure 3 

 

Figure 3. Graphs showing the densitometric study of the Reln mRNA levels in different 

ND. Plots also show mean ± S.E.M. of each different sample. Each dot corresponds to 

one sample. Asterisks indicate statistical differences between groups. ANOVA 

Bonferroni post hoc test. 
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Capítulo III: 

Reelin Expression in Creutzfeldt-Jakob Disease and 

Experimental Models of Transmissible Spongiform 

Encephalopathies 

Mata A*, Urrea L*, Vilches S, Llorens F, Thüne K, Espinosa JC, Andréoletti O, Sevillano 

AM, Torres JM, Requena JR, Zerr I, Ferrer I, Gavín R, Del Río JA 

 

Resumen: 

Reelina es una glicoproteína que se secreta a la matriz extracelular, es necesaria para 

la organización citoarquitectónica del sistema nerviosa central. Durante el 

neurodesarrollo, las neuronas Cajal-Retzius secretan Reelina para la correcta 

laminación de la corteza. En adultos, Reelina esta sintetizada principalmente por 

interneuronas GABAérgicas de la neocorteza y regula la plasticidad neuronal y la 

sinaptogénesis. Reelina se une a los receptores VLDLR (del inglés very low density 

lipoprotein receptor) y ApoER2 (del inglés apolipoprotein receptor 2) que 

desencadenan la cascada de señalización. Como consecuencia, Disabled 1 (Dab1) que 

es un adaptador citosólico se fosforila.  

Anteriormente, se ha descrito el papel de Reelina en la Enfermedad de Alzheimer (EA) 

y se ha reportado que sus niveles de expresión aumentan en la corteza frontal y en el 

líquido cefalorraquídeo. Incluso, se han detectado placas amiloides que presentan 

Reelina. En este estudio, describimos los cambios de Reelina en las prionopatías. 

En cultivos neuronales tratados con péptidos priónicos recombinantes de humano se 

observa un aumento de Reelina. Aunque la fosforilación de Dab1 es anterior al 

aumento de Reelina. Además, se identifica que el aumento de Reelina es dependiente 

de las especies reactivas de oxígeno que se generan en presencia del prión in vitro. 

El estudio de muestras de corteza frontal de pacientes de Creutzfeldt-Jakob (CJD, del 

inglés Creutzfeldt-Jakob disease) demuestra que los niveles de la proteína y RNA (del 

inglés ribonucleic acid) mensajero de Reelina aumentan. En animales silvestres 

inoculados intracranealmente con distintas cepas de prión proveniente de ratón se 

observa que los niveles de Reelina descienden. Aunque, animales Tg340, que expresan 

PrPc humana endógena, después de ser inoculados con extracto de cerebro de CJD 

presentan un aumento de los niveles de proteína y RNA mensajero de Reelina. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mata%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27726110
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Th%C3%BCne%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27726110
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Espinosa%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27726110
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andr%C3%A9oletti%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27726110
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Supplementary Fig. 1. 

 

Determination of PrPC expression in primary cortical neurons at different DIVs. 
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1. Papel de la PrPc en la propagación de α-sinucleína 

 

1.1 La transmisión de α-sinucleína depende de la expresión de 

PrPc in vivo e in vitro 

La EP presenta, como rasgo más conocido, abundantes inclusiones neuronales de α-

sinucleína conocidos como cuerpos de Lewy (LB, del inglés Lewy body) y neuritas de 

Lewy (LN, del inglés Lewy neurite), y además pérdida masiva de neuronas 

dopaminérgicas en la sustancia nigra (SN) pars compacta (Braak and Del Tredici, 2008).  

El componente principal de los LB es la α-sinucleína. De hecho, las formas desplegadas 

del monómero de α-sinucleína, llamadas oligómeros de α-sinucleína, son las especies 

involucradas en la agregación proteica y formación de LB. Para nuestros estudios se 

emplea fibras de α-sinucleína sonicadas, denominadas protofibrillas. Estas 

protofibrillas son un modelo de α-sinucleína oligomérica. Anteriormente, se ha 

descrito que las especies oligoméricas de α-sinucleína son las más infecciosas, más que 

los monómeros y las fibras (Chen et al., 2009, Auluck et al., 2010, Eisbach and Outeiro, 

2013). También, varios estudios han identificado que estas protofibrillas de α-

sinucleína son capaces de ser internalizadas y agregar la α-sinucleína endógena in vitro 

(Volpicelli-Daley et al., 2011, Aulic et al., 2014). Además, las protofibrillas de α-

sinucleína generan agregados de α-sinucleína fosforilada (p-α-sinucleína) en distintas 

zonas del cerebro de animales silvestres inoculados (Masuda-Suzukake et al., 2013, 

Fernandez-Borges et al., 2015, Paumier et al., 2015, Rey et al., 2018). 

Por otro lado, se ha descrito que los monómenos de α-sinucleína no generan 

agregados de p-α-sinucleína (Luk et al., 2012a, Masuda-Suzukake et al., 2013). 

Además, modelos de animales que sobreexpresan la α-sinucleína WT no forzosamente 

acumulan p-α-sinucleína. En este caso, animales inyectados con virus de α-sinucleína 

unidos a proteínas fluorescentes. Ocho semanas después, las inmunofluorescencias 

revelan que los animales inoculados con los virus de α-sinucleína presentan axones 

distróficos y punteados. Aun así, para determinar si la α-sinucleína observada 

representa agregados insolubles, se realiza una digestión por Proteinasa K. Después 

del tratamiento, la expresión de α-sinucleína y la fluorescencia disminuyen, lo cual 

sugiere que la α-sinucleína observada es soluble en este modelo y no genera 

agregados (Figura 18) (Dimant et al., 2013). 
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Figura 18. Modelo sobreexpresante de α-sinucleína. (a) Fotomicrografías de axones de animales 

inoculados con el virus de α-sinucleína fluorescente y el virus fluorescente (venus), se observa los 

axones distróficos y neuritas anormales en los animales que sobreexpresan α-sinucleína. (b) La 

fluorescencia de venus y el marcaje de α-sinucleína disminuyen después del tratamiento de proteinasa 

K. Escala a= 200 μm panel de arriba y b= 50 μm y el panel de abajo de a. 

 

Nuestros resultados confirman que las protofibrillas de α-sinucleína se propagan en 

animales Prnp+/+ inoculados ya que muestran agregados de p-α-sinucleína en 

diferentes zonas del cerebro tanto ipsilateral como contralateral a diferencia de los 

animales no inoculados o sham operados, quienes no generan agregados de p-α-

sinucleína en ningún momento post-inoculación. Por lo que, la inyección intracraneal 

de protofibrillas de α-sinucleína de ratón induce una agregación intracelular de p-α-

sinucleína. Los agregados identificados en nuestros experimentos tienen una 

estructura de tipo LB o LN. Además, observamos que las áreas que muestran 

agregados de p-α-sinucleína son la sustancia nigra (SN), estriado, amígdala y 

neocorteza las cuales están conectadas entre ellas (Smith and Bolam, 1990), así la 

propagación de α-sinucleína no se debe a un transporte difuso. 

 

 Transmisión de α-sinucleína mediante receptores de membrana 

Varios mecanismos moleculares se han propuesto para la liberación y consecuente 

internalización de α-sinucleína (ver introducción), estos mecanismos pueden estar 

implicados en la propagación intercelular de α-sinucleína (Sung et al., 2001, Lee et al., 

2008a, Desplats et al., 2009, Emmanouilidou et al., 2010, Aulic et al., 2014). Se han 

detectado varias proteínas transmembrana que se unen a las protofibrillas de α-

sinucleína, entre ellas se encuentra LAG3 (del inglés lymphocyte-activation gene 3), 

neurexinas y proteína precursora del β-amiloide 1 (APLP1, del inglés amyloid beta 

precursor-like protein 1). LAG3 es la proteína que parece tener más afinidad a las 
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protofibrillas de α-sinucleína. Mediante coinmunoprecipitación identifican la unión de 

α-sinucleína a LAG3. Además, animales LAG3-/- inoculados con protofibrillas de α-

sinucleína reducen la presencia de agregados de p-α-sinucleína (Mao et al., 2016).  

 

Nosotros proponemos PrPc como posible receptor de α-sinucleína. Se ha demostrado 

que la PrPc está implicada en varias enfermedades neurodegenerativas. La expresión 

de PrPc es esencial para la propagación de la forma anómala de esta misma proteína, 

PrPsc, que se encuentra en las prionopatías como la CJD (del inglés Creutzfeldt-Jakob 

disease) (Basler et al., 1986, Prusiner, 1991, Aguzzi et al., 2008). Además, dada su 

expresión extracelular anclada a membrana, también se ha descrito su participación 

como receptor de los oligómeros del β-amiloide (Lauren et al., 2009, Kessels et al., 

2010), lo cual desencadena varias respuestas, normalmente, neurotóxicas, en la EA 

(Barry et al., 2011, Freir et al., 2011, Scott-McKean et al., 2016). Nuestros resultados 

han demostrado que en ausencia de PrPc, las protofibrillas de α-sinucleína inyectadas 

en estriado pueden propagarse bilateralmente a distintas zonas cerebrales. Aun así, en 

presencia de PrPc o sobreexpresión de PrPc existe un aumento de agregación de p-α-

sinucleína comparado con los animales deficientes en PrPc in vivo. 

 

Comparando los animales Tga20, Prnp+/+ y Prnp-/-, vemos que las mismas zonas del 

cerebro se ven afectadas por la presencia de agregados de p-α-sinucleína después de 

inocular los animales intracranealmente. Estriado, SN, amígdala y corteza presentan un 

marcaje en ambos hemisferios. Además, los animales Prnp+/+ y Tga20 presentan 

agregados de p-α-sinucleína en la corteza motora contralateral, pero los animales 

Prnp0/0 no muestran agregados en esta zona. Ya que los animales Prnp0/0 no presentan 

agregados en la corteza motora contralateral, se realiza una cuantificación de los 

agregados de la capa V de la corteza motora ipsilateral. Las diferencias de agregación 

son significativas y se detecta una disminución de agregados de p-α-sinucleína en 

ausencia de PrPc.  

Publicaciones posteriores a nuestro estudio confirman la relación entre PrPc y α-

sinucleína (Aulic et al., 2017, Ferreira et al., 2017). En el trabajo de Aulic et al., se 

inoculan protofibrillas de α-sinucleína en estriado y SN pars compacta de animales 

Prnp+/+ (FVB) y Prnp0/0. Cinco meses post-inoculación, se identifican distintas áreas 

cerebrales afectadas por la generación de agregados de p-α-sinucleína. Aunque, se 

observa una disminución de agregación en animales Prnp0/0. Así pues, como nuestros 

resultados, concluyen que en ausencia de PrPc el transporte de los agregados de p-α-

sinucleína disminuye. 
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Figura 19. Comparación de agregación de p-α-sinucleína en modelos de animales deficientes en PrPc. Se 
observa una mayor agregación de p-α-sinucleína en la neocorteza motora de los animales Tga20 
comparado con los animales B6.129 (ZH1 Prnp0/0) y ZH3 Prnp0/0. Agregados de p-α-sinucleína en la 
corteza de animales B6.129 (ZH1) Prnp0/0 (a); ZH3 Prnp0/0 (b) y en Tga20 (c) inoculados con protofibrillas 
de α-sinucleína de ratón en el estriado post commissural. Escala: a= 100µm (Urrea et al., 2017). 

Por otra parte, la agregación de p-α-sinucleína se ha estudiado en dos modelos KO de 

PrPc. Como se ha mencionado anteriormente, los ZH1 tienen un fondo genético mixto 

de C57BL/6J y 129/Sv mientras que ZH3 procede de la línea C57BL/6J. Por lo tanto, el 

modelo ZH3 no presenta el problema de los “flanking genes” (ver introducción). 

Ambos modelos se han inoculado en el estriado post commissural con protofibrillas de 

α-sinucleína de ratón. A los 45 días post-inoculoción, se ha observado un descenso de 

agregados de p-α-sinucleína en la corteza motora comparando los resultados con los 

datos obtenidos del Tga20 (Figura 19). Gracias al uso de los animales ZH3, se ha 

evitado el posible efecto de los ‘flanking genes’ en la agregación de p-α-sinucleína así 

se ha confirmado que en ausencia de PrPc hay una disminución de los agregados de p-

α-sinucleína en animales inoculados y que los “flanking genes” no tienen ningún efecto 

sobre la transmisión y agregación de la p-α-sinucleína. 

 

Monitorización de α-sinucleína mediante el uso de dispositivos microfluídicos 

En el presente estudio se han producido modelos de dispositivos microfluídicos para 

monitorizar el transporte de las protofibrillas de α-sinucleína in vitro. Para la 

producción de los dispositivos, se diseña el dispositivo usando el software Clewin4 y se 

fabrica mediante fotolitografía. Los dispositivos microfluídicos generados están hechos 

del polímero polidimetilsiloxano (PDMS). 

En este trabajo se emplean dos tipos de dispositivos (Taylor et al., 2005a). Uno de ellos 

presenta dos canales, A y B, que constan de dos aperturas en forma de pozo cada uno. 

El segundo modelo, presenta dos reservorios grandes, A y B, lo cual facilita el 

mantenimiento de las células. Los microcanales que conectan A y B pueden ser de 10 

µm (altura) X 10 µm (ancho) X 1 mm (largada), o de 3 µm (altura) X 10 µm (ancho) X 1 

mm (largada). Las medidas de los microcanales permiten, únicamente, el paso de los 
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axones. Para monitorizar el transporte de α-sinucleína mediante estos dispositivos 

microfluídicos, es necesario evitar el paso inespecífico de la proteína por el medio. 

Para ello, debe existir una diferencia de volúmenes entre A y B. Siendo A, el 

compartimento donde se añaden las protofibrillas de α-sinucleína y el que debe 

disponer de menos volumen de medio. Los resultados obtenidos de ambos modelos 

son similares.  

Siete días después del cultivo primario, se detecta que la mayoría de las células son 

neuronas, apenas hay presencia de astrocitos y oligodendrocitos. También, se observa 

que los axones cruzan por el interior de los microcanales. En este punto, tratamos los 

dispositivos (compartimento A) con protofibrillas de α-sinucleína. Las neuronas no 

tratadas presentan niveles bajos de α-sinucleína y no tienen marcaje de p-α-sinucleína. 

Pero cinco días después del tratamiento, mediante inmunofluorescencia se observa 

que en el reservorio B hay niveles altos de α-sinucleína en el pericarión, neuritas y 

axones. Además, ambos reservorios, A y B, presentan agregados de p-α-sinucleína en 

el axón y citoplasma (Tapias et al., 2017).  

Para estudiar el transporte de las protofibrillas de α-sinucleína de ratón en los 

dispositivos se siembran tanto en el compartimento A como B neuronas de animales 

Prnp0/0, Prnp+/+ y Tga20. A los 7 días de cultivo se añaden las protofibrillas de α-

sinucleína de ratón en el compartimento A. Anteriormente, mediante el empleo de 

estos dispositivos se ha descrito que el transporte de α-sinucleína puede ser 

anterógrado y retrógrado (Volpicelli-Daley et al., 2011, Freundt et al., 2012, Brahic et 

al., 2016). Nuestros resultados demuestran que las neuronas derivadas de Tga20 

presentan un aumento de transporte de α-sinucleína hasta el compartimento B, los 

cultivos neuronales WT o deficientes en PrPc muestran una disminución del transporte 

de α-sinucleína. Así, existe una mayor tendencia a transportar α-sinucleína en cultivos 

donde se sobreexpresa la PrPc. Estos resultados corroboran lo que ya hemos visto en 

animales con distintas dosis genéticas de PRNP inoculados con protofibrillas de α-

sinucleína, aunque in vitro nuestros resultados no muestran diferencias significativas. 

 

1.1.1. Participación del dominio glicosilfosfatidilinositol de PrPc en el 

transporte de α-sinucleína 

PrPc se encuentra en el espacio extracelular anclado a la membrana lipídica, 

mayoritariamente, en las balsas lipídicas. PrPc se une a la membrana mediante su 

dominio glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Naslavsky et al., 1997, Linden, 2017). 

El rol del dominio GPI se ha estudiado en profundidad, para esclarecer su participación 

en la toxicidad y replicación de los priones. Para el estudio del dominio GPI de PrPc 

existe el modelo animal tg44 que expresa PrPc sin dominio GPI (anchorless). Estos 
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animales producen una PrPc monómerica y soluble, pero sin dominio GPI. Gracias a los 

cultivos neuronales derivados de estos animales, se observa la presencia extracelular e 

intracelular de PrPc, pero no se encuentra anclada a la membrana (Chesebro et al., 

2005, Campana et al., 2007). De hecho, los niveles intracelulares de PrPc son los 

mismos que en animales WT (Chesebro et al., 2005). Estos animales crecen sanos y son 

viables, pero más importante aún, también son resistentes a la neurotoxicidad típica 

de las enfermedades priónicas. Es decir, los animales tg44 no manifiestan síntomas 

clínicos después de ser infectados con priones murinos (RML, ME7, 22L). Aunque, 

sorprendentemente, los animales tg44 presentan placas de PrPsc en el cerebro. Por lo 

tanto, la PrPc sin dominio GPI está implicada en la replicación priónica y la deposición 

de PrPsc, pero no en la neurotoxicidad o sintomatología (Chesebro et al., 2005, Radford 

and Mallucci, 2010). 

Recientemente, se ha descrito la implicación de PrPc, y la del dominio GPI, en la EA. 

Varios estudios han demostrado que la expresión de PrPc inhibe la actividad de la β-

secretasa. La proteína precursora amiloide (APP, del inglés amyloid precursor protein) 

según el cleavage que sufre puede originar los oligómeros de β-amiloide, el cleavage 

de β y γ-secretasas están involucrados en la vía amiloidogénica. Por lo tanto, en estas 

condiciones PrPc bloquea la generación de oligómeros de β-amiloide que son los 

mayores componentes de las placas seniles en la enfermedad de Alzheimer (EA) 

(Parkin et al., 2007). Se ha detectado que la eliminación del dominio GPI de PrPc 

bloquea el efecto inhibitorio de PrPc en la actividad de la β-secretasa. Considerando 

estos resultados, parece que la localización en la membrana y la endocitosis de PrPc es 

necesaria para el efecto inhibitorio sobre la β-secretasa (Linden et al., 2008).  

Dada esta pérdida de la función de la PrPc  en la EA, nos preguntamos qué importancia 

tiene el dominio GPI en el transporte de α-sinucleína. Se ha observado que los 

animales tg44 inoculados con protofibrillas de α-sinucleína murina generan agregados 

de p-α-sinucleína en distintas zonas cerebrales. Las áreas afectadas son la neocorteza, 

la corteza entorrinal (EC, del inglés entorrhinal cortex) y la amígdala. Los agregados se 

localizan ipsilateralmente y contralateralmente (Figura 20). Aunque, para este caso es 

necesario ampliar el número de experimentos ya que no podemos concluir el papel 

exacto que desempeña la PrPc extracelular o intracelular. 
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Figura 20. a-c) Distribución de las inclusiones de p-α-sinucleína (asterisco) en animales silvestres y 

anchorless. Las fotomicrografías muestran acúmulos en EC (d,g), neocorteza (e,h) y amígdala (f,i). Escala 

a= 100 μm. 

 

1.1.2. Transporte de α-sinucleína humana dependiente de PrPc humana 

Las fibras de α-sinucleína humana o murina son capaces de ser internalizadas y agregar 

la α-sinucleína endógena. Como se ha comentada anteriormente, gracias a los estudios 

realizados con fibras marcadas con FLAG (Aulic et al., 2014) o myc (Volpicelli-Daley et 

al., 2011) se puede observar la internalización de las fibras de α-sinucleína y la 

consecuente agregación de la α-sinucleína endógena. 

Además, se ha descrito que las fibras de α-sinucleína son más eficientes y generan más 

agregados cuando comparten secuencia homóloga con la α-sinucleína endógena. En el 

trabajo de Luk et al., usan quimeras de fibras de α-sinucleína de ratón y humano, y 

describen que a nivel molecular la eficacia de agregación viene determinada por la 

homología de secuencias entre las fibras de α-sinucleína y los monómeros solubles de 

α-sinucleína endógenos (Luk et al., 2016).  

Por lo tanto, teniendo en cuenta el posible papel de PrPc como receptor de α-

sinucleína, nos interesa comparar la propagación de las protofibrillas de α-sinucleína 

humana en distintos modelos. En este set de experimentos se usan modelos animales 

que expresan α-sinucleína humana pero su PrPc es murina (la línea S240) y animales 

que expresan PrPc humana y α-sinucleína murina (la línea Tg340). Los animales WT, 
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S240 y Tg340 inoculados con protofibrillas de α-sinucleína humana muestran las 

mismas zonas ipsilaterales y contralaterales del cerebro afectadas, las cuales son 

neocorteza, EC y amígdala (Figura 21). Sorprendentemente, hemos identificado más 

agregados de p-α-sinucleína en los animales Tg340 inoculados. A pesar de que en Luk 

et al., (Luk et al., 2016) describen la importancia de la homología de secuencias de α-

sinucleína en la agregación, observando nuestros resultados parece que las 

protofibrillas de α-sinucleína humana son más eficientes y generan más agregados 

cuando comparten especie con PrPc. Aunque, es necesario aumentar el número de 

experimentos para elucidar que rol tiene PrPc exactamente en estas condiciones. 

  

Figura 21. (a-c) Esquema de la distribución de los agregados de p-α-sinucleína (asteriscos) en el SNC de 

los animales WT, S240 y Tg340. Los agregados de p-α-sinucleína se identifican en EC (d-f), neocorteza (g-

j) y amígdala (j-l). Escala d=100 μm. 



RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

141 
 

 

1.2. Interacción de PrPc y α-sinucleína  

Se ha publicado que PrPc  es capaz de unirse a amiloides como PrPsc y los β-amiloides 

(Kessels et al., 2010, Resenberger et al., 2011, Wulf et al., 2017). En nuestro trabajo, 

gracias a los cultivos primarios neuronales podemos identificar que hay un aumento de 

protofibrillas de α-sinucleína murina unidas a las neuronas que provienen de animales 

Tga20. Por lo contrario, la unión de la α-sinucleína en cultivos WT o deficientes en PrPc 

disminuye. Corroboramos estos resultados mediante la línea celular HEK293 

transfectada con la secuencia de PrPc. En estas condiciones la capacidad celular de 

unirse a las protofibrillas de α-sinucleína es mayor comparado con células 

transfectadas con un vector vacío. Por lo tanto, en presencia de PrPc, las protofibrillas 

de α-sinucleína se unen con mayor afinidad a las células.  

En el trabajo publicado por Aulic et al., se observa la colocalización de PrPc anclada a 

membrana y α-sinucleína mediante microscopia confocal, lo cual ratifica nuestros 

resultados llevados a cabo con las células HEK293. Además, en Aulic et al., realizan 

ensayos ELISA (del inglés enzyme-linked immunosorbent assay) y resonancia 

plasmónica de superficie (SPR, del inglés surface plasmon resonance) para caracterizar 

la interacción molecular entre las dos proteínas. Los resultados revelan que las fibras 

de α-sinucleína se unen a PrPc in vitro. Por un lado, la señal de PrPc en el ensayo ELISA 

aumenta cuando la concentración de α-sinucleína oligomérica es mayor. Por otro lado, 

gracias al biosensor SPR se puede calcular la constante de unión. Este valor obtenido 

sugiere que: (I) La interacción inicial entre la PrPc y la α-sinucleína oligomérica es débil 

pero más tarde se fortalece. Y (II) las especies oligoméricas más pequeñas de α-

sinucleína establecen una interacción más fuerte con PrPc que las fibras largas de α-

sinucleína (Aulic et al., 2017). 

En el estudio de Ferreira et al., logran describir la unión de PrPc y α-sinucleína por co-

inmunoprecipitación. Además, identifican la formación de un complejo que incluye 

PrPc, α-sinucleína y también la quinasa Fyn y el receptor NMDA (del inglés N-methyl-D-

aspartic acid) en los terminales postsinápticos. Paralelamente, describen el fallo 

sináptico que se desencadena al unirse PrPc y α-sinucleína. Los oligómeros de α-

sinucleína a través de los receptores NMDA reducen LTP (del inglés long-term 

potentiation), este es un mecanismo molecular involucrado en la memoria y 

aprendizaje. Ferreita et al., describe que α-sinucleína requiere la presencia de PrPc 

para reducir LTP. En condiciones fisiológicas, PrPc inhibe la actividad de Fyn y, 

consecuentemente, atenúa el flujo de calcio mediante los receptores NMDA. La unión 

de α-sinucleína oligomérica a PrPc induce la fosforilación de Fyn a través de los 

receptores metabotrópicos de glutamato 5 (mGluR5, del inglés metabotropic 

glutamate receptor 5). Entonces, los receptores NMDA se hiperactivan, por lo tanto la 

https://en.wikipedia.org/wiki/Long-term_potentiation
https://en.wikipedia.org/wiki/Long-term_potentiation
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concentración de calcio aumenta en los terminales postsinápticos y afecta al LTP. Así 

pues, debido a estas alteraciones observadas, la unión de PrPc y α-sinucleína induce 

daño cognitivo a través de los receptores NMDA y mGluR5 (Ferreira et al., 2017). 

Ambos trabajos logran observar la interacción directa existente entre PrPc y α-

sinucleína mediante distintos métodos. Por lo tanto, Aulic et al., y Ferreira et al., 

corroboran los resultados que hemos obtenido gracias a las inmunofluorescencias de 

cultivos neuronales y células HEK293. 

 

1.2.1. Participación del dominio central cargado de PrPc 

PrPc se puede dividir en dos regiones estructurales bien definidas; un amino terminal 

flexible y un dominio globular carboxilo terminal. En el amino terminal se encuentran 

varias regiones como los OR (del inglés octarepeats), el CD (del inglés central domain) 

que incluye el CC (cluster de carga) y la HR (del inglés hydrophobic región) (Riek et al., 

1997, Nicolas et al., 2009).  

Paradójicamente, se ha descrito para PrPc tanto un papel neurotóxico como 

neuroprotector (Harris and True, 2006). Por un lado, PrPc puede proteger las células de 

varios estímulos proapoptóticos (Kuwahara et al., 1999, Bounhar et al., 2001, 

McLennan et al., 2004, Li and Harris, 2005, Roucou et al., 2005, Spudich et al., 2005). 

Pero bajo algunas condiciones experimentales PrPc promueve muerte cellular (Brown 

et al., 1994, Solforosi et al., 2004, Sunyach and Checler, 2005). Dados estos resultados 

contradictorios, varios grupos se han centrado en analizar las posibles funciones que 

desempeña cada dominio de la PrPc. En la Figura 22, mostramos las construcciones 

truncadas que existen del gen de PRNP. 
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Figura 22. Estructura de PrPc murina y las formas truncadas de PrPc empleadas en este estudio. Se 
muestran las deleciones ΔF35, ΔCD, ΔCC, ΔHR, ΔCR de PrPc. (Vilches et al., 2016) 

En estudios anteriores se ha confirmado que los OR de PrPc están relacionados con el 

transporte del zinc, cobre y que tienen una función antioxidativa (Viles et al., 1999, 

Jackson et al., 2001). También, cada forma truncada de PrPc tiene un proceso 

citotóxico distinto, ΔF35 y ΔCD muestran este aumento de citotoxicidad y a la vez un 

deterioro en el procesamiento de α-cleavage de PrPc in vitro (Vilches et al., 2016). In 

vivo, modelos murinos que expresan formas truncadas de PrPc presentan un fenotipo 

diferente según la región delecionada en el gen. Deleciones en PRNP pueden dar lugar 

a una actividad neurodegenerativa, animales con la deleción ΔCR solo sobreviven una 

semana después del nacimiento (Li et al., 2007a), animales que expresan la deleción 

ΔCD (Baumann et al., 2007) o ΔF35 en el amino terminal muestran una degeneración 

de la mielina de progresión rápida en el sistema nervioso central y periférico y sufren 

una degeneración temprana celular, asociada normalmente al cerebelo. Por lo tanto, 

parece que cada región de la PrPc tiene una función distinta. 

Ya en Lauren et al., observan que los aminoácidos del CC (95-105) con la cooperación 

de los residuos del amino terminal de PrPc se unen a los oligómeros de β-amiloide, 

implicados en la EA (Younan et al., 2013). Así pues, identifican que la deleción del 

dominio CC de la PrPc, reduce la unión a los oligómeros de β-amiloide. Esta unión 

desencadena una respuesta, esta respuesta genera controversia entre varios autores. 

Algunos defienden que la respuesta es neurotóxica ya que puede desencadenar la 

hiperfosforilación de Tau (Lauren et al., 2009, Nygaard and Strittmatter, 2009, 

Westaway and Jhamandas, 2012). Y otros defienden que PrPc tiene un papel 

neuroprotector en la EA (Parkin et al., 2007, Griffiths et al., 2011, Vergara et al., 2015). 
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Debido a esta importancia que presenta el dominio CC en la EA, nos preguntamos si 

alguno de los dominios de PrPc también está involucrado directamente en la unión a α-

sinucleína. Gracias a las construcciones truncadas de PrPc (Figura 20) detectamos que 

las células que expresan la forma ΔCC de PrPc descienden su unión a α-sinucleína. 

Además, posteriormente, Ferreira et al., (Ferreira et al., 2017) estudia las regiones de 

PrPc que median los efectos de α-sinucleína. Se usan distintos anticuerpos anti-PrPc 

para bloquear una región determinada, los anticuerpos reconocen el amino terminal, 

la región 93-109 que corresponde a CC o el carboxilo terminal. Únicamente, se observa 

el bloqueo del efecto de α-sinucleína en los cortes cerebrales tratados con el 

anticuerpo que reconoce el dominio CC. Por lo tanto, estos resultados corroboran 

nuestros datos y se sugiere que el segmento 93-109 de PrPc es crucial para inducir los 

efectos tóxicos de PrPc (Ferreira et al., 2017). 

Hasta ahora, parece que el dominio CC podría ser el lugar de unión de PrPc a las 

proteínas amiloides (Kessels et al., 2010, Aulic et al., 2017), aunque esta región de 

interacción no se ha descrito para otros péptidos amiloides. 

Estos resultados aportan una nueva diana terapéutica. Dado que existen anticuerpos 

anti PrPc que interfieren en la interacción de PrPc-PrPsc y de este modo bloquean la 

replicación del prión (Peretz et al., 2001), se sugiere que anticuerpos anti PrPc pueden 

prevenir la unión de los oligómeros de α-sinucleína a PrPc. Y así, evitar la unión, 

entrada y propagación de α-sinucleína en las α-sinucleinopatias (Aulic et al., 2017). 

Incluso, como se ha descrito la implicación de PrPc y α-sinucleína en los fallos de 

memoria, esta terapia puede apuntar a la neutralización de los efectos generados en la 

sinapsis. Así que, otra posibilidad es que esta estrategia pueda resultar más efectiva en 

impedir o retrasar el inicio de los déficits de memoria asociados a las α-

sinucleinopatías (Ferreira et al., 2017). 
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2. Reelina en enfermedades neurodegenerativas 

Reelina es una glicoproteína esencial para la correcta organización citoarquitectónica 

del sistema nervioso central (SNC). También, se ha propuesto que Reelina está 

implicada en varias enfermedades neurodegenerativas ya que una reducción de la 

expresión de Reelina da lugar a modificaciones en la señalización que provoca un 

declive cognitivo (Miettinen et al., 2005, Stranahan et al., 2011a). Y fallos en la cascada 

de señalización de Reelina están asociados a  problemas de memoria (Stranahan et al., 

2011b).  

En la EA, Reelina compite con la apolipoproteína E (ApoE) para unirse a los receptores 

VLDLR (del inglés very low density lipoprotein receptor) y ApoER2 (del inglés 

apolipoprotein receptor 2) (D'Arcangelo et al., 1999). Por lo tanto, se ve comprometida 

su capacidad de unión a los receptores, lo cual genera problemas para controlar la 

fosforilación de Tau (Botella-Lopez et al., 2010, Cuchillo-Ibanez et al., 2016). Se ha 

observado que el adaptador intracelular Disabled1 (Dab1) se une a APP (del inglés 

amyloid precursor protein) (Trommsdorff et al., 1998) y que Reelina puede interactuar 

con el dominio extracelular de APP (Hoe et al., 2009). Tambíen, se ha observado que la 

presencia de Reelina aumenta la escisión de APP (Hoe et al., 2006). Por lo tanto, 

Reelina y los componentes de su cascada de señalización pueden participar en la 

generación de los depósitos amiloides de la EA. Se ha identificado depósitos amiloides 

positivos para Reelina (Chin et al., 2007, Knuesel et al., 2009, Botella-Lopez et al., 

2010).  

La expresión de Reelina en la EA se ha analizado anteriormente en muestras humanas. 

Se ha identificado un aumento de los niveles proteicos y RNA (del inglés ribonucleic 

acid) mensajero (mRNA) de Reelina en corteza. En nuestro caso, contrariamente, se ha 

observado una disminución proteica y un aumento del mRNA. Otros grupos han 

analizado el LCR (líquido cefaloraquídeo), donde se ha detectado un aumento de 

Reelina que, mayoritariamente, corresponde al aumento del fragmento 180 kDa. Por 

lo tanto, la proteólisis de Reelina aumenta en la EA. También, se ha observado una 

alteración en el patrón de glicosilación de Reelina en el LCR de la EA (Botella-Lopez et 

al., 2006). 

Teniendo todos estos datos en cuenta, nos preguntamos si los niveles de Reelina 

también se encuentran alterados en las α-sinucleinopatías, PD y demencia por cuerpos 

de lewy (DLB). Botella-Lopez et al., identifican un aumento de la banda de 180 kDa de 

Reelina en el LCR de casos de α-sinucleinopatías (Botella-Lopez et al., 2006). Por otro 

lado, según los resultados obtenidos después del estudio bioquímico de Reelina, se 

observa un descenso de la expresión de Reelina en la corteza frontal de pacientes DLB, 

mientras que en EP la expresión de Reelina se mantiene. Además, el gen de Reln está 

definido como un gen susceptible en la EA, pero no en la EP (Seripa et al., 2008, 
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Miyashita et al., 2014). En las α-sinucleinopatías, si las alteraciones en Reelina son la 

causa de la enfermedad o una consecuencia de todas las modificaciones cerebrales 

que se generan se desconoce. 

 

2.1. Expresión de Reelina en prionopatías 

2.1.1. La fosforilación de Dab1 no correlaciona con el aumento de 

Reelina en prionopatías 

Reelina es una proteína importante para el desarrollo del cerebro y el mantenimiento 

y maduración sináptica en el adulto. Desafortunadamente, la expresión de Reelina 

disminuye en la vejez. Aunque, la expresión de Reelina se ha caracterizado en varias 

enfermedades neurológicas, poco se conocía de los niveles de Reelina en prionopatías.  

Se ha descrito variaciones de Dab1 en las prionopatías y su implicación en la 

acumulación del β-amiloide en pacientes de CJD (Gavin et al., 2010). En los pacientes 

de CJD que presentan una PrPsc de tipo 1 que correlaciona con el polimorfismo 

Met/Met no se observan depósitos de β-amiloide pero existe un aumento de la 

fosforilación en Dab1. En cambio, en la PrPsc de tipo 2 que corresponde al 

polimorfismo Met/Met hay acúmulos de β-amiloide pero la fosforilación de Dab1 es 

parecida a los casos controles (Gavin et al., 2010). Dado que la fosforilación de Dab1 

viene inducida por Reelina y que se ha detectado variaciones de Reelina en otras 

enfermedades neurológicas. Decidimos analizar los niveles de Reelina en presencia del 

péptido comercial PrP (106-126) in vitro. Este péptido imita la secuencia central de la 

PrPc humana, a temperatura ambiente es capaz de agregar y formar así su forma 

priónica. 

Observamos que en presencia de dicho péptido, los niveles de Reelina aumentan. 

Paralelamente, comparamos la fosforilación de Dab1 en cultivos WT y de animales 

reeler, que no expresan Reelina, en presencia del péptido (106-126). 

Sorprendentemente, observamos un aumento de la fosforilación de Dab1 en los 

cultivos neuronales reeler. Por lo que, la expresión de Reelina no es necesaria para 

fosforilar Dab1 en presencia del péptido (106-126). Se ha detectado que la quinasa 

dependiente de ciclina 5 (Cdk5) fosforila Dab1 en la serina 491 in vitro e in vivo 

(Keshvara et al., 2002). Así, existen otras vías que fosforilan Dab1 y no solamente la 

señalización de Reelina. Dada esta fosforilación de Dab1 independiente de Reelina, 

analizamos la cascada de señalización de Reelina en cultivos WT. En los cultivos 

infectados con el péptido (106-126) se observa un aumento de la fosforilación de Dab1 

a los 30 minutos, por el contrario, los niveles Reelina aumentan a las 24 horas. Por lo 

tanto, el aumento de los niveles de Reelina se identifica más tarde que el aumento de 
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Dab1 fosforilado. Así, estos datos corroboran que la fosforilación de Dab1 no viene 

regulada por la presencia de Reelina en estas condiciones.  

Comprobamos los niveles de los receptores de Reelina, ApoER2 y VLDLR, in vitro. Se ha 

publicado que mediante la señalización de Reelina se puede modular los niveles de 

ApoER2 (Duit et al., 2010). Cuatro días después de infectar el cultivo con el péptido 

(106-126), los niveles de ambos receptores varían, aunque no es estadísticamente 

significativo. Esta variación de los niveles de los receptores está ligado a la muerte 

celular que desencadena la presencia del péptido (106-126). Anteriormente, se ha 

descrito que los niveles de caspasa 3 aumentan en los cultivos deficientes de PrPc en 

presencia del péptido (106-126). Por lo que, la PrPc endógena no está implicada en la 

activación de la caspasa 3 (Gavin et al., 2005). A pesar de que el aumento de Reelina 

perdura en los cultivos infectados, no se identifica un aumento de los receptores ni de 

la fosforilación de Dab1. Por lo tanto, se sugiere que a pesar del aumento de Reelina, 

esta no es funcional. 

Además, nos preguntamos si las especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés reactive 

oxygen species) que generan el prión puede estar involucrado en el aumento de 

Reelina. Anteriormente, se ha descrito que la presencia del prión aumenta los niveles 

de ROS (Schneider et al., 2003, Gavin et al., 2005, Pietri et al., 2006, Pamplona et al., 

2008, Vilches et al., 2016). Paralelamente, los priones también activan quinasas. En 

Gavín et al., se indica que a concentraciones elevadas (80 µM) de PrP (106-126), las 

quinasas c-Jun N-terminal (JNK) o P38 se mantienen, pero se activa la fosfoinositol 3-

quinasa/proteína quinasa B (PI3K/AKT), ERK1/2 (del inglés extracellular signal-

regulated kinases 1/2) y la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3) (Gavin et al., 2005). 

Aunque, otros grupos describen una disminución de la actividad de PI3K y Akt en el 

cerebelo de animales inoculados y cultivos neuronales después de usar el péptido 

(106-126) a 40 µM (Simon et al., 2014, Newaz et al., 2015). Sorprendentemente, hay 

autores que consideran que el péptido (106-126) no es neurotóxico in vitro (Kunz et 

al., 1999). Así pues, analizamos si el aumento de Reelina viene determinado por los 

niveles de ROS. Mediante el uso de difenileneiodonio (DPI) y N-acetil-L-cisteína (NAC), 

que inhiben la generación de ROS, se observa que los niveles de Reelina no varían en 

presencia del prión. Por lo tanto, el aumento de Reelina depende de ROS. 

El estrés oxidativo tiene un papel importante en el desarrollo de varias enfermedades 

no solo enfermedades neurodegenerativas sino también en la artritis, cáncer, 

enfermedades autoinmunes, problemas cardiovasculares y de forma natural en la 

vejez. En estos casos, hay un aumento de ROS. En enfermedades priónicas, se ha 

publicado que el estrés oxidativo puede estar implicado en la conversión de PrPc y en 

las modificaciones celulares que se desencadena a posteriori (Islam, 2017).  
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2.1.2. Niveles de Reelina en CJD y modelos de EETs 

Estudiamos los niveles de expresión de Reelina en muestras humanas de enfermos de 

CJD y animales con distintas dosis de PRNP e infectados con prión. Primero 

observamos que los animales con distinta dosis genética de PRNP tienen el mismo 

nivel de Reelina. Contrariamente, se ha reportado que los extractos de cerebros de 

animales Prnp0/0 tienen niveles de Reelina más altos, sobretodo en la banda 180 kDa. 

Estos resultados sugieren que la proteólisis de Reelina aumenta en los animales 

deficientes de PrPc comparado con animales WT (Devanathan et al., 2010). Estas 

diferencias pueden ser consecuencia del uso de modelos animales KO distintos, 

aunque ambos sean Prnp0/0 tienen un fondo genético distinto. En el trabajo de 

Devanathan et al., se usan animales Zurich I Prnp0/0. En nuestro caso, se emplean los 

animales Zurich I Prnp0/0 retrocruzados, los cuales reducen la presencia de los “flanking 

genes” (ver introducción). Se ha publicado que en adulto los niveles de mRNA de Reln 

no varían entre animales con distintos niveles de expresión de PrPc (Rangel et al., 2009, 

Benvegnu et al., 2011). 

Los niveles proteicos y mRNA de Reelina se han analizado en corteza frontal de 

pacientes de CJD. A pesar de que no se observan diferencias significativas, hay un 

aumento de los niveles de proteína y mRNA de Reelina en CJD. Especialmente, en el 

tipo 2. Contrariamente, es en los acúmulos de PrPsc tipo 2 Met/Met donde no hay 

variaciones en la fosforilación de Dab1 (Gavin et al., 2010). También, Se ha publicado 

una disminución de Tau y su forma fosforilada en la corteza frontal de pacientes de 

CJD. Dada la señalización intracelular de Reelina, es razonable considerar que el 

aumento de Reelina en pacientes de CJD puede contribuir al descenso de los niveles de 

Tau fosforilado (Llorens et al., 2015). 

Paralelamente, animales Tg340, sobreexpresantes de PrPc, se inoculan con extracto de 

cerebro de pacientes de CJD de tipo 1 Met/Met. En los estadios finales de la 

enfermedad se detecta un aumento de los niveles de mRNA de Reln en el córtex 

cerebral de estos animales. Dado que este aumento no se detecta en estadios 

anteriores, se sugiere que las alteraciones de Reelina están probablemente asociadas 

al conjunto de cambios metabólicos presentes en el proceso infectivo. 

Contrariamente, animales silvestres inoculados con los priones Mo-BSE y 22L muestran 

un descenso de Reelina en la corteza cerebral. Este descenso puede ser debido a la 

muerte neuronal o a las diferencias que existen entre el prión murino y humano. 

Dado los resultados que obtenidos se puede considerar que los cambios observados en 

Reelina en los distintos modelos de prionopatías son secundarios al proceso 

degenerativo y seguramente están asociados a los cambios neuronales que se generan 

debido a la patología (Clinton et al., 1993, Ferrer, 2002). Por lo tanto, el aumento de 

Reelina observado en las muestras de cerebro de pacientes de CJD no está asociado al 

inicio de la enfermedad. 
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Finalmente, aunque concluimos que Reelina no es un buen biomarcador para las 

prionopatías, existen otros biomarcadores usados para detectar prionopatías como la 

proteína 14-3-3 y α-sinucleína en el LCR de pacientes CJD esporádicos (Llorens et al., 

2015, Schmitz et al., 2016, Llorens et al., 2017a). 
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1. PrPc interactúa con α-sinucleína en neuronas pudiendo considerarse un 

receptor de la misma. 

 

2. El proceso de dispersión de α-sinucleína se incrementa en los ratones de 

sobreexpresión de PrPc. 

 

3. A nivel molecular, el dominio central (CD) de la PrPc es necesario para la unión 

a las protofibrillas de α-sinucleína in vitro.  

 

4. Los niveles de Reelina descienden significativamente en la corteza frontal de EA 

y DLB. Por el contrario se incrementa en sCJD (tipo 1).  

 

5. El incremento de Reelina presente en modelos de prionopatias y en sCJD (1) no 

se correlaciona con una mayor señalización intracelular. 
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INFORME DEL FACTOR DE IMPACTO 

 

Por la presente, hago constar el Factor de Impacto correspondiente a la revista donde 

se han publicado los artículos científicos que conforman la Tesis Doctoral presentada 

por Laura Urrea Zazurca. 

 

 

 Molecular Neurobiology: 6.190 
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INFORME DE PARTICIPACIÓN 

 

El Dr. José Antonio del Río Fernández, director y tutor de la Tesis doctoral “Funciones 

de la proteína priónica celular, α-sinucleína y reelina en enfermedades 

neurodegenerativas”, realizada por la doctoranda Laura Urrea Zazurca, informa que la 

participación de la doctoranda en los artículos científicos que conforman la presente 

tesis ha sido la siguiente: 

 

En el artículo “Involvement of Cellular Prion Protein in α-Synuclein Transport in 

Neurons”, publicado en la revista Molecular Neurobiology, la doctoranda ha 

participado en el diseño de los experimentos y es la principal responsable del 

desarrollo de los mismos. 

 

En el artículo “Reelin Expression in Creutzfeldt-Jakob Disease and Experimental Models 

of Transmissible Spongiform Encephalopathies”, publicado en la revista Molecular 

Neurobiology, la doctoranda ha participado como co-autora principal en el diseño 

experimental y el desarrollo de los mismos. 

 

Por último hago constar que ninguno de estos artículos ha sido utilizado en la 

elaboración de otras tesis doctorales. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

Dr. José Antonio del Río Fernández 

Director y tutor de Tesis 

Catedrático en Biología Celular de la Universidad de Barcelona 
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Extra View – The cellular prion protein (PrPc) as neuronal 

receptor for α-synuclein
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