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RESUMEN 

Las enfermedades priónicas incluye un número de neuropatías progresivas que involucran 

cambios conformacionales de la proteína prion celular (PrPC) que puede ser esporádica, familiar 

o infecciosa. Evidencia patológica indica que neuronas que son afectadas con el prion muestran 

un patrón de degeneración de muerte hacia atrás. Sin embargo, aún no han sido identificados 

procesos celulares específicos por PrPC que expliquen un patrón. Resultados de biología celular 

en cultivos primarios de neuronas revelan una inhibición del transporte axonal rápido como un 

efecto tóxico del PrPC. Experimentos de biología celular y farmacológicos indican que ese efecto 

tóxico involucraría la activación de la caseína quinasa 2. Se encontró que la quinasa fosforila e 

inhibe las subunidades de cadenas livianas de una de las mayores proteínas motoras 

convencionales, la kinesina.  Colectivamente estos datos, sugieren  a CK2 como un target 

terapeútico novedoso para prevenir gradualmente la pérdida y conectividad neuronal que 

caracteriza la enfermedad de prion. 

 

 

Tabla de abreviaturas 

TA: transporte axonal 

PrPc: Proteína prion celular 

PrP-FL: Péptido sintético de la proteína prion completa (según sus siglas en inglés) 

PrPsc: Proteína Prion scrapie 

CJD: Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 

CK2: Caseína quinasa 2 

 

Palabras clave: Enfermedades priónicas, Proteína prion, Transporte axonal, Kinesina, Caseína 

quinasa 2  
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INTRODUCCIÓN 

ENFERMEDADES NEURODEGERATIVAS 

Las enfermedades neurodegenerativas con inicio en la tapa adulta involucran la pérdida de las 

funciones normales y la degeneración de poblaciones neuronales específicas del sistema nervioso 

central. A pesar de la etiología heterogénea, éstas enfermedades neurodegenerativas comparten 

ciertas características comunes: son en su mayoría progresivas, en términos generales 

dependientes de la edad, y su fenotipo clínico resulta de una disfunción sináptica más que de la 

muerte neuronal, la cual representa un fenómeno muy tardío. 

Algunos ejemplos de enfermedades neurodegenerativas progresivas son: la enfermedad de 

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, y las enfermedades 

priónicas, entre muchas otras. (Morfini et al., 2009) 

 

ENFERMEDADES PRIÓNICAS  

Definición 

Las enfermedades priónicas involucran a un vasto número de neuropatías que incluye formas 

esporádicas, familiares, e infecciosas, que afectan a diferentes mamíferos incluyendo a los 

humanos (Colby et al., 2011). Todas estas neuropatías involucran la conversión estructural y 

funcional de la proteína prion celular (PrP). La encefalopatía espongiforme bovina, scrapie en 

oveja y la enfermedad Creutzfeldt-Jakob (CJD) en humanos son algunas de las enfermedad 

priónicas más conocidas. (Prusiner, 1998). 

 

Reseña Histórica 

El término “Prion” fue definido en la década del 80 como una partícula infectiva de naturaleza 

proteica que es resistente a su inactivación por procedimientos que inactivan a los ácidos 

nucleicos (Prusiner, 1982). Los priones son patógenos infecciosos que causan un grupo de 

enfermedades neurodegenerativas fatales que presentan un mecanismo molecular patogénico 

único ya que el patógeno no presenta ácidos nucleicos.  

Durante muchos años, CJD fue considerada una enfermedad neurodegenerativa rara de etiología 

desconocida. Stanley B. Prusiner comienza a interesarse por ésta enfermedad tan particular 

cuando en 1972 muere un paciente suyo de CJD; el Dr. Prusiner comenzaba su residencia en 

neurología, y lo que más le impresionó fue ver como el proceso de la enfermedad mataba a su 

paciente en solo dos meses, destruyendo su cerebro mientras que su cuerpo permanecía sin ser 
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afectado. Su paciente no presentaba una respuesta febril, ni leucocitosis o pleocitosis, ni respuesta 

humoral, por éste motivo la idea propuesta por el Dr. Alpers muchos años antes de que podría ser 

producido por un “virus lento” empezaba a cobrar fuerza.(Gajsusek et al., 1966). 

 

Intrigado por los resultados de la Dra Alper (Alper et al., 1967) que determinaban que el agente 

infeccioso de scrapie no se inactivaba por radiación ionizante ni radiación de luz, Prusiner pensó 

que tal vez el agente infeccioso y patogénico podría ser una proteína. El Dr. Prusiner años más 

tarde determinó mediante experimentos bioquímicos que el agente patogénico en CJD en efecto 

era debido a una proteína que cambiaba de estructura y que se volvía parcialmente resistente a la 

proteinasa K. Para este nuevo agente Prusiner acuña un nuevo término, “prion”, que representa a 

una partícula proteínica e infecciosa desprovista de material génico (Prusiner, 1982).  

 

Estructura y toxicidad 

La forma infecciosa de las enfermedades priónicas involucra un cambio conformacional de la 

proteína prion (PrP) denominada celular (PrPC) a una forma patogénica parcialmente resistente a 

la proteinasa K con una capacidad  auto propagativa denominada scrapie (PrPSc) (Chiesa et al., 

2001; Colby et al., 2011). Esta nueva especie infectiva y tóxica presenta una característica 

histopatológica observada en otros patógenos de enfermedades neurológicas progresivas como la 

enfermedad de Alzheimer y Huntington , entre otras,  en la cual se observan cambios en 

estructura de proteínas las cuales presentan una reducción de estructuras α-hélices y un aumento 

de estructuras hojas beta plegadas (Pan et al., 1993). (Figura 1). Esta transición estructural es 

acompañada por cambios en las propiedades fisicoquímicas de la PrP que le confiere no solo 

toxicidad, sino también su característica infectiva.  

 

Figura 1. Cambio en estructura de la proteína prion.  (Extraído de (Govaerts et al., 2004)) 

Prion celular PrP
c

 

 

Prion scrapie PrP
sc
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Distribución de la proteína prion en el humano 

Del análisis de la expresión del ARNm y de la proteína Prion en el cuerpo humano, vemos que si 

bien se expresa en muchos órganos y tejidos, la mayor expresión se encuentra en el cerebro. Esto 

también nos motiva a reflexionar por qué mutaciones en el gen que codifica para la proteína prion 

resultan en enfermedades neurodegenerativas siendo que la expresión del gen está ampliamente 

expresado en otros tejidos y órganos. Una posible explicación podría ser debido a que existe una 

mayor expresión en el cerebro. La otra explicación que nuestro laboratorio propone es que la 

proteína prion también puede regular una función vital neuronal denominada transporte axonal  

(TA), razón por la cual mutaciones en la proteína prion podrían afectar esta función vital 

neuronal que podría eventualmente resultar en la disfunción y muerte neuronal.  

 

Figura 2: Expresión ARN/proteína del prion en el cuerpo humano. (Extraído de The Human Protein Atlas). 

 

 



Fiamma Ayelén Buratti     Tesina de Grado                              

9 
 

Función normal de la proteína prion en el sistema nervioso central 

Un extenso cuerpo de información experimental ha determinado que la proteína PrPC se encuentra 

involucrada en numerosos procesos neuronales. Entre ellos se destacan el control del crecimiento 

neurítico, incluyendo crecimiento de axones y dendritas, (Chen et al., 2003; Kanaani et al., 2005; 

Lopes et al., 2005; Santuccione et al., 2005). PrPc también ha sido reportado como un promotor 

de la supervivencia neuronal, en particular previene la muerte celular programada o apoptosis y el 

estrés oxidativo. La proteína prion se encuentra también distribuida en la sinapsis neuronal lugar 

donde podría participar de numerosas funciones sinápticas. Cabe mencionar que la actividad 

sináptica es tal vez la primera función neuronal afectada en la enfermedad de prion. Estudios 

electrofisiológicos, indican que la PrPc cumple funciones críticas a nivel sináptico, en particular 

juega un rol preponderante en la regulación de la liberación de neurotransmisores (Aguzzi et al., 

2008) (Figura 3). 

 

Figura 3. Funciones asociadas a la proteína prion. Numerosos procesos fisiológicos del sistema nervioso central 

se encuentran influenciados por la proteína prion celular PrPc. El crecimiento neurítico tanto de axones como de 

dendritas se encuentra reducido en neuronas carentes de PrPc. Numerosos reportes demuestran que  PrPc promueve la 

sobrevida neuronal, en particular en situaciones de estrés y luego de la inducción de mecanismos apoptóticos. 

Además, experimentos genéticos con líneas de ratones nulos para PrPc muestran una alteración en el mantenimiento 

de axones mielinizados en la sustancia blanca. Otra función de extrema importancia neuronal de la proteína PrPc es la 

regulación de la formación, mantenimiento y función de los terminales presinápticos. Más aún, experimentos 

electrofisiológicos demuestran que PrPc está directamente involucrado en la liberación de neurotransmisores a nivel 

sináptico, razón por la cual PrPc estaría involucrado en la regulación de la transmisión sináptica. (Extraído de Aguzzi 

et al. 2008) (Ver información suplementaria)  
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Control y mantenimiento de la mielinización axonal 

Evidencias histopatológicas han determinado que la proteína PrPc juega un rol importante en el 

proceso de mielinización del sistema nervioso central. Más aún, experimentos bioquímicos 

demostraron que PrPc está presente en fracciones purificadas de mielina derivadas de 

homogenato de cerebro (Radovanovic, 2005) y que las enfermedades priónicas disminuyen los 

axones mielinizados de la sustancia blanca del sistema nervioso central (Itoh et al., 1994; Waliś et 

al., 2003). En este sentido, evidencias genéticas han demostrado que ratones transgénicos con 

deleción de PrPc (Baumann et al., 2007; Li et al., 2007; Nishida et al., 1999; Shmerling et al., 

1998) muestran vacuolización y degeneración de fibras mielinizadas en el sistema nervioso 

central. 

 

Formación y control de la función sináptica 

Se ha demostrado que PrPc es una importante proteína en la sinapsis, un ejemplo es la transmisión 

sináptica glutamatergica excitatoria mediada por el receptor GABAA que media la inhibición 

rápida y potenciación a largo plazo, es reducida o ausente en ratones con pérdida de PrPc 

(Carleton et al., 2001; Mallucci, 2002). La idea de PrPc de la participación en la formación 

sináptica se originó de observaciones in vitro en neuronas hipocampales, en el cual contactos 

sinápticos fueron incrementados después de la adición de PrP recombinante(Kanaani et al., 2005). 

Se ha observado que en la enfermedad de prion ocurren ciertos eventos patológicos tempranos, 

que involucran pérdida de sinapsis y una progresiva deposición anormal de PrPsc en los 

terminales sinápticos(Grigoriev et al., 1999; Jeffrey et al., 2000; Kitamoto et al., 1992; Matsuda 

et al., 1999; Roikhel et al., 1983). Cabe mencionar que alguna de estas funciones sinápticas 

alteradas no fueron corroboradas por otros laboratorios. 

 

Regulación de la actividad de quinasas 

Numerosas evidencias farmacológicas han demostrado que la proteína prion se encuentra 

involucrada en la regulación de la actividad enzimática de proteínas quinasas (GSK3β, CK2, P38, 

Fyn, entre otras), enzimas cruciales para diversas funciones neuronales incluyendo el transporte 

axonal rápido, la estabilidad de espinas dendríticas, y funcionamiento normal de la sinapsis entre 

otras.(Pérez et al., 2003; Simon et al., 2014; Song et al., 2017). Investigadores del Departamento 

de Química Biológica de la Universidad de Padova, Italia, han demostrado mediante far-western 

blot (una técnica que permite ver la interacción proteína-proteína) que la proteína prion 
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recombinante interactúa fuertemente con la subunidad catalítica α de la proteína quinasa CK2 

(caseína quinasa 2). También observaron que esta interacción incrementa la actividad 

fosfotransferasa de la CK2. (F Meggio et al., 2000)  

Si bien la CK2 es un proteína ubicua, esta es especialmente abundante en el cerebro (Blanquet, 

2000). Entonces es posible pensar que el prion celular y la CK2 tienen la oportunidad de ponerse 

en contacto, especialmente considerando que la CK2 es una de las pocas proteínas quinasas 

presentes en la lámina exterior de la membrana plasmática, donde PrP también reside (Walter et 

al., 1996). Estos resultados revelan el potencial de la PrP para modular la actividad de CK2. 

Estas quinasas, se conocen que regulan el transporte axonal de las neuronas, un mecanismo 

importante para el mantenimiento, comunicación y supervivencia de las neuronas. Aún más 

interesante, desde el punto de vista patológico, resultados de nuestro grupo de trabajo han 

mostrado que la forma oligomérica del beta amyloide (oAβ) tiene la capacidad de activar la 

actividad enzimática de la quinasa CK2 con un perfil de inducción casi idéntico  al inducido por 

la forma oligomérica de la proteína PrPc  (Pigino et al., 2009). 

 

TRANSPORTE AXONAL 

Importancia del transporte axonal 

Ermolayev y colaboradores realizaron un análisis de la corteza motora poco antes del inicio de la 

enfermedad priónica clínica y reveló que más del 80% de las neuronas tenían impedimentos 

funcionales en el transporte axonal. Esto proporciona evidencia de que la enfermedad priónica 

está asociada con defectos severos del transporte axonal (Ermolayev, Friedrich, et al., 2009). 

Entonces nos podemos preguntar: ¿Por qué es tan importante el transporte axonal para las 

neuronas?  

Para poder responder esa pregunta debemos evaluar el desafío biológico único que experimentan 

las neuronas. El axón neuronal representa aproximadamente el 99% del volumen de una neurona, 

y en algunos casos puede tener hasta 1m de longitud (ej, neuronas motoras). Una característica 

intrigante es que el compartimiento axonal carece de la maquinaria necesaria para sintetizar 

proteínas de manera efectiva,  por ende todas o al menos más del 99 % de las proteínas se 

sintetizan en el cuerpo celular, se empaquetan en una vesícula de membrana, se asocian a un 

motor molecular y son transportadas  tanto a los axones como a las dendritas (Morfini et al., 

Libro Basic Neurochemistry). Este suministro es mantenido a lo largo de toda la vida de las 
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neuronas para proveer materiales estructurales, funcionales y regulatorios a dichos sub-dominios, 

incluyendo a los terminales sinápticos.  

Otra característica única de las neuronas es la extrema polaridad funcional y estructural del 

compartimiento axonal. El compartimiento axonal presenta un citoesqueleto de microtúbulos que 

posee una polaridad uniforme, con sus extremos menos (-) localizados próximos al núcleo, y los 

extremos más (+) que se disponen hacia el terminal presináptico. Esta polaridad estructural le 

permite al motor molecular kinesina-1 movilizarse únicamente en sentido anterógrado, desde el 

cuerpo celular al terminal axonal presináptico, y al motor dineína citoplasmática movilizarse en 

sentido retrogrado desde la sinapsis al cuerpo neuronal (Brady et al., 2012)  

Las tres características únicas de los axones: falta de expresión efectiva de proteínas,  su 

extendida longitud, y la extrema polaridad estructural y funcional, juegan un rol clave en la 

unidireccionalidad del flujo de información, desde el compartimiento somatodendrítico al 

terminal axonal presináptico. Sin embargo estas propiedades por otro lado dejan a las neuronas 

extremadamente dependientes del sistema de transporte axonal. Esto sugiere que una falla en el 

sistema de transporte axonal podría causar defectos tanto estructurales como funcionales 

potencialmente letal para las neuronas. Cabe mencionar que esta hipótesis fue formulada por 

Ramón y Cajal desde el principio del siglo XX, pero  no fue sino hasta los primeros años del 

siglo XXI que mutaciones puntuales tanto en kinesina-1 como dineína citoplasmática fueron 

descubiertas que inducen enfermedades motoras como la paraplejia espástica y degeneración de 

neuronas motoras (Hafezparast et al., 2003; Reid et al., 2002). Estos datos genéticos claramente 

sugieren que defectos funcionales en motores moleculares, tanto anterógrado como retrógrado 

responsables del transporte axonal rápido resultan en enfermedades neurodegenerativas 

progresivas. 

 

Tasas de transporte axonal  

Más tarde se descubrió que existen distintas tasas de transporte, denominándose transporte lento 

y rápido. En éste último el material transportado se mueve con una tasa de 200-400 mm/día y en 

el transporte lento a una tasa de 1-2 mm/día. Ambos también difieren en lo que transportan. 

Estudios de fraccionamiento bioquímico han demostrado que proteínas que se mueven por 

transporte rápido son predominantemente aquellas asociadas a la membrana, mientras que las 

proteínas que se mueven por transporte axonal lento se recuperan en fracciones solubles o 

fracciones citoesqueletales. 
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¿Si los motores encargados del TA rápido y el TA lento son los mismos, qué factor determina el 

transporte rápido y el lento? Lo que determina si el transporte es rápido o es lento es el mayor 

lapso de tiempo de permanencia estática que experimentan los motores cuando movilizan cargos 

correspondientes al transporte axonal lento, evento que hasta el momento no ha sido totalmente 

dilucidado. 

En esta tesina, nos focalizaremos en el TA rápido, debido a la importancia de los materiales que 

transporta, incluyendo neuropéptidos, enzimas que se asocian a organelas de membrana, 

neurotransmisores, organelas de membranas como mitocondrias, vesículas sinápticas y  

endosomas de señalización, entre otros. Cabe mencionar que ambos tiempos de TA son 

responsables de proveer todos los elementos esenciales para el desarrollo normal tanto de axones 

como de dendritas, así como del normal funcionamiento y mantenimiento neuronal. 

 

Motores moleculares encargados del transporte axonal rápido 

Para finales de la década de los 80, los únicos motores moleculares caracterizados en células de 

vertebrados eran  miosinas musculares y dineínas flagelares. Las propiedades bioquímicas del 

transporte axonal eran inconsistentes con la miosina y la dineína (Brady, 1991; Brady et al., 

1985). Por medio de experimentos farmacológicos y bioquímicos en axones aislados de calamar 

se pudo determinar que el TA de organelas de membrana debería ser llevado a cabo por un tipo 

de motor distinto al encargado de la contracción muscular o del batido flagelar. Su 

descubrimiento surgió de estudios con una forma no hidrolizable del ATP (AMP-PNP), el cual es 

un inhibidor competitivo de la mayoría de las actividades enzimáticas dependientes de la 

hidrólisis de ATP. Una característica interesante del nucleótido no hidrolizable AMP-PNP es que 

posee un efecto inhibidor muy débil de la actividad ATPasa de los motores moleculares miosina 

y dineína flagelar. Tomando ventaja de esta propiedad inhibitoria restringida para los dichos 

motores, se efectuaron experimentos en axoplasmas aislados de calamar con AMP-PNP. Estos 

experimentos mostraron que la perfusión de AMP-PNP paralizaba por completo el TA (Brady et 

al., 1985) indicando que en el TA rápido de organelas de membrana debería estar involucrando 

una nueva clase de motor (mecano-enzima) sensible a dicho análogo. Experimentos bioquímicos 

de aislación basados en el uso de AMP-PNP, y posterior determinación de la secuencia 

polipeptídica de la nueva mecano-enzima, definió la identidad del nuevo motor molecular 

anterógrado que fue denominado kinesina (kinesina-1 o kinesina convencional o también Kif 5) 

(Brady, 1985; Vale et al, 1985).  
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El motor molecular kinesina (Figura 4) es el más abundante y ampliamente distribuída en células 

neuronales y no neuronales. Es un heterotetrámero, comprendido por dos cadenas pesadas 

(KHCs, en amarillo) (115-130 kDa) (Bloom et al., 1988; DeBoer et al., 2008) y dos cadenas 

livianas (KLCs, en verde)  (62 – 70 kDa) (Stenoien et al., 1997). Las cadenas livianas se asocian 

al extremo carboxilo de las cadenas pesadas y están  involucradas en la asociación del motor a las 

organelas de membrana que transporta, mientras que las cadenas pesadas son las responsables de 

la hidrólisis del nucleótido ATP, actividad enzimática que reside en su extremo amino terminal. 

El procesamiento del ATP induce un cambio conformacional de dichas cadenas pesadas 

induciendo así el movimiento en sentido anterógrado del heterotetrámero. Por otro lado, el 

extremo amino de las cadenas pesadas también posee la función/capacidad de asociarse a los 

microtúbulos celulares que sirven como tractos estructurales por donde se desplaza el 

heterotetrámero transportando sus cargos específicos. 

Un extenso cuerpo de evidencias experimentales determinaron que kinesina-1 es el principal y 

más abundante motor axonal responsable del transporte de organelas de membrana en el sentido 

anterógrado (Hirokawa et al., 2007; Hirokawa et al., 2003). 

 

 

Figura 4: Esquema de la kinesina. (Extraído de Zamponi et al 2017) 

 

Mecanismos regulatorios del transporte axonal rápido 

Mutaciones tanto en kinesina-1 como en dineína citoplasmática resultan en enfermedades 

neurodegenerativas progresivas (Hafezparast et al., 2003; Reid et al., 2002). La genética 

molecular así determina que deficiencias en el TA inducida por mutaciones en los motores que 

llevan a cabo el transporte, son suficiente para causar una enfermedad neurodegenerativa. Sin 

embargo en los últimos 20 años, se ha determinado que muchas neuropatías progresivas 
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incluyendo las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Huntington y priónicas presentan todas 

distintas alteraciones en el TA rápido,  sin haberse encontrado mutaciones en ningún motor 

molecular (G. A. Morfini et al., 2009; G. Pigino et al., 2009). 

La pregunta siguiente es ¿Cómo se puede explicar molecularmente el defecto en el TA de estas  

enfermedades sin mutaciones puntuales en los motores moleculares? 

Una respuesta a esta pregunta puede encontrarse en el mismo mecanismo regulatorio del TA que 

involucra actividades enzimáticas específicas, tanto de quinasas como de fosfatasas, en conjunto 

denominadas fosfotransferasas.   

El descubrimiento que el motor molecular kinesina-1 se fosforila in vivo, sugirió la posibilidad de 

que tal vez eventos de fosforilación/desfosforilación podría regular el envío de organelas de 

membrana en neuronas (Morfini et al., 2002; Morfini et al., 2004). El desafío es determinar 

cuáles actividades quinasas y fosfatasas son relevantes para dicha regulación (Moreno et al., 

2016). El sistema experimental  ex vivo axoplasma aislado de calamar de nuestro grupo de 

investigación representa tal vez el modelo más apropiado para estudiar estas vías regulatorias por 

diferentes razones, primero se puede evaluar el efecto de quinasas individuales en un segmento 

de axón aislado del cuerpo celular y de su sinapsis, por ende los resultados obtenidos no 

dependerían  ni de la actividad sináptica (por ejemplo bloqueo o activación sináptica, etc), ni de 

la actividad nuclear (por ejemplo alteración en la síntesis diferencial de proteínas, etc) y segundo 

se puede agregar las quinasas que uno quiere evaluar su rol regulatorio del TA en 

concentraciones específicas, así mismo se pueden agregar inhibidores tanto farmacológicos como 

peptídicos también a concentraciones específicas,  y luego evaluar los efectos sobre el TA en 

tiempo real. Este modelo fue instrumental tanto para el descubrimiento de kinesina-1, como para 

determinar un número importante de proteínas quinasas responsable de la regulación del TA 

rápido (Brady et al, 1990; Morfini et al., 2009; Morfini et al., 2009; Morfini et al., 2001) 

Dada la extrema complejidad molecular asociada al TA, sabemos que éste posee diversos niveles 

de regulación, pero quizás el más estudiado hasta la fecha sea el mecanismo regulatorio ejercido 

por actividades enzimáticas denominadas fosfotransferasas, las cuales incluyen tanto a proteínas 

serina/treonina/tirosina quinasas, como a proteínas fosfatasas (Figura 5) (Brady et al., 2017; 

Gibbs et al., 2015).  

 



Fiamma Ayelén Buratti     Tesina de Grado                              

16 
 

 

Figura 5: Proteínas quinasas implicadas en la regulación del transporte axonal. La kinesina-1 y la dineína 

citoplasmática median el transporte de orgánulos, ARN, lípidos y proteínas a los largo del axón. Las kinesinas 

median el transporte anterógrado dependiente de los microtúbulos desde el cuerpo celular hasta el terminal sináptico. 

La dineína se encarga del transporte axonal retrógrado desde el terminal sináptico hacia el cuerpo celular. Tanto el 

transporte axonal anterógrado como el retrógrado es regulado por varias proteínas quinasas, incluyendo GSK3 

(glucógeno sintetasa quinasa 3), ERK 1 /2 (señal extracelular regulada por quinasas 1 y 2), MAPK (quinasas 

activadas por mitógenos), JNK (quinasas c-Jun N-terminal), Cdk5 (quinasa 5 dependiente de ciclina), PKA (proteína 

quinasa A), PKC (proteína quinasa C), CK2 (caseína quinasa 2). Loa signos (+) y (-) se refieren a la polaridad de los 

microtúbulos axonal. (Extraído y adaptado de Katherine L. Gibbs et al 2015) 

 

Sea por fosforilación directa o indirecta de residuos aminoacídicos específicos en cada proteína 

motora, al momento se han determinado diferentes quinasas  que pueden modificar actividades 

no enzimáticas de kinesina-1. Por ejemplo GSK3β inhibe selectiva y específicamente el TA 

anterógrado mediado por kinesina-1, pero no el TA retrógrado mediado por dineína 

citoplasmática (Morfini, 2002).  Experimentos bioquímicos posteriores determinaron que GSK3β 

fosforila a las cadenas livianas de kinesina-1 (KLCs) induciendo la liberación del cargo 

transportado y de esta manera inhibiendo el TA anterógrado. Interesantemente, otra quinasa que 

ejerce un similar efecto inhibitorio es CK2. La principal diferencia es que CK2 inhibe ambas 
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direcciones del TA, tanto anterógrado como retrógrado. Sin embargo, experimentos bioquímicos 

determinaran que al igual que GSK3β, CK2 fosforila a las cadenas livianas de kinesina-1(KLCs), 

en diferentes sitios a los fosforilados por GSK3β, y dicho evento induce la liberación de kinesina-

1 de la vesícula transportada. La lista de quinasas que regulan el transporte axonal rápido está en 

una fase crecimiento exponencial. A los propósitos de esta tesina, solo revelamos el efecto 

molecular de una quinasa regulatoria de Kinesina-1 y por lo tanto del TA anterógrado. Para un 

conocimiento más amplio de proteínas quinasas que posean actividad regulatoria sobre el TA 

rápido, dirigimos la atención de los lectores a los artículos publicados por los Drs. Scott Brady, 

Gerardo Morfini, Gustavo Pigino, Giampietro Schiavo y sus grupos de trabajo (Brady et al., 

2017; Gibbs et al., 2015; Morfini et al., 2009; Pigino et al., 2009). 

  

Proteínas patológicas alteran el TA rápido mediante la activación de proteínas quinasas 

axonales  

Un extenso cuerpo de investigación experimental ha determinado que numerosas neuropatologías 

progresivas experimentan alteraciones en las actividades enzimáticas de numerosas 

fosfotransferasas, actividades que resultan en una fosforilación alterada de proteínas 

citoesqueletales, receptoras y motores moleculares, entre muchas otras. Así mismo, se ha 

reportado que muchas quinasas regulatorias del TA están asociadas a más de una enfermedad 

neurodegenerativa (Figura 6). En este sentido, y relevante para la enfermedad de Alzheimer, 

múltiples reportes independientes documentaron alteraciones en las quinasas GSK3 y CK2 

(Lazarov et al., 2007; Moreno et al., 2009; Pigino et al., 2003) quinasas que también se 

encuentran desreguladas en las enfermedades como esclerosis lateral amiotrófica y enfermedades 

priónicas. Como resultado uno espera observar cambios en el TA en todas estas enfermedades, y 

la evidencia disponible valida la predicción (Morfini et al., 2009). 
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Figura 6. Defectos en el transporte axonal en enfermedades neurodegenerativas. El motor de la izquierda es la 

kinesina, y el de la derecha la dineína. En el círculo celeste se encuentran las quinasas, y se señala el sitio de 

fosforilación en alguna subunidad de los motores .Allí podemos ver como algunas proteínas, filamentos, oligomeros, 

etc. descriptos como los causantes de ciertas enfermedades (por ejemplo oAβ de la enfermedad del Alzheimer) 

desregula la actividad de la CK2,  y ésta produce la inactivación de ciertas subunidades en la kinesina y dineína, 

desregulando así el transporte axonal. (extraído de Morfini et al 2009) 

 

El patrón de degeneración de muerte hacia atrás observado en neuronas afectadas por la 

enfermedad del prion sugieren fuertemente que la forma patogénica del prion podría interferir 

con procesos celulares relevantes para el mantenimiento de la conectividad neuronal, como el 

transporte axonal rápido  (Blackstone et al., 2011; Reid et al., 2002). Se sabe que las neuronas 

son las únicas células que dependen de TA para el correcto funcionamiento neuronal y su 

supervivencia. La importancia del transporte axonal ha sido puesto de manifiesto por numerosos 

reportes genéticos, los cuales determinaron que mutaciones funcionales en motores moleculares, 

tanto en kinesina como en dineína, resultan en neuropatías progresivas como la paraplejia 

espástica y distintas disfunciones motoras (Blackstone et al., 2011; Hafezparast et al., 2003; Puls 

et al., 2005; Reid et al., 2002). Análisis microscópicos documentaron déficits en TA anterógrado 

y retrógrado en ratones inoculados con PrPSc concurrente con el desarrollo y  con los síntomas de 

la enfermedad de prion (Ermolayev, Friedrich, et al., 2009). Una gran evidencia indica que varias 

proteínas mal plegadas neuropatológicas comprometen TA por alteraciones en la actividad de 

proteínas quinasas involucradas en la regulación de proteínas motoras (Gibbs et al., 2015; 

Morfini et al., 2009; Pigino et al., 2009). Además varias quinasas que afectan TA, han sido 

reportadas como desreguladas en la enfermedad de prion, incluyendo GSK3 (Pérez et al., 2003), 

Tau Fil: Filamentos TAU 

PS1: Presenilina 1   

SOD1:   

Htt: Huntingtina 

AR: receptor andrógeno  

oAβ: beta amiloide oligomérico.  

MPP+: 1 methil- 4-fenilpiridinio 

GSK3: glicógeno sintasa kinasa 3 

JNK3: kinasa c-jun amino terminal 3 

CK2: caseína kinasa 2  

PKC: proteína kinasa C 
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PI3K (Simon et al., 2014), JNK (Carimalo et al., 2005) y Caseina Kinasa 2 (CK2) (Chen et al., 

2008; Meggio et al., 2000).  

Nuestro equipo de trabajo demostró previamente mediante ensayos de motilidad vesicular en 

axoplasmas aislados de calamar, que la proteína PrPc entera, cuya secuencia de aminoácidos 

involucra los aminoácidos 23-230 (PrP-FL), induce una reducción del TA rápido en ambas 

direcciones, tanto anterógrado como retrógrado (Zamponi et al., 2017). Allí surge la pregunta 

sobre que dominio/s de la proteína PrPc son responsable/s de dicha inhibición del TA.  

Se sabía por experimentos previos que el dominio central (CD, aminoácidos 90-130) juega un rol 

clave en la toxicidad de PrPc, por ende decidimos utilizar el péptido neurotóxico de 21 

aminoácidos PrP106-126   para ver si alteraba el TA. Resultados del grupo colaborador muestran 

que el  péptido PrP106-126 indujo una reducción del TA con un  perfil inhibitorio casi idéntico al 

inducido por PrP-FL, mientras que el péptido control PrP-Scram, que contiene los mismos 

aminoácidos que PrP106-126,  pero cuya secuencia de aminoácidos están ordenados al azar, no 

muestran ningún efecto en el TA. Esto les permitió hipotetizar entonces que eliminando el 

dominio central (CD) de la proteína entera  (PrP-∆CD) se eliminaría el efecto inhibitorio sobre el 

TA de PrP-FL. Cuando perfundieron el mutante que no posee el dominio central PrP-∆CD el TA 

se mantuvo inalterado, sugiriendo de esta manera que el CD es suficiente y necesario para causar 

inhibición del TA. (Ver figura suplementaria 1) 

En modelos de invertebrados (axoplasma de calamar) se ha demostrado que la caseína quinasa 2 

(CK2) inhibe el transporte axonal anterógrado rápido, a través de la fosforilación directa de la 

kinesina y la reducción de su afinidad por los cargos vesiculares (Pigino et al., 2009), resultados 

obtenidos por nuestro grupo colaborador del Departamento de Anatomía y Biología Celular, 

Universidad de Illinois en Chicago, Chicago Illinois, Estados Unidos y del Laboratorio Biológico 

Marino, Woods Hole, Massachusetts, Estados Unidos. Sin embargo estos resultados no se han 

confirmado en neuronas de mamíferos. 
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En base a los resultados de nuestro grupo colaborador y a todos los antecedentes presentados nos 

planteamos la siguiente hipótesis de trabajo: 

“La proteína prion inhibe el TA de organelas de membrana tanto anterógrado como 

retrógrado mediante la activación enzimática de la quinasa CK2”  

 

OBJETIVO GENERAL 

El objetivo a largo plazo es determinar el mecanismo molecular que subyace a la inhibición del 

TA mediado por la proteína prion celular (PrPc). Evidencias experimentales obtenidas de nuestra 

propuesta pueden sentar las bases moleculares para desarrollar una estrategia farmacológica, que 

permita enlentecer o frenar la disfunción neuronal y posterior pérdida de conectividad sináptica 

en enfermedades priónicas y otras con similar mecanismo patológico. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Determinar si la proteína prion inhibe el transporte axonal de mitocondrias en células de 

mamíferos. 

 

2) Determinar si la inhibición del transporte axonal mitocondrial depende de la activación 

de la caseína quinasa 2 (CK2) 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cultivo celular. Cultivos de neuronas de hipocampo fueron realizados como hemos realizado 

anteriormente (Pigino et al., 2003)  que es una modificación del cultivo primario que se 

efectúa en el laboratorio del Dr. Gari Banker (Banker et al., 2006). El cultivo se realiza a 

partir de embriones de 16 días de gestación (E16). Las ratas madres fueron sacrificadas, los 

embriones removidos de los úteros y colocadas en una cápsula de Petri estéril. Luego, fueron 

decapitados y las cabezas colocadas en cápsulas estériles que contenían buffer HANK (ClNa 

0,8 mg %, ClK 40mg %, Na2HPO4.2H2O 6,21mg %, KH2PO4 6 mg %). Posteriormente se 

procedió a  disecar el hipocampo o corteza, procedimiento que se realizó bajo observación 

microscópica, mediante el empleo de instrumental quirúrgico para micro-disección. 

El tejido nervioso así obtenido fue colectado en tubos estériles (Figura 7) e incubados durante 

16 minutos en una solución de tripsina 0,25%/HANK’s a 37°C en un baño termostatizado 

para producir la disociación celular. Luego, se lavó la solución de tripsina mediante 3 lavados 

con  una solución de  HANK’s. Finalmente, el tejido tripsinizado fue disociado 

mecánicamente mediante el uso de una pipeta Pasteur de punta fina. La suspensión celular así 

obtenida, fue sembrada sobre vidrios de 12 milímetros de diámetro, previamente tratados con 

poli-L-lisina (1mg/ml en buffer borato pH 7,4) (Sigma Ch. co). Las células fueron sembradas 

en una densidad baja de aproximadamente 175.000 células en cápsulas de 35 mm para 

inmunocitoquímica, o una densidad alta de 500.000 células en cápsulas de 35 mm para 

análisis bioquímico y mantenidas en medio de cultivo (Dulbecco’s modified Eagles médium 

DMEM) suplementado con 10% de suero de caballo (Gibco), Penicilina/Estreptomicina 

100μg/ml, Glutamina 2mM y Piruvato 11 mg % por 2 horas. Posteriormente, se reemplaza el 

medio de sembrado por el medio de mantenimiento libre de suero, Neurobasal suplementado 

con B27 Penicilina/Estreptomicina 100μg/ml y Glutamina 2mM (Gibco). Todos los cultivos 

fueron mantenidos en un incubador húmedo a 37°C y con 5% de CO2, durante 3-5 días.  
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Figura 7: Esquema de cultivo celular (Modificado de Banker et al 2006). 

 

Anticuerpos y reactivos. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: Anticuerpo monoclonal 

contra las cadenas livianas de la kinesina 1 (KLCs) (Ab-63-90) (Stenoien & Brady, 1997) 

anticuerpo monoclonal contra las cadenas pesadas de la kinesina 1 (Ab-H2) anticuerpo 

monoclonal anti  β-tubulina clase III. Inhibidor de la proteína caseína quinasa 2 (CK2) 

TBCA, obtenido de Calbiochem, diluido en DMSO y guardado a -20°C hasta su uso.  

 

Preparación de la solución de PrP. Péptidos sintéticos de 21 aminoácidos correspondientes 

a la proteína PrPc humana (Figura 8) fueron sintetizados en la Universidad de Illinois en la 

Vidrios limpios en 

ácido, colocar en 

cápsula de 35 mm. 

Tratar con  
polysina 

Limpiar y agregar 

el medio 

Cerebro E16 

Disección de 

hipocampo 

Tripsinizado y 

obtención de una 

suspensión de células 

Preparación de las 

cápsulas de cultivo 
Obtención de 

células neuronales 

Siembra de  
células en  
cápsulas de 
35mm  

Se mantiene en un incubador 

húmedo a 37° C y con 5% de CO2.  

Hasta observar el estadío 3 

neuronal (3 – 5 días) 



Fiamma Ayelén Buratti     Tesina de Grado                              

23 
 

ciudad de  Chicago (Research Resources Center). Los péptidos de PrP empleados fueron: 

PrP106-126 y PrP106-126 scrambled (PrP-Scram, constituído por los mismos aminoácidos que en 

PrP106-126 pero en un orden mezclado al azar). Los péptidos sintéticos liofilizados se 

reconstituyeron en agua desionizada libre de nucleasas a 4°C a una concentración final de 1 

mM (solución stock) por alicuota. Antes de utilizar los péptidos, cada alícuota fue calentada a 

37 0C por 60 minutos antes de ser utilizados. 

 

Figura 8: Péptidos sintéticos. PrP-FL corresponde a la proteína entera, en rojo está marcado una zona 

conocida como dominio central (CD) que corresponde a 20 aminoácidos. PrP- ∆CD es la proteína entera 

quitándole ése dominio central. PrP 106-126 es la proteína prion con sólo los 20 aminoácidos del dominio 

central, y por último PrP-Scram son los mismos 20 aminoácidos que PrP 106-126 pero mezclados al azar. 

(Extraído de Zamponi et al. 2017)(Ver información suplementaria)  

 

Preparación del lisado y corrida electroforética para Western Blot. El cultivo de células 

fue homogeneizado en buffer ROLB y las proteínas fueron separadas por corrida 

electroforética en geles de acrilamida de 10% y transferidas a membranas de polyvinylidene 

fluoride (PVDF) como se describió anteriormente (Pigino et al., 2001) 

 

Análisis del transporte axonal mitocondrial in vitro.  Neuronas hipocampales cultivadas 

por 2 días fueron transfectadas (Lipofectamine 2000, Invitrogen) con un plásmido que 

codifica la proteína amarilla fluorescente unida a una proteína residente de mitocondrias 

(mitoYFP, OriGene) para permitir la visualización in vivo de la organela a estudiar. Al día 

siguiente de la transfección, los cultivos fueron tratados con PrP106-126 /PrP-Scram por una 

hora y luego puestos en una cámara de video a 37°C y 5% de CO2 con medio Neurobasal 

libre de rojo fenol (Gibco). Se tomaron una serie continua de imágenes de la mitocondria 

axonal a intervalos muy cortos de tiempo, y fueron adquiridos en un microscopio invertido 
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Olympus IX81 equipado con DSU, iluminación epifluorescente (150 W lámpara de Xenon) y 

un microprocesador. La adquisición de imágenes fue tomada con un objetivo de inmersión de 

aceite de 60X asociada a una cámara CCD ORCA AG (Hamamatsu). La serie de imágenes a 

intervalos muy cortos de tiempo (1 cuadro por cada 3 segundos) se grabaron durante 10 

minutos. El movimiento de la mitocondria se analizó visualmente con Multi Kymograph un 

plugin de Fiji (http://fiji.sc/)  contando la proporción y dirección de las mitocondrias que se 

mueven por más de 3 µm sobre un segmento axonal de 30 µm de longitud (Figura 9). Este 

complemento de  Kymograph para ImageJ está diseñado para medir las velocidades de las 

estructuras en movimiento en una serie de tiempo de imagen. 

 

 

Figura 9: Kimogramas. Plot tiempo-espacio. En el eje de las X se encuentra la distancia (µm) y en el eje de 

las Y el tiempo (segundos). Por ejemplo la flecha verde marca una mitocondria que se está moviendo en el 

tiempo, y la fecha roja, una mitocondria que se encuentra en el mismo lugar al pasar el tiempo. (Se dibujó una 

línea con el color respectivo sobre el kimograma para poder visualizar mejor su movimiento, y su 

entendimiento) 

 

Se consideran axones, al mayor proceso o aquellos procesos que tienen al menos 40-50 um de 

largo. Típicamente los axones que medimos tienen entre 120-150 um de largo. Para confirmar 

la identidad del proceso axonal se tiñeron neuronas hipocampales de 3DIV con un anticuerpo 

contra una proteína residente axonal Tau (tau-1) y alfa tubulina (Figura 10). Los datos 

corresponden a 3 experimentos independientes por condición.  

http://fiji.sc/
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Figura 10: Proceso axonal en neurona hipocampal de 3 DIV. En flechas verdes se marca los procesos, y la 

fecha roja marca el proceso axonal. La figura C muestra la colocalización de Tyr-Tub/Tau 1 en la neurona. 

Barra de escala 20µm.  

 

Análisis estadístico 

La comparación estadística fue obtenida usando el software GraphPad Prism. Todos los 

experimentos fueron repetidos al menos 3 veces, usando cultivos celulares derivados de 

embriones de al menos 3  ratas diferentes. La diferencia fue considerada significativa con un 

p mayor o igual a 0.05. Comparaciones múltiples fueron realizadas usando ANOVA a un 
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factor con test de Tukey post-hoc. Para comparaciones de a pares se usó el test de t de 

Student. 

 

RESULTADOS 

PrP induce alteraciones en el transporte axonal rápido de mitocondrias en células de 

mamíferos.  

Basados en los resultados obtenidos en axones aislados de calamar, decidimos evaluar el efecto 

de PrP106-126  en el TA de organelas de membrana en células de mamífero. Para ello evaluamos el 

TA de mitocondrias, organelas que son movilizadas a lo largo del axón tanto por dineína en 

sentido retrógrado, como por kinesina-1 en sentido anterógrado.  

Si marcábamos la mitocondria con Mito Tracker Red podía interferir con la movilidad 

mitocondrial (Buckman et al., 2001; Xinnan Wang & Schwarz, 2009), por esto transfectamos 

neuronas hipocampales de embriones en un cultivo primario con un plásmido que codifica una 

proteína mitocondrial residente fusionada con una proteína fluorescente amarilla (mito-YFP) 

(Fig. 11). A los 3 días in vitro (3 DIV), incubamos las neuronas transfectadas por una hora con 3 

µM PrP 106-126 (Fig. 12A) o con el control PrP- Scram (Fig. 12B), y analizamos la motilidad 

mitocondrial por 10 minutos usando microscopía time-lapse.  

 

 

 

 

Figura 11: Esquema de transfección del cultivo celular con mito-YFP. 

Consistente con la reducción marcada de TA observada en los axoplasmas tratados con el péptido 

PrP 106-126 (Fig. suplementaria 1), el análisis del TA mitocondrial representado en el kimograma 

reveló una reducción de la motilidad mitocondrial en neuronas tratadas con PrP 106-126 (Fig 12A), 

comparadas con neuronas tratadas con PrP-Scram (Fig. 12B). Específicamente, el promedio de 

distancia recorrida en dirección anterógrado fue significativamente reducida en PrP 106-126 (1.22 ± 

0.33 µm) comparado con las células tratadas con PrP-Scram (5.17 ± 1.23 µm) (Fig. 12C). Algo 
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similar ocurrió con la motilidad mitocondrial, el promedio fue significativamente reducido en PrP 

106-126 (14.79 ± 8.05) versus células tratadas con PrP Scram (35.56 ± 3.32) o células control no 

tratadas (35.88 ± 4.47) (Fig. 12D). Estos resultados permitieron determinar que el PrP 106-126  

induce una reducción del TA comparable en los dos modelos experimentales, sugiriendo que el 

mecanismo inhibitorio del domino central de PrPc esta conservado desde los cefalópodos a los 

mamíferos. 

 

Figura 12. Prion inhibe el transporte axonal rápido de la mitocondria en cultivo de neuronas de mamíferos. 

Los efectos del Prion en la movilidad mitocondrial en cultivos primarios de neuronas hipocampales de embrión de 

rata de 3 días in vitro. (A) El panel superior muestra las mitocondrias marcadas fluorescentemente de los axones de 

neuronas tratadas con PrP 106-126 o el control (B) PrP 106-126 Scram. En el panel inferior, el kymograma revela la 
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trayectoria de la movilidad de la mitocondria de neuronas incubadas por una hora con 3 µM PrP 106-126 versus PrP 106-

126 Scram (B). Los kimogramas fueron obtenidos de imágenes del panel superior. La barra en el eje de las X equivale 

a 30 µm y en el eje de las Y equivale a 60 segundos. (C) Cuantificación de la distancia recorrida por las mitocondrias 

en A y B se analizó en dirección anterógrado (blanco) y retrógrado (negro). (D) Cuantificación del porcentaje de 

mitocondrias en movimiento en neuronas tratadas con 3 µM PrP 106-126 comparado con PrP 106-126 Scram, o neuronas 

control no tratadas (Ctrl). Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes. El análisis estadístico 

se realizó por ANOVA con prueba post-hoc Tukey 

La proteína quinasa CK2 media la inhibición de TA inducida por PrP en células de 

mamíferos. 

Varias fosfotransferasas han sido identificadas que regulan el TA rápido mediante la fosforilación 

de subunidades específicas de proteínas motoras responsables del TA.(Blasier et al., 2014; 

Morfini, 2002; Morfini et al., 2004).  Una gran cantidad de proteínas quinasas fueron  probadas 

en preparaciones de axoplasma de calamar, entre ellas la caseína quinasa 2 (CK2) la cual  inhibió 

TA rápido con un perfil inhibitorio similar al inducido por PrP-FL o PrP 106-126 (Fig S2) (Reid et 

al., 2002); estos resultados nos motivaron a evaluar si PrP106-126 inhibe el TA en células de 

mamíferos, y si esa inhibición es dependiente de CK2. Para ello, incubamos neuronas en cultivo 

con PrP 106-126 (Fig. 13A) más el inhibidor específico de CK2 (Pagano et al., 2007): TBCA (ácido 

tetrabromocinámico) (2 µM; Fig. 13B) Luego evaluamos la motilidad mitocondrial por 

microscopía. El análisis del kimograma muestra un incremento consistente de la motilidad 

mitocondrial para neuronas co-incubadas con PrP 106-126 más TBCA (Fig 13B panel inferior) 

comparadas con neuronas tratadas con PrP 106-126 y el vehículo DMSO (Fig. 13A panel inferior). 

Como se esperaba, neuronas tratadas con TBCA solo, no alteraron la motilidad mitocondrial (Fig. 

14) Análisis cuantitativo confirmó que el promedio de distancias recorridas por una mitocondria 

individual en la dirección anterógrada (6,56 ± 2.09 µm) o retrógrado (11.05 ± 2.74 µm) fue 

significativamente más alta en neuronas co-tratadas con TBCA comparada con las distancias 

promedios de mitocondrias individuales de neuronas tratadas con PrP 106-126 (anterógrado: 1.21 ± 

0.38 µm; retrógrado 3.97 ± 1.44 µm) (Fig. 13C). El promedio de mitocondrias en movimiento 

(Fig. 13D) fue significativamente más alta en neuronas tratadas con PrP 106-126 + TBCA (45.51 ± 

7.29) que en neuronas tratadas con PrP 106-126 (14.72 ± 8.17). Estos resultados muestran que PrP 

106-126  presenta un efecto inhibitorio del TA en células de mamíferos y que dicha inhibición es 

mediada por la actividad de la quinasa CK2. Interesantemente, estos resultados fueron 

consistentes con información anterior que muestran la interacción de PrP con CK2 y la 

modulación de esta actividad (Blackstone et al., 2011; Levy et al., 2006). 
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Figura 13: Caseína quinasa 2 media la inhibición del transporte axonal rápido inducida por PrP. (A) el 

panel superior muestra la mitocondria marcada fluorescentemente en el axón de neuronas de 3 DIV tratadas con PrP 

106-126. En el panel inferior  el kimograma revela la trayectoria de la mitocondria de las neuronas incubadas con 3 µM 

de PrP 106-126 o (B) PrP 106-126 más 2µM TBCA por 1 hora. (C) Cuantificación del promedio de distancia recorrida por 

la mitocondria analizada en (A) y (B) en anterógrado (blanco) y retrógrado (negro). Nótese la pérdida del efecto 

inhibitorio cuando las neuronas son co-incubadas con 2µM TBCA. (D) Cuantificación del porcentaje de 

mitocondrias en movimiento analizadas en (A) o (B). Nótese la reducción del movimiento de mitocondrias en PrP 

106-126 y la dramática recuperación de la motilidad mitocondrial en PrP 106-126 con 2 µM TBCA en neuronas co-

tratadas. Estos resultados farmacológicos sugieren que la activación axonal endógena de CK2 puede ser el 

responsable de la inhibición de ambas direcciones de FAT inducidas por PrP celular. Los resultados fueron obtenidos 

de 3 experimentos independientes.  

 

Figura 14: El inhibidor TBCA no altera TA. El panel superior muestra la mitocondria marcada 

fluorescentemente en axones de neuronas de 3 DIV tratada con el vehículo (DMSO) o el inhibidor de la CK2 TBCA 

2μM por 60 minutos. En el panel inferior, los kimogramas muestran la trayectoria de la movilidad mitocondrial de 

neuronas incubadas con vehículo (A) o 2μM TBCA por  una hora (B). (C) Cuantificación de la distancia promedio 
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en movimiento de la mitocondria analizada en (A) 24.88±13.47 μm y (B) 20.76±5.16 μm en dirección retrógrada. La 

barra escala en el eje de las X mide 30μm y en el eje de la Y equivale a 60 segundos. Fueron analizadas un total de 

19 neuronas, 8 (control DMSO) y 11 (tratadas con DMSO y TBCA). Los resultados fueron obtenidos de 3 

experimentos independientes. 

PrP induce la activación de CK2 promoviendo la fosforilación de la kinesina 

Experimentos bioquímicos previos demostraron que CK2 fosforila directamente las subunidades 

de cadenas livianas de la kinesina-1 (KLCs) (Karki et al., 1997; Morfini et al., 2001; Reid et al., 

2002; Schäfer et al, 2008). Basados en éstos precedentes y en los resultados de nuestro grupo 

colaborador en el cual coperfunden los péptidos junto a su inhibidor específico (Fig. 

Suplementaria 2), se evaluó si la toxicidad de PrP podría inducir la fosforilación de KLCs de una 

manera alterada. Para éste fin se incubaron  neuronas de hipocampos  con PrP 106-126  y PrP Scram 

por una hora (Fig 15A y 15B). La fosforilación de la subunidad de KLCs fue evaluada por 

Western Blot. Empleamos un anticuerpo monoclonal denominado 63-90, que reconoce 

preferentemente epítopes con consenso para CK2 desfosforilados en las cadenas livianas de 

Kinesina-1 (KLCs) (Reid et al., 2002; Stenoien & Brady, 1997). Observamos una  significativa 

reducción en la inmunoreactividad del anticuerpo 63-90 en el cultivo de neuronas tratadas con PrP 

106-126  versus el péptido control (Fig 15A). Una evaluación semicuantitativa determinó una 

reducción de aproximadamente 90%  en la immunoreactividad para el anticuerpo 63-90   en 

células tratadas con PrP 106-126  versus el péptido control PrP-Scram (Fig. 15B). Como control de la 

cantidad de proteína total evaluada por Western blot en cada situación experimental, utilizamos 

un anticuerpo primario que reconoce a las cadenas pesadas de Kinesina-1 (KHCs) denominado 

H2, el cual es independiente del nivel o grado de fosforilación de kinesina-1. 

Estos resultados nos sugieren fuertemente, que las neuronas responden a la incubación con PrP 

106-126  con una anormal fosforilación de las KLCs por parte de CK2 endógena. 
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Figura 15: PrP induce la fosforilación de la subunidad de cadenas livianas de la kinesina mediante CK2. 

(A)Análisis por Western blot del nivel de fosforilación de las KLCs, en neuronas  de embriones de rata cultivadas 

por 3 días in vitro y tratadas por una hora con PrP 106-126 o PrP-Scram. El anticuerpo 63-90 reconoce KLCs 

desfosforilada. (Ermolayev et al., 2009; Reid et al., 2002). (B) El gráfico muestra una cuantificación semicuantitativa 

de los valores de A, en donde observamos que las neuronas tratadas con  PrP 106-126  disminuye la inmunoreactividad 

para el anticuerpo 63-90 versus las células tratadas con el péptido control PrP-Scram. 

DISCUSIÓN 

Aún después de décadas de investigación  la base molecular de la patología de la enfermedad de 

prion permanece incierta. A pesar de que la forma infecciosa de la enfermedad de prion ha 

recibido la mayor atención (Westergard et al, 2011) la infección de prion es menos frecuente en 

humanos. La mayoría de casos humanos (99%) son asociados con mutaciones en el gen que 

codifica PrPc que ocurren esporádicamente (Chiesa, 2015). En casos donde la conformación de  

PrPsc  no es requerida para inducir la patogénesis, estudios genéticos y experimentales sugieren 

que la agregación del prion mutante o salvaje puede inducir mal funcionamiento neuronal y 

toxicidad(Chiesa, 2015; Chiesa et al., 2016; Diack et al., 2014; Tateishi & Kitamoto, 1995). 

Numerosas evidencias experimentales demostraron que péptidos agregados de la proteina PrPc 

con estructura oligomérica (oPrPc) inducen neurotoxicidad sin involucrar a la estructura toxica e 

infecciosa PrPsc  (Chiesa et al., 2008; Chiesa, 2015; Chiesa & Harris, 2001; Simoneau et al., 



Fiamma Ayelén Buratti     Tesina de Grado                              

32 
 

2007). Análisis estructural de PrP-FL y PrP 106-126 realizado por microscopía de fuerza atómica 

indica que ambos constructos de PrP presentan una conformación globular u oligomérico (Fig. 

Suplementaria 3). Interesantemente, el Dr Chiesa y colaboradores demostraron que 

sobreexpresando el PrP salvaje pueden causar mal funcionamiento neuronal y anormalidades 

sinápticas a través de especies de PrP agregadas no infecciosas (Chiesa et al., 2008).  

Resultados de varios laboratorios indican que la acumulación citosólica de PrP celular full-length 

(la proteína completa) es suficiente para inducir toxicidad neuronal progresiva en cultivo 

neuronal (Faas et al., 2010; Ma et al., 2002; Rane et al., 2008; Rane et al., 2004;  Wang et al., 

2006). Este fenómeno tóxico observado, asociado con el incremento en la dosis de PrP no se 

restringe a la enfermedad de prion, en otras neuropatías progresivas incluidas enfermedades de 

alzheimer, de parkinson, son asociados con agregación de proteínas inducidos por sobreexpresión 

de polipéptidos salvajes (Fuchs et al., 2007; Rovelet-Lecrux et al., 2006; Sleegers et al., 2006). 

Estas observaciones sugieren que una variedad de factores, incluyendo incrementos en la dosis de 

la proteína PrPc , su acumulación en el citosol, y/o la conversión de PrPc a especies neurotóxicas ( 

por ejemplo oPrPc), pueden subyacer al mecanismo molecular patogénico. 

Aún no hay consenso sobre el mecanismo específico que causa degeneración neuronal en la 

enfermedad de prion, pero varios mecanismos patológicos han sido postulados incluido mal 

funcionamiento mitocondrial y activación de apoptosis neuronal (Saá et al., 2016). Se sabe que la 

activación de vías apoptóticas es un fenómeno muy tardío en la enfermedad de prion (Choi et al., 

1998; Forloni et al., 1993; Zhou et al., 2012), y que además representa una explicación general 

que no provee ningun mecanismo patológico. Chiesa y colaboradores han demostrado que si se 

elimina la apoptosis neuronal, en un modelo de raton transgénico para la enfermedad de prion, se 

previene efectivamente la pérdida neuronal, pero no previene la muerte retrógrada de los axones, 

la pérdida de conexiones sináptica, ni elimina los síntomas clínicos de la enfermedad (Chiesa et 

al., 2005). Esta evidencia sugiere que, mientras que la activación de apoptosis puede ser un 

componente de la enfermedad de prion, alteración en algún otro proceso neuronal sería la de 

inducir la pérdida de axones y sus sinapsis, así como también la aparición de los síntomas 

clínicos característicos de estas enfermedades. 

Un cuerpo de evidencia experimental sugiere que alteraciones en el transporte axonal rápido 

podría presentarse como eventos patogénicos tempranos (Arbelaez et al., 2013; Chiesa et al., 

2005; Medrano et al., 2008; Uchiyama et al., 2013), tanto como en otros desordenes vinculado a 
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proteínas mal plegadas (Kanaan et al., 2013; Lazarov et al., 2007; Morfini et al., 2005; Pigino et 

al., 2003; Roy et al, 2005; Scott & Roy, 2012; Tang et al., 2012). Sánchez –García y 

colaboradores mostraron que neuronas expresando una forma mutante de PrP-M205, S212 

exhiben alteraciones en TA rápido, sinapsis reducida, acumulación axonal de proteínas 

específicas sinápticas importantes para el crecimiento axonal, fusión vesicular, neurosecreción y 

neurotransmisión (Bieber et al., 1989; Schulze et al., 1995). Finalmente, Ermolayev y 

colaboradores mostraron que  diferentes cepas de priones presentan una temprana inhibición del 

TA y una concomitante inducción de síntomas clínicos (Gibbs et al., 2015). Sin embargo, estos 

estudios no proveen mecanismos por el cual el PrPc afecta el TA. 

Basados en la evidencia experimental de nuestro colaborador Dr. Ma y su equipo de trabajo los 

cuales mostraron que la acumulación de prion full lengh (PrP-FL) dentro del citosol es 

neurotóxico in vitro e in vivo (Ma et al., 2002; Wang et al., 2009), así como también de 

evidencias experimentales de otros grupos que mostraron que la acumulación intracelular de PrPc 

salvaje conduce al mal funcionamiento neuronal y anormalidades sinápticas (Chiesa & Harris, 

2001; Fioriti et al., 2005). Decidimos evaluar si la neurotoxicidad de PrP-FL intracelular es 

debido a la inhibición de TA.  Para ello, nuestro grupo colaborador perfundió axoplasmas 

aislados de calamar con la proteína prion completa PrP-FL en concentraciones fisiológicas 

posibles (100µΜ-2 µM), y evaluaron el TA mediante ensayos de motilidad vesicular por 

videomicroscopía de alta resolución. Estos experimentos demostraron que PrP-FL es un potente 

inhibidor de TA. Trabajos previos habían mapeado la toxicidad de PrPc en el dominio central 

(CD) (Solomon et al., 2011; Turnbaugh et al., 2011; F. Wang et al., 2010; Westergard et al., 

2011). Consistente con éstos estudios nosotros observamos que el péptido sintético de 21 

aminoácidos perteneciente al dominio central (Brandenburg et al., 2009) induce una inhibición 

del TA comparable a la inducida por PrP-FL. Además sugiere que el dominio central (CD) es 

necesario, ya que cuando se perfunde el constructo de PrPc que no posee el dominio central (PrP-

ΔCD) el TA no sufre ninguna modificación. Todos éstos experimentos ex vivo sugieren que el 

CD de PrP es necesario y suficiente para inhibir al TA. 

Déficits en TA de organelas de membrana son responsables o al menos contribuye 

significativamente en múltiples neuropatías humanas, en las cuales lo común parece ser la 

pérdida de axones mostrando una degeneración de muerte retrógrada, como ocurre en la 

paraplejia espástica hereditaria, enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerosis 
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lateral amiotrófica y prion (Chen & Chan, 2009; Crimella et al., 2012; De Vos et al., 2008; Gibbs 

et al., 2015; Kanaan et al., 2013; Morfini et al., 2013, 2009; Morfini et al., 2005; Pigino et al., 

2009; Pigino et al., 2003; Puls et al., 2005; Reid et al., 2002; Vale et al., 1985). 

La mitocondria es una organela importante transportada en las células neuronales, ésta genera el 

ATP necesario para una gran variedad de procesos metabólicos incluyendo TA, crecimiento 

neuronal, regeneración y supervivencia (Brady, 1991; Nicholls & Budd, 2000). Un gran cuerpo 

de evidencia experimental documenta que déficits en el transporte de la  mitocondria en varias 

neuropatías humanas se asocia con la actividad de quinasas (Kim-Han et al., 2011; Liu et al., 

2012; Pigino et al., 2003). Consistente con estos reportes, nosotros mostramos una reducción 

significativa de la motilidad mitocondrial en neuronas tratadas con PrP 106-126 versus PrP-Scram. 

Para ambas el porcentaje de motilidad mitocondrial y el promedio de distancia viajada fue 

reducido. A pesar de que el mecanismo regulatorio que gobierna el transporte de vesículas de 

membrana y mitocondrias puede no ser el mismo (Hollenbeck, 2005) el efecto no se restringe 

solo a la mitocondria, sino que también hay una marcada reducción en las vesículas moviéndose 

en axoplasmas de calamar tratados con PrPc, evidencia de nuestro grupo colaborador.  

Interesantemente se observó un perfil diferente de inhibición entre las mitocondrias de células de 

mamíferos, y las vesículas del axoplasma de calamar. Mientras que PrPc afectó ambas 

direcciones del TA de vesículas, para la mitocondrias el TA anterógrado se inhibió en mayor 

medida que el TA retrógrado, probablemente debido a las diferencias en el mecanismo 

regulatorio entre los dos motores que llevan a cabo dichos transportes. Consistente con esta 

evidencia se sugiere que PrPc puede activar a CK2 tanto in vitro como in vivo, y que la activación 

de CK2 resulta en la inhibición del TA. De acuerdo con esta evidencia, el inhibidor 

farmacológico específico de CK2 (DMAT) (Pagano et al., 2004) previno la inhibición del TA 

inducida por PrPc tanto en axoplasma aislado como en un cultivo de neuronas 

El desafío que nos quedaba era determinar como PrPc y CK2 pueden comprometer el TA. 

Estudios previos habían indicado que la fosforilación de KLCs por parte de las quinasas GSK3β 

y CK2, promueven la liberación de la kinesina convencional de las organelas e inhibe el TA de 

las mismas (Morfini, 2002; Pigino et al., 2009; Pigino et al., 2003). En consecuencia, 

experimentos bioquímicos en este trabajo revelaron un incremento en la fosforilación de la KLC 

por parte de CK2, en cultivos de neurona de mamíferos tratadas con PrP106-126. La dependencia 
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con CK2 es demostrada por un reducida inmunoreactividad para 63-90, un anticuerpo 

monoclonal que reconoce un epitope desfosforilado de KLCs con concenso para CK2. 

Consistente con éstos precedentes, el grupo colaborador de EEUU demostró que los niveles de 

kinesina-1 asociado con organelas fue significativamente reducido en axoplasmas perfundidos 

con PrP106-126 con respecto a los perfundidos con PrP-Scram. Resultados similares fueron 

observados cuando perfundieron con CK2 recombinante y beta amiloide oligomérico (oAβ) en 

axoplasmas aislados de calamar, los cuales inducen la activación de CK2 endógeno (Pigino et al., 

2009). 

Experimentos en este trabajo respaldan la idea que la proteína completa de prion (PrP-FL) y el 

dominio central del péptido (PrP 106-126) inhiben TA a través de un mecanismo molecular que 

involucra la activación anormal de CK2 endógeno, fosforilación de KLCs, y liberación de los 

cargos transportados por la kinesina convencional (solo probado en axoplasma de calamar). 

Además, debemos mencionar que muchas otras proteínas aparte de los motores tienen sitios 

consensos para CK2 (Meggio & Pinna, 2003), muchas de las cuales pueden contribuir a la 

degeneración axonal y pérdida sináptica en el contexto de la enfermedad de prion (Olsten & 

Litchfield, 2004). 

Resultados de éste trabajo demuestran que la inhibición farmacológica de CK2 previene la 

inhibición de TA inducida por PrPc. Por lo tanto la inhibición de CK2 puede representar una 

novedosa intervención terapéutica para prionopatías y otras neuropatías progresivas asociadas 

con la actividad de CK2 y defectos en TA (Leo et al., 2017; Moreno et al., 2009; Pigino et al., 

2009). El desarrollo reciente de inhibidores de CK2 que pueden atravesar la barrera 

hematoencefálica y acceder al cerebro hacen estos descubrimientos particular y 

farmacológicamente interesante (Chou et al., 2016; Pagano et al., 2006) como modelo 

terapéutico. Finalmente, nuestros resultados proveen una base molecular sólida para explorar esta 

compleja patología en un modelo de ratón PrPc transgénico en un futuro cercano. 
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INFORMACIÓN SUPLEMENTARIA 

 

Figura 8: Se utilizan sólo estos dos péptidos (PrP 106-126 y PrP- scram) debido a que varios 

autores, proponen que posiblemente el dominio central (CD, aminoácidos 94-134) puede jugar un 

rol en la neurotoxicidad de la forma patogénica del PrP(Baumann et al., 2009, 2007; Li et al., 

2007). 

Li y colaboradores mostraron que los residuos 105-125 del péptido pueden constituir un dominio 

funcional neurotóxico in vivo (Li et al., 2007). Simoneau y otros determinaron que los 

aminoácidos  105-126 del dominio central hidrofóbico en una conformación oligomérica, 

presenta neurotoxicidad (Pan et al., 1993) (Simoneau et al., 2007). Extendiendo estos hallazgos, 

datos experimentales documentaron efectos tóxicos de la proteína prion que abarca los residuos 

106-126 en cultivos de neuronas hipocampales, corticales y cerebelares (Brown et al., 1996; 

Brown et al., 1994; Fioriti et al., 2005; Forloni et al., 1993; Forloni et al., 1996; Forloni et al., 

1994). Éstos resultados nos incitó a evaluar si ése dominio central puede mediar el efecto tóxico 

de PrP-FL en el transporte axonal de diversas organelas de membrana incluyendo a mitocondrias. 

Además de acuerdo a un análisis por microscopía de fuerza atómica realizado por nuestro grupo 

colaborador de EEUU liderado por la Dr. Mary Jo LaDu, pudo determinar la presencia de 

estructuras oligoméricas comúnes entre PrP-FL y PrP106-126. (Figura suplementaria 3). También 

probaron todos los péptidos sintéticos de la figura 8, en experimentos de movilidad vesicular en 

axoplasma de calamar (Figura suplementaria 1) 
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

 

Figura suplementaria 1: Ensayos de motilidad vesicular en axoplasma de calamar, utilizando 

diferentes péptidos sintéticos. (Extraído de Zamponi et al., 2017)

 

Figura suplementaria 2: Coperfusión de PrP-FL y PrP106-126 con el inhibidor de la CK2 

(DMAT). (Extraído de Zamponi et al., 2017) 
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Figura suplementaria 3: Imágenes tomadas de microscopía de fuerza atómica de PrP-FL y 

PrP106-126 (Extraído de Zamponi et al., 2017) 


