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RESUMEN

Introduccion: las encefalopatias espongiformes transmisibles constituyen
un grupo de enfermedades de baja incidencia caracterizadas por deposi-
tos neuronales de proteina prionica mal plegada que cursan con una de-
mencia de progresién rapida. Actualmente no existen terapias eficaces y
su evolucion es fatal. Los criterios diagndsticos incluyen una combinacién
de sintomas neuroldgicos, pruebas de neuroimagen y biomarcadores del
liquido cefalorraquideo (LCR). Sin embargo, existen algunas controversias
sobre el valor clinico de estas pruebas y el diagndstico definitivo sigue
requiriendo la confirmacidén neuropatoldgica mediante biopsia cerebral.

Objetivo: el objetivo de esta revision es presentar una actualizacion de la
utilidad clinica de los principales biomarcadores disponibles para el diag-
nostico de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ).

Material y métodos: los ultimos avances en las pruebas de diagndstico
han llevado a una deteccion cada vez mas especifica de la ECJ. En concre-
to, el ensayo de conversién inducida por temblor en tiempo real (RT-QuIC)
presenta la misma sensibilidad con una mayor especificidad que los me-
jores biomarcadores sustitutos en LCR.

Conclusion: la inclusion de RT-QuIC en los criterios diagnosticos de la ECJ,
junto con las caracteristicas clinicas y anomalias sugestivas en las inves-
tigaciones de apoyo, como el electroencefalograma, la resonancia y los
biomarcadores en LCR, han constituido un importante avance para el es-
tudio pre mortemy las nuevas estrategias terapéuticas.
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ABSTRACT

Introduction: transmissible spongiform encephalopathies are a group of
low-incidence diseases characterized by neuronal deposits of misfolded
prion protein, which present with rapidly progressing dementia. Currently
there are no effective therapies and its evolution is fatal. Diagnostic crite-
ria include a combination of neurological symptoms, neuroimaging tests,
and cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers. However, there is some contro-
versy about the clinical value of these tests and the definitive diagnosis
still requires neuropathological confirmation by cerebral biopsy.

Objective: the objective of this review is to present an update on the clini-
cal utility of the main biomarkers available for the diagnosis of Creutzfeldt-
Jakob disease (CJD).

Material and methods: recent advances in diagnostic tests have led to
increasingly specific detection of CJD. Specifically, the Real-time quak-
ing-induced conversion (RT-QuIC) has the same sensitivity with higher
specificity than the best surrogate biomarkers in CSF

Conclusion: the inclusion of RT-QuIC in the diagnostic criteria for CJD,
together with the clinical characteristics and suggestive abnormalities in
supporting investigations, such as electroencephalogram, MRI, and bi-
omarkers in CSF, has constituted an important advance for pre-mortem

study. And new therapeutic strategies.

INTRODUCCION

Las encefalopatias espongiformes transmisibles
(EET), también denominadas enfermedades prionicas
o prionopatias, constituyen un grupo raro de enferme-
dades neurodegenerativas mortales en humanos y en
diversas especies animales (1).

Como grupo, las EET comparten el mismo meca-
nismo patolégico por la deposicién y el acuimulo de
proteinas pridnicas mal plegadas en el cerebro. El
término prion fue acunado originalmente en 1982 por
el estadounidense Stanley Prusiner para definir estas
particulas infecciosas. Durante sus estudios demostro
que su composicion era exclusivamente de naturaleza
proteica, sin acidos nucleicos, pero con capacidad de
replicacion y transmisioén, trabajo por el que fue galar-
donado con el Premio Nobel de Medicina en 1997 (2).
No obstante, las EET ya se habian descrito en el ga-
nado ovino y caprino por ganaderos europeos como
scrapie o tembladera desde hace al menos dos siglos.

Los sintomas iniciales de las EET suelen ser inespe-
cificos, comunes con otras afecciones neuropsiquiatri-
cas, lo que dificulta su diagnodstico (3). Sin embargo,
generalmente se presentan como demencias progresi-
vas de evolucion fatal cuyas principales manifestacio-
nes clinicas incluyen ataxia, mioclonias, crisis motoras,
parestesias y signos vegetativos (4). Asimismo, com-
parten ciertas caracteristicas neuropatoldégicas, como
una pérdida neuronal con cambios espongiformes y
gliosis, junto con depodsitos de proteina pridnica resis-
tente a la proteasa. En contraste con otras enferme-

dades neurodegenerativas, el periodo entre el inicio
de los sintomas y la muerte del paciente suele ocurrir
aproximadamente dentro del primer ano, lo que las
convierte en demencias con progresién rapida (5).

En la actualidad no existe ningun tratamiento que
pueda revertir o detener el progreso de la neurode-
generacion asociada a las EET humanas, por lo que
el objetivo de las terapias es paliar los sintomas (1).
A pesar de ello, y de las dificultades de deteccion en
fases tempranas, la combinacion de criterios clinicos,
de pruebas de imagen y de biomarcadores en fluidos
bioldgicos permite llegar a un diagndstico pre mortem
posible o probable. La aparicion de nuevos biomarca-
dores y los avances en las metodologias analiticas jus-
tifican el interés de actualizarlos con el fin de valorar su
posible implantacién en la practica clinica.

LA PROTEINA PRIONICA

El evento distintivo de todas las EET es la conversion
de laisoforma normal de la proteina pridénica monomé-
rica celular (PrPC) en multimeros con conformacion
alterada y anormalmente plegados, denominados co-
lectivamente proteina pridnica scrapie (PrPSc) (6).

La forma no patogénica PrPC es una glicoproteina que
se encuentra de forma constitutiva en la superficie de
muchas células, particularmente en las neuronas del sis-
tema nervioso central (SNC). Aunque no se conoce por
completo su funcidn, se cree que participa en la sinapsis
y en la supervivencia celular, actuando como un recep-
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tor de cobre en la hendidura sinaptica (7). Esta isoforma
PrPC consta de una cadena peptidica con una region
N-terminal con cinco secuencias repetitivas, una region
central hidrofébica, una regiéon C-terminal con 3 héli-
ces-a y su punto de anclaje a la membrana por un gru-
po glicosil-fosfatidilinositol. Aunque la secuencia es la
misma, diversos estudios muestran que en la PrPSc se
produce un cambio en la conformacion tridimensional y
una digestion parcial que la convierten en una isoforma
andémala (8). Esta estructura peculiar, con una enorme
proporcion de ldminas B, es la que le permite autopro-
pagarse induciendo el replegamiento de las PrPC nor
males a la conformacién anormal, lo que favorece su
transmision por el SNC (9). Ademas, esta diferencia es-
tructural es la que, a diferencia de la PrPC, determina
el caracter insoluble de la proteina pridnica anormal y
su resistencia a proteasas y métodos de desinfeccion
(como altas temperaturas, presiones, ultrasonidos, ra-
diacién ultravioleta, etanol y formol) (10). Asimismo, la
isoforma patoldgica PrPSc tiene tendencia a la agrega-
cion extracelular, formando fibrillas y placas amiloides
que se depositan y se acumulan sobre todo en el ce-
rebro. Como consecuencia, se produce la degeneracion
neuronal acompanada de un cambio de aspecto espon-
giforme, apariencia que dio nombre a estas enfermeda-
des, y las propiedades neurotoxicas caracteristicas (11).

Hay que destacar que esta teoria supone la existen-
cia de dos plegamientos para una Unica secuencia de
aminoacidos y, lo que resulta mas interesante, que
el replegamiento de la PrPC normal por accion de la
PrPSc sugiere un flujo de informacion de una proteina
a otra a nivel de la estructura terciaria y no en el ma-
terial genético. Por tal motivo, los priones constituyen
agentes patdgenos no convencionales que contradicen
el dogma central de la biologia (Fig. 1).

En lo que respecta al gen que codifica dicha proteina
pridnica, en humanos esté localizado en el brazo cor-
to del cromosoma 20 (20pter-12) y se denomina PRNP.
Contiene 16 Kb, dos exones, un intrén y una region rica
en GC en el extremo 5 del sitio de inicio de transcrip-
cion. A pesar de su alta conservacién en mamiferos,
se han descrito mas de 50 mutaciones deletéreas, asi
como deleciones o inserciones de octapéptidos en la
region codificante del gen (13). Cabe senalar la impor-
tancia del polimorfismo en el codén 129 (rs1799990),
que se traduce en los aminoacidos metionina (M) o va-
lina (V), tanto para la susceptibilidad a las EET huma-
nas como para la expresion de su fenotipo clinico (14).

CLASIFICACION DE LAS ENCEFALOPATIAS
ESPONGIFORMES TRANSMISIBLES

Para facilitar su estudio, las EET se han clasificado en
funcion de su via patogénica: pueden ser espontaneas,
hereditarias o adquiridas. En la actualidad, en huma-
nos, se incluyen la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
(ECJ), el insomnio familiar fatal (FFI), el sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) y el Kuru.

[Rev Med Lab 2023:4(1):12-23]

Figura 1 — Mecanismo de conversion y autopropagacion de la
isoforma normal PrPC en multimeros de la proteina pridnica
PrPSc. Una unidad de PrPc forma un complejo con PrPSc, el
cual induce su cambio conformacional a una estructura rica
en laminas f. Coloracion: hélices a en azul y laminas f en na-
ranja (elaboracion propia).

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

En 1920 los neurélogos alemanes Creutzfeldt y Jakob
fueron los que registraron los primeros casos de esta EET.
Adoptaron ambos apellidos para su denominacion (15).

ECJ esporadica (sECJ): se trata de la forma mas fre-
cuente de ECJ (90 % de los casos), con una incidencia
anual de 1-1,5 casos por millon habitantes. Aunque el
mecanismo de adquisicion sigue siendo desconocido,
se han planteado dos hipotesis: bien una conversion
espontanea de PrPC en la proteina patéogena PrPSc o
bien una mutacion somatica (no gendmica) del gen
PRNP Asimismo, se clasifica en 6 subtipos clinico-pa-
toldégicos distintos: MM1, MV1, VV1, MM2, MV2 y VV2
(16). Estos se determinan por el genotipo (M/V) en el
coddén polimoérfico 129 del gen PRNP y por el peso
molecular (tipo 1 ~21kDa o tipo 2 ~19kDa) de la banda
migrada en Western blot del nucleo resistente a la pro-
teinasa K de la PrPSc. El cuadro clinico clasico es un
deterioro cognitivo rapidamente progresivo. La fase de
inicio se caracteriza por alteraciones cognitivas (pérdi-
da de memoria y falta de concentracién), paranoias y
labilidad emocional. A posteriori, destacan la encefalo-
patia mioclonica subaguda (70 % de pacientes), la afec-



Biomarcadores diagnodsticos de la enfermedad de Creutzfeld-Jakob

tacion visual o cerebelosa, mala coordinacion y signos
piramidales o extrapiramidales (17). También hay que
mencionar una de las presentaciones mas peculiares
que ocurre en la variante Heidenhain, con sintomas vi-
suales aislados, pero sin ninguna enfermedad ocular,
que pueden persistir de forma aislada durante sema-
nas sin signos motores (18). En la mayoria de los casos
la sECJ aparece en torno a los 65 anos y la superviven-
cia es muy corta (4-6 meses).

ECJ iatrogénica (IECJ): la transcendencia de la iECJ
radica sobre todo en su forma de transmision, aunque
afortunadamente su incidencia (< 1 %) ha disminuido
considerablemente gracias a las practicas de control
de infecciones. Dicha transmision adquirida entre hu-
manos puede ocurrir por: inoculacion directa (transfu-
siones de sangre o con instrumentos de neurocirugia
contaminados), trasplante de tejidos (duramadre bio-
I6gica infectada o cornea) o por tratamientos con hor-
mona de crecimiento u otras hormonas derivadas de
la glandula pituitaria de cadaveres portadores (19). Las
manifestaciones clinicas son muy similares a la seCJ,
si bien la infeccion periférica con hormona de creci-
miento se caracteriza por la aparicion temprana del
sindrome cerebeloso, que afecta primero a la marcha.

ECJ genética (gECJ): esta es la forma genética o fami-
liar de la ECJ (10-15 % de todos los casos) y esta causada
por mutaciones, inserciones o deleciones del gen PRNP
El patron de herencia es autosémico dominante (AD),
con penetrancia muy alta o completa dependiendo de la
mutacién. En concreto, las mutaciones E200K, D178N,
P102L, V210l y la insercion de 5-octopéptidos suponen
mas del 95 % del total. De estas, la mas comun es la sus-
titucion de acido glutamico por lisina (GAG — AAG) en
el codon 200 (E200K) (20). El debut clinico es muy simi-
lar al de la sECJ, con ataxia cerebelosa de forma progre-
siva. Destacan también las mioclonias y la demencia. La
edad de presentacion es muy variable y la supervivencia
en general, mayor (de 1-5 anos).

ECJ variante (vECJ): como consecuencia de la epide-
mia de la encefalopatia espongiforme bovina (EET), que
afecto principalmente a las vacas del Reino Unido entre
1985 y 1995, se reportaron los primeros casos de esta
forma atipica en humanos, denominada variante por-
que las manifestaciones clinicas no coincidian del todo
con los tres tipos conocidos hasta entonces. Esta nueva
forma de enfermedad pridnica, también conocida como
mal de las vacas locas, se debe a la ingesta de carne de
vacuno infectado (21). A pesar de su especial relevancia
debido a su caracter zoonético, la rapida actuacion en
los protocolos de seguridad y de vigilancia lograron una
reduccion drastica de los casos en un corto periodo de
tiempo (22). La edad media de aparicion es menor (30
anos) y la clinica mas atipica: los sintomas iniciales son
psiquiatricos o sensitivos. Mas tarde aparecen pareste-
sias y ataxia cerebelosa, y luego ya cuadro neurologico
con deterioro cognitivo progresivo. A nivel histopatolo-
gico, ademas de la gran cantidad de PrPSc depositada
en el SNC, también se observa tropismo por érganos
linfoides, como amigdalas, bazo y ganglios linfaticos.

Insomnio familiar fatal (FFI)

Afecta principalmente al talamo. Clinicamente se
caracteriza por un insomnio progresivo con pérdida
del patrén de actividad del sueho circadiano normal,
disautonomia (hiperhidrosis, hipertermia e hiper-
tension), ataxia, mioclonias y ataques epilépticos. La
forma esporadica es extremadamente rara en compa-
racion con el FFl genético. Este ultimo se presenta con
una mutacién heredada (AD) D178N en el gen PRNP
junto con el genotipo M129, lo que da lugar a una PrPC
mas susceptible al plegado incorrecto. La edad de ini-
cio esta en torno a los 50 anos y la supervivencia me-
dia es aproximadamente de 18 meses (rango de 6-36
meses) (23). En este caso, las pruebas genéticas para
la mutacion FFl son el procedimiento de diagnodstico
de eleccion.

Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS)

Se presenta como una ataxia cerebelosa lentamen-
te progresiva con deterioro cognitivo y, mas tarde,
parkinsonismo. Se hereda con un patron AD con alta
penetrancia y la mutacion mas comun es P102L (12).
Tiene una edad de inicio en torno a los 40 anos y una
esperanza de vida de 1-10 anos. Al igual que en los
casos genéticos, la deteccion de mutaciones en el
gen PRNP es la forma mas sensible y especifica de
diagnostico.

Kuru

Es una forma practicamente extinta de las EET hu-
manas que afecto principalmente a los aborigenes de
la tribu Fore de Papua Nueva Guinea. Se transmitia
a través del canibalismo de restos de difuntos en las
practicas rituales (24).

Hay que mencionar que, independientemente de
su clasificacion, todas las EET humanas constituyen
un importante problema de salud publica. Son enfer-
medades de declaracién obligatoria. Por ello, en 1998
la Unién Europea cred la red EuroCJD y en Espana la
vigilancia epidemioldgica ya comenz6 en 1995 con la
instauracion de un Registro Nacional (RNEETH) coordi-
nado desde el Centro Nacional de Epidemiologia (Ins-
tituto de Salud Carlos lll), que recoge todos los casos
de EET humanas comunicados y gestionados por las
comunidades autonomas (25,26).

DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
DE CREUTZFELDT-JAKOB

Dado que la ECJ es la forma mas comun de EET hu-

manas, esta revision se enfoca en las principales prue-
bas disponibles para su deteccion.

[Rev Med Lab 2023:4(1):12-23]
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Independientemente del subtipo de ECJ, en las pri-
meras etapas el diagnostico es dificil, ya que los sin-
tomas iniciales son variables e inespecificos (27). Por
ello, debe realizarse un diagndstico diferencial con un
amplio abanico de enfermedades neurodegenerativas,
entre las que se incluyen la enfermedad de Alzheimer
(EA) y otras demencias (parkinson, demencia de origen
vascular, esclerosis multiple, encefalitis de Hashimoto,
enfermedad de Whipple, etc.). También habra que des-
cartar la existencia de reacciones adversas a los me-
dicamentos, como antidepresivos triciclicos o litio, las
carencias de vitaminas o la encefalopatia hepatica (28).

Siguiendo las recomendaciones del Grupo de Traba-
jo para la Vigilancia Epidemiolégica de la Enfermedad
en Espana, de acuerdo con el EuroCJD, se describen
tres grados de certeza diagndstica y de clasificacion:
caso posible, probable y confirmado (29). Para estable-
cer un caso como confirmado se exige la presencia de
neuropatologia tipica junto con una confirmacion in-
munohistoquimica patognomonica. Por ello, la biopsia
cerebral y su estudio anatomopatolégico son los uni-
cos métodos especificos actuales que permiten esta-
blecer categoricamente el diagnéstico de la ECJ.

El hallazgo anatomopatolégico caracteristico es
el aspecto espongiforme del cerebro, a causa de la
acumulacion de PrPSc. Se realiza una inmunotincion
para PrP resistente a la digestion con proteasas (25).
Esta caracteristica esencial de las EET se evidencia,
junto con cambios histopatoldgicos, en determina-
das areas del SNC, que consisten en la vacuolizacion
del cuerpo neuronal o del neuropilo de la sustancia
gris (principalmente en el tronco encefalico), gliosis
y pérdida neuronal (11). No obstante, este diagnods-
tico ante mortem definitivo que requiere la demos-
tracion de PrPSc en muestras de biopsia cerebral a
menudo no puede realizarse, tanto por la invasivi-
dad del procedimiento para el paciente como por los
riesgos para el personal sanitario. Asimismo, puede
conducir a resultados falsos negativos, ya que la pa-
tologia de la ECJ se distribuye de manera variable
en el cerebro y las muestras biopsiadas pueden no
contener las caracteristicas histolégicas patognomo-
nicas ni niveles detectables. En consecuencia, en la
mayoria de los casos, la deteccion de PrPSc en el te-
jido cerebral se realiza post mortem (1).

En cambio, existen otros examenes de apoyo menos
invasivos y mas seguros, como los biomarcadores en
el liquido cefalorraquideo (LCR), los nuevos ensayos de
conversion de PrP libres de células in vitro, los estudios
genéticos y las pruebas de imagen (30), que van a per-
mitir orientar el diagnostico hacia posible o probable
ECJ.

Biomarcadores de neuroimagen
Electroencefalograma (EEG): como herramienta que

refleja la actividad bioeléctrica cerebral en elementos
graficos, desempena un importante papel en la ECJ

[Rev Med Lab 2023:4(1):12-23]

para el diagnéstico. Sin olvidar que puede haber pa-
trones pasajeros, se considera un trazado EEG tipico
el formado por complejos de ondas agudas periédi-
cas (PSWC) (31). Estos complejos se caracterizan por
ser potenciales cerebrales de ondas trifasicas que se
repiten periodicamente y de manera ininterrumpida
durante al menos un periodo de 10 segundos (32). Es-
tos PSWC tienen una especificidad relativamente alta
en seCJ (90 %), pero generalmente ocurren al final del
curso de la enfermedad y suelen estar ausentes en la
vECJ (33). Sin embargo, el EEG sigue siendo una prue-
ba de neurodiagnéstico muy importante, principal-
mente para descartar otras patologias mas comunes, y
puede ser una pista de orientacion clinica si se encuen-
tran PSWC (34).

Resonancia magnética nuclear (RMN) craneal: ha de-
mostrado tener una gran utilidad diagnéstica para la
ECJ, incluso con una sensibilidad y una especificidad
mayores que el EEG (Tabla I). En la sECJ es frecuente
encontrar, en secuencias potenciadas en T2 o en fases
de densidad protonica o fases de recuperacion de la in-
version atenuada de fluido (FLAIR) o en difusién, una
hipersenal de los ganglios basales (caudado y putamen)
(35,36). Por otro lado, en la VECJ se ha descrito el signo
pulvinar o de palo de hockey como una senal alta solo
en esta zona del talamo posterior, mas brillante que en
el putamen (37). Por lo tanto, esta prueba es otro para-
metro de utilidad para el diagnéstico pre mortem.

Biomarcadores en el liquido cefalorraquideo

El LCR es una muestra muy valiosa para analizar
biomarcadores que contribuyen al diagnéstico de
ECJ. Ademas del perfil tipico de LCR acelular, con ni-
veles de glucosa normales, se han estudiado otros
biomarcadores, entre los que destacan las proteinas
14-3-3 y la proteinaTau (38). No obstante, ninguno es
totalmente especifico para la ECJ, considerandose
marcadores subrogados para mejorar la capacidad
diagnoéstica.

En cuanto a la obtencién del LCR y aspectos prea-
naliticos, las muestras se obtienen mediante puncién
lumbar a nivel de L3/L4 o L4/L5, siguiendo los proce-
dimientos estandares y utilizando contenedores fabri-
cados con materiales de baja afinidad a proteinas (39).
Tras desechar las primeras 20 gotas (1-2 ml), la muestra
se centrifuga si se aprecia visualmente contaminacion
sanguinea y se realizan alicuotas y se congela en via-
les de polipropileno a temperaturas que oscilan entre
-40 y -80 °C para enviarla a laboratorios de referencia
especializados que mantengan estas condiciones. En
el caso de los biomarcadores que se analicen en los
propios laboratorios asistenciales (como Tau-total y
p-Tau181), se utilizan procedimientos preanaliticos es-
tandarizados que recomiendan analizar la muestra en
fresco en el tubo primario de obtencion si se ha man-
tenido refrigerada (2-8 °C) durante un periodo méaximo
de 7 dias (40).
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Tabla I.

Pruebas diagnésticas en la sECJ

Biomarcadores Muestra Método de deteccion S (%) E (%)
Subrogados
Proteina 14-3-3 LCR Western blot 85-95 40-100
LCR ELISA
Tau Inmunoensayo 67-91 87-95
Suero SIMoA
LCR ELISA
NfL Inmunoensayo 86-97 43-95
Suero SIMoA
NSE LCR ELISA 53-80 83-98
a-sinucleina LCR Inmunoensayo (ELISA, ECL) 94-98 96-97
LCR ELISA
S100B Inmunoensayo 78-94 81-87
Suero ECL
Especificas de priones
Primera generacién 85-87 98-100
RT-QuIC LCR
" Segunda generacion 90-97 98-100
Western blot
Examen histopatoldgico Tejido cerebral ©s ?rn o’ . 20-60 /
Inmunohistoquimica
Neuroimagen
EEG / / 65 90
RMN / / 95-98 90-99

E: especificidad; ECL: electroquimioluminiscencia; EEG: electroencefalograma; ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o “ensayo por inmunoabsorcion liga-
do a enzimas”; LCR: liquido cefalorraquideo; NfL: cadena ligera de neurofilamentos; NSE: enolasa especifica de neuronas; RMN: resonancia magnética nuclear;
S: sensibilidad; SIMOA: Single Molecule Array. Datos tomados de Ascari LM, Rocha SC, Gongalves PB, et al. (12), Figgie MP, Appleby BS (33) y Morales R, Du-

ran-Aniotz C, Diaz-Espinoza R, et al. (65).

También es importante que los laboratorios clinicos
reciban o tengan acceso a la informacion de la enfer-
medad actual, a la evolucidn clinica y a otras pruebas
diagnésticas que justifiquen la peticion y ayuden a in-
terpretar los resultados. A continuacion, se explican los
principales aspectos analiticos y de interpretacion de
resultados de los principales biomarcadores de CJ:

Proteina 14-3-3: desde su introduccion en los crite-
rios diagndsticos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en 1998, el analisis de la proteina 14-3-3
se ha convertido en una prueba ampliamente aceptada
en pacientes con sospecha de seCJ (1). Esta proteina
se libera en el LCR como resultado del dafo neuronal
agudo y, como tal, es un marcador de cambios dege-
nerativos (12). Su aumento también puede asociarse a
otras afecciones neuroldgicas, como la encefalitis her-
pética, la isquemia cerebral, metastasis, EA y degene-
racion frontotemporal (FTD), entre otras.

Existen dos tipos de metodologias para la medida de
la proteina 14-3-3: una de ellas se basa en la separacién
electroforética en gel de poliacrilamida con dodecilsul-
fato sédico (SDS-PAGE) y deteccion por Western blot

con anticuerpos anti 14-3-3. Esta técnica es manual y
puede proporcionar a veces resultados ambiguos (lec-
turas débiles o traza), dificiles de interpretar, lo que
plantea problemas de reproducibilidad y de acredi-
tacion de la técnica segun 1SO15189 (41). Diversos
estudios reportan una especificidad del Western Blot
entre el 40 y el 92 %. Parte de esta variabilidad se ex-
plica por las diferentes caracteristicas de los grupos de
control (42). Asimismo, la sensibilidad reportada oscila
entre el 85y el 95 % para la sECJ, disminuyendo en los
subtipos moleculares MM2 y MV2 al 60 % [42-44]. Por
lo tanto, la negatividad de la prueba no descarta com-
pletamente el diagnostico de ECJ, pero lo hace mas im-
probable. En contra, la positividad de la proteina 14-3-3
en un contexto clinico compatible es altamente suges-
tiva de patologia pridnica, siempre que se hayan teni-
do en cuenta otras situaciones de destruccion neuronal
severa o interferencias, como la presencia de hematies
en el LCR, lo que puede ocasionar un resultado falsa-
mente positivo (45).

Como técnica alternativa se ha propuesto la meto-
dologia ELISA, basada en anticuerpos que reconocen
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la isoforma gamma de la proteina 14-3-3. Estudios
comparativos muestran mejor rendimiento diagnosti-
co de ELISA frente a Western blot, pero depende en
gran medida del punto de corte elegido (46). Ademas,
aungue permite obtener una medida cuantitativa (uni-
dades arbitrarias/mL, AU/mL) y establecer puntos de
corte de decision clinica, apenas se han desarrollado
equipos comerciales basados en esta metodologia, lo
que limita este segundo enfoque.

Proteina tau: es una proteina asociada a los micro-
tubulos que se expresa en células neuronales y gliales
(47). Su incremento en el LCR también es un indica-
dor de muerte neuronal y ha sido tipicamente asociado
con la EA. Sin embargo, los niveles de tau-total en LCR
también aumentan en la ECJ, mostrando ratios has-
ta 41 veces mayores que en controles normales (48).
Asimismo, la relacidon de tau-total y su forma fosfori-
lada (p-tau181) ha demostrado ser capaz de mejorar
significativamente la discriminacion de ECJ de otras
demencias, incluso la EA. Esto puede reflejar el rapido
proceso de degeneracion axonal que incluye la ECJ, lo
que conduce a una liberacidén excesiva de la proteina,
pero que no se acompana con el grado de fosforila-
cion, lo que causa un aumento de tau-total, pero no de
tau-fosforilada (49).

Los métodos iniciales para la medida de tau-total y
p-tau181 se han basado en la metodologia ELISA. Aun-
que depende del grupo de control empleado, la mayo-
ria de los estudios realizados por ELISA de la prueba
tau-total han informado de una buena sensibilidad (75-
97 % para seCJ, 65-86 % para geCJ, 50-60 % para iECJ
y 24-80 % para vECJ) y especificidad (87-95 %) (12).
Similar a la 14-3-3, presenta una sensibilidad reducida
en los subtipos MM2 y MV2 y en las primeras etapas
de la enfermedad (50,51). En cuanto al ratio tau-total/p-
tau181, este es capaz de discriminar los valores eleva-
dos de tau-total (> 1250 pg/mL por ELISA) observados
en pacientes con ECJ, encefalopatias inflamatorias y
vasculares, ya que mantienen dicho ratio elevado fren-
te a pacientes con EA que lo normalizan (51).

Sin embargo, ultimamente estas pruebas se han
adaptado a plataformas de inmunoensayo con mejo-
res prestaciones analiticas, principalmente en cuanto a
imprecision y rango analitico de medida. Su inclusién
en programas externos de garantia de la calidad, junto
con los avances en la estandarizacion, favoreceran la
intercambiabilidad de resultados, asi como la defini-
cion de objetivos analiticos y de puntos de cortes de
decision clinica mas universales para diversas enfer-
medades neurodegenerativas, en concreto para ECJ.

Hay que destacar ademas que, aunque la combina-
cion de LCR positivo para las proteinas 14-3-3 y tau-to-
tal elevada tiene un valor predictivo positivo alto para
la sECJ (94 %) (38), los ultimos estudios indican que la
deteccion de proteina tau es el enfoque mas efectivo y
adecuado para la deteccién rutinaria de esta prionopa-
tia en un entorno clinico (41).

Cadena ligera de neurofilamentos (NfL): son pro-
teinas especificas del citoesqueleto de las neuronas
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y su aumento en fluidos corporales representa un
dano neuroaxonal. Algunos estudios han informado
que la NfL del LCR esté significativamente elevada en
sECJ en comparaciéon con otros trastornos neurodege-
nerativos (EA, FTD y demencia con cuerpos de Lewy),
mientras que otros concluyen que tienen una utilidad
limitada (33). Estos estudios se realizaron mediante
ELISA, disponibles comercialmente (NF-/ight).

Enolasa especifica de neuronas (NSE): esta isoenzi-
ma tiene utilidad diagndstica como marcador precoz
de dano cerebrovascular agudo, sobre todo en areas
subcorticales, como el tdlamo (38). Su determinacién
cuantitativa esta disponible mediante ELISA con varios
kits comerciales y la mayoria de literatura disponible
actualmente informa como punto de corte de un valor
de NSE superior a 30 ng/mL) (52).

a-sinucleina: los Ultimos hallazgos destacan la pre-
cision de esta proteina neuronal como biomarcador
sustituto en las EET, pero se necesitan mas estudios
que refuercen su utilidad diagnéstica (53). Tampoco se
disponen de kits certificados para su deteccion, lo que
limita su uso en la practica clinica en la actualidad.

S100B: este péptido de union al calcio se ha estu-
diado ampliamente como parametro de activacién
glial o muerte en muchos trastornos del SNC, pero
estudios comparativos en la ECJ han mostrado un
rendimiento diagndstico inferior a las proteinas 14-
3-3 y tau-total (43).

Biomarcadores en suero: debido a las limitaciones
de la extraccién de LCR por puncién lumbar, varios es-
fuerzos se han dirigido a estudiar estos biomarcadores
en la sangre. Por ejemplo, se han reportado concen-
traciones elevadas de tau-total sérica en la sECJ y se
ha propuesto como una prueba de triaje mas accesible
que pueda utilizarse como un marcador de deterioro
neuronal rapido y sirva para priorizar el diagnéstico de
los pacientes (41). Estos ensayos se midieron cuanti-
tativamente mediante el método ELISA. No obstante,
aunque la obtencion de suero como muestra es mas
sencilla, menos invasiva y puede procesarse con ma-
yor facilidad, el LCR refleja mejor la situacién patogéni-
ca del cerebro y muestra una mayor correlacion con las
pruebas de imagen. Asimismo, se requieren mas es-
tudios de validacion y con cohortes mas grandes para
presentar el suero como una alternativa diagndstica y
poder establecer valores de referencia y limites de de-
cision clinica (54).

RT-QuiC

A pesar de la innegable ayuda al diagnodstico de los
biomarcadores sustitutos, estas pruebas no son es-
pecificas para las EET y ninguna es capaz de detectar
todas las formas de ECJ. Por ello, para el diagnéstico
pre mortem se han buscado métodos mas precisos
que pudieran detectar directamente la proteina prio-
nica en liquidos corporales accesibles, como el LCR.
Sin embargo, debido a que la concentracion de PrPSc
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en estos especimenes es probable que sea muy baja,
sobre todo en estadios iniciales, uno de los enfoques
ha sido explotar la capacidad de la PrPSc para inducir
el plegamiento incorrecto de la isoforma nativa de ma-
nera ciclica (11,55,56). Asi, la cantidad minima de PrPSc
en fluidos biologicos puede amplificarse a un umbral
de deteccion medible y de manera especifica. Uno de
estos ensayos de agregacion se conoce como conver-
sion inducida por temblor en tiempo real (RT-QuIC,
Real-time quaking-induced conversion) (57). Tras su
descripciéon en 2010, el ensayo RT-QuIC se convirtio en
la primera prueba de laboratorio especifica de priones
sin requerir tejido cerebral (58). Se utilizd clinicamente
por primera vez en 2015 en Estados Unidos y, tres ahos
mas tarde, se agrego a los criterios de diagnostico para
la ECJ de los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC).

RT-QuIC explota el proceso de conversion de PrPc a
PrPSc en un formato acelerado in vitro (56). Para ello,
esta técnica utiliza PrP recombinante (rPrP) como sus-
trato, de manera que cualquier PrPSc presente en el
LCR de un paciente sospechoso de tener ECJ se une al
rPrP y lo induce a cambiar de conformacién y formar
fibrillas. La formacion de estos agregados se controla
en tiempo real gracias a la unién del colorante fluores-
cente tioflavinaT (ThT), incluido en la mezcla de reac-
cion (Fig. 2). Asi, se monitoriza la fluorescencia emitida
y, con ello, la cinética de agregacion, que muestra una
curva sigmoidal caracteristica (58).

En general, cada muestra se analiza por cuadrupli-
cado y la positividad se confirma cuando al menos 2
de las 4 réplicas cruzan el valor de fluorescencia esta-
blecido como umbral (56). Ademas, como en cualquier
técnica del laboratorio, es fundamental monitorizar
cualquier agregacion espontanea de sustrato que pue-
da generar senales falsas positivas. Por eso se incluye
un control negativo (individuo sano) y un control po-
sitivo (LCR de paciente con ECJ confirmada). Hay que
destacar que la interpretacion de los resultados se ve
afectada por recuentos elevados de glébulos blancos,
de hematies y de proteinas en el LCR. Por ello, se re-
comienda que las muestras de puncion lumbar sean
claras e incoloras, con un recuento de leucocitos < 10/L
y una concentracioén total proteica < 1 g/L (60). También
cabe senalar que, respecto a las muestras utilizadas,
ademas del LCR, estd investigdndose el analisis RT-
QuIC en otros tejidos, como la piel, el epitelio olfativo o
el tejido ocular. Hasta ahora se han informado sensibi-
lidades del 89-99 % para seCJ (61,62). Sin embargo, no
es rutinario recolectar tales muestras y puede requerir
experiencia y metodologia especializadas, lo que limi-
ta, de momento, su utilidad en un entorno clinico (11).

Diversos estudios internacionales han informado en
el LCR un alto grado de sensibilidad (85-87 %, semejan-
te al de la proteina 14-3-3) y de especificidad (98-100 %,
algo mayor que el de la de la proteina 14-3-3) (55,63).
También hay investigaciones que demuestran una bue-
na concordancia entre laboratorios de todo el mundo
que, compartiendo las mismas muestras de LCR, rea-
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Figura 2 - Esquema del ensayo de RT-QuIC. RT-QuIC utiliza
rPrP (recombinante) como sustrato y una muestra de LCR o
tejidos (cerebral o periféricos) para estudiar la existencia de
proteina pridnica en ellos. Tras la homogeneizacion del posi-
ble material infeccioso con la fuente de rPrF se anade el tam-
pon de reaccion con ThT y se carga todo en una microplaca
de 96 pocillos, lo que facilita su uso como ensayo de alto ren-
dimiento. Un paso crucial en este proceso de amplificacion
es el uso de sacudidas mecanicas intermitentes para romper
los agregados iniciales formados de PrPSc en unidades mas
pequenas que luego puedan inducir una mayor agregacion y
puedan detectarse (30). Para ello, laThT va a unirse a la pro-
teina agregada de manera que la fluorescencia emitida (exci-
tacion a 450 nm y emision a 480 nm) es directamente propor-
cional a la cantidad proteica agregada y esto se monitoriza en
tiempo real (25,563). Una muestra normal no conduce a ningun
aumento en la fluorescencia, lo que indica que no esta produ-
ciéndose ninguna conversion, en contraposicion con el creci-
miento sigmoidal caracteristico de la curva de fluorescencia
en los resultados positivos.

lizan RT-QuIC, lo que favorece su estandarizacion y su
replicacion (64).

No obstante, esta primera generacién de RT-QuIC tar-
daba hasta 90 horas en completarse. Asi, se han hecho
mejoras enfocadas en su velocidad y en su sensibilidad,
anadiendo dodecilsulfato sddico (SDS), aumentando
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la temperatura de incubacion (de 42 a 55 °C) y utilizan-
do como sustrato rPrP de hamster truncado (90-231,
en lugar de la proteina de longitud completa) (57). Asi,
este RT-QuIC de segunda generacién en muestras de
LCR ha demostrado ser considerablemente mas rapido
(completandose en 48 horas) y tener mayor sensibili-
dad (de 90,3 a 97,2 %) sin reduccion de la especificidad
(de 98,5 a 100 %) (60,65,66).

En cuanto al diagnostico de los subtipos moleculares
de seCJ, la sensibilidad es muy alta en MM1/MV1 yVV2
(subtipos mas comunes), mientras que es ligeramente
menor en MV2 (75-93 %). Con respecto a los subtipos
raros, hay pocos casos reportados, lo que dificulta la
validez de los resultados, pero se ha informado de que
la sensibilidad es sustancialmente menor en MM2 (44-
78 %) (67). Asimismo, aunque el diagnostico de las EET
genéticas se obtiene mediante secuenciacion del gen
PRNE algunos datos disponibles muestran que el en-
sayo RT-QuIC de segunda generacion en LCR presenta
una adecuada sensibilidad para la mutacién E200K (93 %),
el sindrome de GSS (90 %) y el FFI (83,3 %) (60,64).

Por consiguiente, la asociacion de RT-QuIC con otras
técnicas, como las pruebas de neuroimagen, junto con
la deteccion de proteinas 14-3-3, tau-total y una pre-
sentacion clinica tipica, tiene una muy alta sensibilidad
y especificidad en el diagnéstico de la ECJ (Tabla ),
por lo que es plausible que pueda obtenerse un diag-
nostico pre mortem definitivo. Ademas, RT-QuIC ha
demostrado ser una herramienta potencial no solo en
el diagnéstico de prionopatias, sino también en la dis-
criminacion de cepas y en la deteccion de otras enfer-
medades de plegamiento incorrecto de proteinas (por
ejemplo, taupatias y sinucleinopatias) (63).

Estudios genéticos

Para la asignacion del caracter hereditario de la ECJ se
realiza la identificacion de mutaciones en el gen PRNP
Se estudia mediante reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) y secuenciacion directa (Sanger) los dos exo-
nes codificantes y las regiones de union exon-intrén de
dicho gen (68). Esta secuenciacion permite la diferencia-
cion de geCJ y seCJ con similitudes clinicas y es crucial
en casos atipicos, con antecedentes familiares positivos
o demencias rédpidamente progresivas (33).

Ademas, el fenotipo en el codon 129 puede afectar
a la predisposicion, por lo que su secuenciacién tam-
bién debe tenerse en cuenta para lograr un diagndstico
clinico mas preciso (69). Por ejemplo, se ha descrito
que el alelo M otorga una susceptibilidad sustancial a
ciertas formas de la ECJ (esporadica e iatrogénica) vy,
en consecuencia, la proporcién de personas con ge-
notipo homocigoto MM estd sobrerrepresentada en
ambas categorias (33). A nivel mundial, casi el 55 %
de la poblacion es MM, mientras que el 9 % es homo-
cigota para valina (VV) y el 36 % es heterocigota (MV)
(12). Por todo ello, se recomienda el analisis genético
del gen PRNP en todos los casos de sospecha de ECJ
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para determinar el polimorfismo del codén 129y excluir
mutaciones patogénicas que, ademas de la relevancia
en familiares de primer grado afectados, podrian estar
presentes incluso en pacientes con antecedentes fami-
liares negativos (68).

PERSPECTIVAS FUTURAS

Nuevos biomarcadores

Actualmente siguen investigdndose mas biomarca-
dores diagndsticos potenciales, tanto en LCR como en
sangre (B-amiloide, proteina acida fibrilar glial, neurofi-
lamentos, neurogranina, etc.) (1,70). En este punto, se
recomienda que se consideren nuevos biomarcadores
aquellos que, ademas de tener una evidencia clinica
sélida (es decir, con una validacién de los puntos de
corte en cohortes independientes, controles apropia-
dos, etc.), deberian mejorar sustancialmente el diag-
nostico clinico de la ECJ.

Asimismo, uno de los desafios en el diagnéstico de
la ECJ, dada su heterogeneidad clinica, es la dificultad
de encontrar un biomarcador con capacidad prondsti-
ca y que cambie de manera paralela a la evoluciéon de
la enfermedad. Por ello, las pruebas especificas de esta
prionopatia, como RT-QuIC, podrian emplearse en el re-
gistro y los biomarcadores basados en sangre podrian
usarse repetidamente durante un ensayo para rastrear
el dano axonal y en el curso de posibles tratamientos
experimentales (71). Sin embargo, se requiere mayor
investigacion de la variabilidad de dichos biomarcado-
res y su contribuciéon a los modelos prondsticos.

RT-QuiC

Generalmente, un especialista en neurologia es el
que sospecha de un posible caso de ECJ en el medio
hospitalario. Este médico responsable del paciente
completa toda la informacidn clinica disponible y suele
ponerse en contacto con el responsable del laboratorio
o de centros diagndsticos de referencia a los que se
envian las muestras de LCR para la realizacion del RT-
QuIC. Por lo tanto, esta prueba no debe utilizarse como
un cribado general, ya que es muy exigente en térmi-
nos de reactivos (lotes controlados obligatoriamente
de sustrato PrP) u organizacion (bioseguridad), sino
en el contexto clinico adecuado. No obstante, dada su
utilidad clinica si es recomendable que esta técnica es-
tuviera disponible en mas hospitales, asi como la unifi-
cacion de los protocolos y la evaluacién de mas tejidos
candidatos (1).

Enfermedades PRION-LIKE

Existen otros trastornos neurodegenerativos, como
la EA, la enfermedad de Parkinson y la de Huntington,
en los que se produce una acumulacion de proteinas
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amiloidogénicas, como tau, p-amiloide y a-sinucleina.
Recientemente, se ha propuesto que estas proteinas
pueden autorreplicarse de manera semejante a la pro-
teina prionica y parecen ser capaces de diseminarse
célula a célula, hasta resultar finalmente téxicas para el
SNC (72). A partir de esta teoria, una de las preguntas
que surge es si las proteinas amiloidogénicas tienen
potencial infeccioso al igual que las EET. No obstante,
hasta la fecha no hay evidencias de que la transmision
entre personas sea posible (73).

DISCUSION

A pesar de que las EET son enfermedades poco fre-
cuentes, la alta resistencia del agente causal, su carac-
ter transmisible, la heterogeneidad clinica, la ausencia
de tratamiento eficaz y su inevitable desenlace fatal
plantean graves problemas de salud publica a nivel
mundial.

De acuerdo con los criterios actuales, las imagenes
de RMN cerebral, los biomarcadores sustitutos del LCR
y el EEG respaldan el diagnostico clinico de la probable
ECJ. Sin embargo, la sensibilidad general y la especifi-
cidad de estas investigaciones diagnosticas no son to-
talmente 6ptimas. En este sentido, el ensayo RT-QuIC,
con su especificidad practicamente completa para la
ECJ, ha contribuido significativamente a la mejora de
la evaluacion diagnostica pre mortem (74). Por ello,
ante la sospecha clinica de ECJ, el laboratorio debe
establecer estrategias diagndsticas que combinen los
marcadores subrogados y RT-QuIC.
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