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RESUMEN

La microbiota humana es la compleja comunidad de microorganismos que colonizan nuestros
epitelios, con especial presencia en el intestino grueso. Investigaciones recientes vinculan a la
microbiota con diversas patologias, entre las cuales aqui me ocuparé de las enfermedades
neurodegenerativas. Metabolitos generados por las bacterias de nuestra microbiota tienen
propiedades moduladoras de la inflamacion, interaccionado con receptores especificos en el
epitelio intestinal, permeando el tejido subyacente y abriéndose paso hacia los vasos sanguineos,
alcanzando asi el sistema nervioso central (SNC). Por otra parte, proteinas con el potencial de
agregar ordenadamente en forma de amiloides, secretadas por las bacterias para construir la
matriz que entreteje las biopeliculas que les permiten persistir en el intestino, pueden utilizar
para llegar al SNC una via alternativa: las terminaciones parasimpaticas del nervio vago,
propagandose como priones (amiloides infectivos), lo que constituye el denominado “eje
intestino-cerebro”. Una vez en el SNC, los amiloides bacterianos pueden promover la agregacion
de proteinas amiloidogénicas implicadas en neurodegeneracion (o.-sinucleina, Tau, A3, Sod1). En
este articulo se revisan y ponderan algunas de las recientes evidencias experimentales que,
principalmente en sistemas modelo animales, asignan un papel central para la microbiota en la
etiologia de las enfermedades neurodegenerativas, asi como los estudios realizados en el
laboratorio del autor que han conducido al desarrollo de un sistema modelo minimo,
exclusivamente bacteriano, que recapitula aspectos moleculares esenciales de una enfermedad
neurodegenerativa.
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ABSTRACT

The human microbiota is the complex community of microorganisms that colonize our
epithelia, with a special presence in the large intestine. Recent research links the microbiota
to various pathologies, among which | will focus here on neurodegenerative diseases.
Metabolites generated by the bacteria of our microbiota have inflammation-modulating
properties, interacting with specific receptors in the intestinal epithelium, permeating the
underlying tissue and making their way into the blood vessels, thus reaching the central
nervous system (CNS). On the other hand, proteins with the potential to aggregate in the form
of amyloids, secreted by bacteria to build the matrix that interweaves the biofilms that allow
them to persist in the intestine, can use an alternative route to reach the CNS: the
parasympathetic endings of the vagus nerve, spreading as prions (infective amyloids), in what
is known as the “gut-brain axis”. Once in the CNS, bacterial amyloids can promote aggregation
of amyloidogenic proteins involved in neurodegeneration (o.-synuclein, Tau, AB, Sod1). This
article reviews and discusses some of the recent experimental evidence that, mainly in animal
model systems, assigns a central role for the microbiota in the aetiology of neurodegenerative
diseases, as well as the studies performed in the laboratory of the author that have led to the
development of a minimal, exclusively bacterial model system that recapitulates essential
molecular aspects of a neurodegenerative disease.
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1. INTRODUCCION

La microbiota, el conjunto de los microorganismos que
colonizan nuestros epitelios (la piel, las cavidades
orofaringea, respiratoria y, en términos cuantitativos,
especialmente la digestiva), ha sido contemplada por
largo tiempo con sospecha por su potencial como foco
de enfermedades infecciosas. Sin embargo,
aportaciones provenientes de la ecologia microbiana y
de la gendmica, en particular de las tecnologias que
permiten la secuenciacion masiva del DNA en entornos
naturales complejos (metagendémica) y de la
caracterizacion mediante espectrometria de masas de
las moléculas presentes en dichos entornos
(metabolémica), nos describen en la actualidad un
escenario en el que la inmensa mayoria de los
microorganismos que componen la microbiota
participan en una red de interacciones beneficiosas
para el organismo hospedador (1,2). Los resultados de
las aproximaciones experimentales “Omicas”,
integrados por la biologia de sistemas, a la par nos
abruman y fascinan con grandes cifras que parecen
propias de la cosmologia: las alrededor de 10000
especies de nuestra microbiota (principalmente
bacterias, pero también arqueas, hongos y protistas)
comprenden un nimero total de células (=3,8 x 10'3)
parejo a las del cuerpo humano, mientras que los genes
que aquéllas portan (el microbioma) excede en una
razon 100:1 a los aproximadamente 22000 descritos en
nuestro genoma (3).

La relacion entre microbiota y enfermedades
neurodegenerativas arranca de estudios
epidemiologicos que relacionan eventos de infeccion
respiratoria o intestinal, con capacidad
proinflamatoria, y un agravamiento o aceleracion de los
sintomas neurologicos en pacientes ya diagnosticados
de neurodegeneracion (4). Durante los Gltimos anos,
tanto las infecciones como las perturbaciones en la
composicion de la microbiota (disbiosis) estan siendo
estudiadas en relacion con la fase silente asintomatica
de las enfermedades neurodegenerativas, o asociadas
con sus estadios iniciales (prodomos) (5-10). Esta
comunmente aceptado que cuando las enfermedades
neurodegenerativas pasan a una fase sintomatica el
margen para una intervencion terapéutica es ya escaso,
por lo que hay un interés renovado por caracterizar
aquellos factores, entre ellos las infecciones y la
disbiosis, que pudiesen participar en primera instancia
como desencadenantes de dichas enfermedades (11).

En este articulo contemplaré primero el estado de la
cuestion concerniente a las relaciones entre microbiota
bacteriana y SNC, en particular lo relativo a los
metabolitos con actividad neurotropica asociados a
disbiosis y la evidencia disponible, superando la mera
correlacion que no implica necesariamente causalidad
(12-13), sobre la neurotoxicidad de las proteinas y
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péptidos de naturaleza amiloide generados por la
microbiota (Figura 1). Por Gltimo, se presentara nuestro
trabajo en el desarrollo de un sistema modelo minimo,
totalmente bacteriano, de una proteinopatia amiloide
intracelular que delinea aspectos esenciales de la rutas
mitocondriales en neurodegeneracion (Figura 2).

2. INTERACCIONES ENTRE LOS MICROORGANISMOS
Y EL SNC

2.1. Metabolitos neurotrépicos asociados a la
microbiota y su disbiosis

Los estudios que han abordado la microbiota humana
mediante aproximaciones de biologia integrativa
(metagenomica, protedmica, metabolémica y analisis
de sistemas) han puesto de manifiesto, en las heces y
en el mucus que recubre el intestino grueso, la
presencia de moléculas organicas con un origen
claramente microbiano: acidos grasos de cadena corta
(SCFA, por sus siglas en inglés: acetato, propionato y
butirato, principalmente), vitaminas y derivados de
aminoacidos, asi como subproductos de la alteracién
por parte de los microorganismos de biomoléculas del
hospedador (14-16). Dichos metabolitos pueden ser
reconocidos por receptores especificos en las células
del epitelio intestinal, tales como los del tipo Toll
(TLRs) o los acoplados a proteinas-G (GPCRs), que
transmiten senales a factores transcripcionales
especificos con el resultado de un fortalecimiento de
la integridad de la barrera intestinal, tanto de las
uniones apicales estrechas como de las que delimitan
la lamina propria basal. Sin embargo, la interaccion con
metabolitos como poliaminas o histamina resultan en
el epitelio en una respuesta mediada por el
inflamasoma, lo que produce el debilitamiento, e
incluso la disrupcion, de dicha barrera (15). Un correcto
balance de la microbiota prima la primera de las
respuestas mencionadas, mientras que su disbiosis da
lugar a la segunda de ellas.

Una ruta alternativa por la que los metabolitos
generados por la microbiota podrian alcanzar el SNC es
el denominado “eje intestino-cerebro”. La capa tisular
subyacente al epitelio intestinal presenta enervaciones,
tanto aferentes (sensoras) como eferentes (motoras),
del sistema parasimpatico. En concreto, el nervio vago
es el canal por el que, mediante transporte axonal
retrogrado, diversas moléculas con origen microbiano
y propiedades neurotransmisoras y moduladoras (SCFAs,
GABA, oxitocina, entre otras) ejercerian una influencia
neta sobre el SNC (17,18). Esta hipotesis ha sido
confirmada por diversos estudios conductuales llevados
a cabo con roedores, vinculando dichos metabolitos con
una reduccion sintomatica de estados de estrés,
ansiedad y depresion. En lo que concierne a los
procesos inflamatorios locales en el intestino, los SCFAs

An. R. Acad. Farm.
Vol. 90. n° 1 (2024) - pp. 83-96



ANALES

I RANF I
www.analesranf.com

ejercen una actividad antiinflamatoria, al modular la
diferenciacion de los linfocitos T reguladores (mediada
por un aumento de IL-10), reducir la actividad de
macrofagos y células dendriticas y disminuir la
proliferacion de linfocitos T citotoxicos (15). Dichos
efectos locales pueden ejercerse también a distancia
sobre el SNC, pues algunas de esas pequenas moléculas,
dispersadas por el torrente sanguineo, son capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica y de ejercer su
efecto sobre neuronas y células gliales (9). Asi, en el
caso de enfermedades neurales de naturaleza
autoinmune e inflamatoria, como la esclerosis multiple,
se comprobd un efecto beneficioso de derivados del
aminoacido triptofano, via la accion de la triptofanasa
bacteriana y modificaciones enzimaticas adicionales
que generan ligandos reconocidos por los receptores de
arilos hidrocarbonados (AHR) en los astrocitos, con el
resultado de una reducciéon de la neuroinflamacion
asociada a la enfermedad en un modelo animal (19).

En los ultimos anos hay un interés creciente en la
capacidad de vesiculas extracelulares (ECVs) de
membrana, generadas naturalmente en todos los
organismos vivos, para actuar como vehiculos de la
sefalizacion intercelular, tanto en condiciones
fisiologicas como patologicas. La microbiota intestinal
es una de las fuentes mas abundantes de ECVs,
pudiendo éstas transportar tanto metabolitos como
pequenos RNAs reguladores y proteinas (20-22). Como
se comentara mas adelante, las ECVs son consideradas
también potenciales vehiculos para la propagacion de
los agregados amiloides.

Los efectos beneficiosos de los metabolitos arriba
indicados se ven alterados de manera significativa en
la disbiosis que suele estar clinicamente asociada a las
enfermedades neurodegenerativas, pudiendo por el
contrario tener un efecto promotor de la progresion de
éstas (15). Paso a continuacién a pormenorizar esa
relacion ambivalente entre metabolitos microbianos y
neurodegeneracion en el contexto de tres de las
enfermedades con mayor prevalencia e impacto
sociosanitario.

2.1.1. Enfermedad de Parkinson (EP)

Esta enfermedad neurodegenerativa, descrita por vez
primera en 1817 por el médico inglés que le da nombre,
James Parkinson (1755-1824), comprende un conjunto
de patologias relacionadas con la agregacion de la
proteina sinaptica a-sinucleina en diversas areas
cerebrales, en especial en zonas del mesencéfalo como
la substantia nigra (pars compacta), formando los
denominados cuerpos de Lewy en neuronas
dopaminérgicas. Sus sintomas implican disfunciones
motoras y, en fases avanzadas, cognitivas. Es la segunda
enfermedad neurodegenerativa con mayor prevalencia
(hasta un 1% de los mayores de 60 anos) (11).

La enfermedad de Parkinson fue la primera
neurodegeneracion para la que se obtuvo evidencia
experimental sobre su vinculacion con la microbiota. En
2016, el grupo de Sarkis Mazmanian (23), utilizando un
modelo murino de EP que sobreexpresaba un transgén
de la a-sinucleina humana, descubrié que ratones que
habian sido sometidos desde su nacimiento a
condiciones de esterilidad (ausencia de microbiota), o
a un tratamiento antibiotico intensivo, manifestaban
en diversas pruebas de motricidad una respuesta similar
a la observada, tras el mismo tratamiento, en una
cohorte de ratones control con genotipo silvestre.
Cuando ambos grupos de animales se criaban en
condiciones en las que su microbiota era la adquirida
espontaneamente en las jaulas y bajo un régimen de
alimentacion estandar, los ratones transgénicos para la
a-sinucleina mostraban dificultades claras para
alcanzar en las pruebas de motricidad una puntuacion
similar a la lograda por los controles. Estudios de
inmunohistoquimica revelaron, en el caso de los ratones
transgénicos, un aumento neto de a-sinucleina
agregada y fosforilada en la Ser129 (marcadores
caracteristicos de la EP) en las areas cerebrales
habitualmente afectadas en dicha patologia. El analisis
metagenomico de las heces de los roedores indico una
presencia mayor de Proteobacterias en los ratones
transgénicos y una disminucion correlativa de la de
Firmicutes, que podria estar detras del aumento, seglin
se desprendia de estudios metabolémicos, de SCFAs en
las heces de los ratones transgénicos. Esta observacion
tiene su paralelo en los resultados similares de analisis
realizados con heces humanas de individuos control y
de pacientes de la EP. Al realizar una transferencia de
esas heces humanas a los ratones, los transgénicos para
a-sinucleina manifestaban una exacerbacion de los
sintomas so6lo cuando el material fecal procedia de
pacientes de EP. Lo mas sugestivo es que bastaba
suplementar con SCFAs la dieta de los ratones criados
en condiciones de esterilidad o tratados con
antibioticos para que los transgénicos para la a-
sinucleina mostrasen la plena sintomatologia motora y
la histopatologia asociadas a la enfermedad. Con las
limitaciones inherentes a tratarse de un modelo murino
en un contexto de sobreexpresion de la a-sinucleina,
este estudio represento la primera evidencia cientifica
de la vinculacion entre la microbiota y sus metabolitos
en el desarrollo de una enfermedad neurodegenerativa
(23), posteriormente extendida a otras moléculas (24).

2.1.2. Enfermedad de Alzheimer (EA)

Esta dolencia neurodegenerativa, la de mayor
prevalencia (hasta el 6% de la poblacion mayor de 60
anos), lleva el nombre de Alois Alzheimer (1864-1915)
quien la describi6 en una publicacion fechada en 1907.
La enfermedad, que cursa con un deterioro cognitivo
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progresivo y severo, afecta primero a la corteza
entorrinal y al hipocampo para extenderse después a la
corteza temporal, la amigdala y finalmente a otras
areas corticales. Se vincula con la aparicion de
agregados amiloides fibrilares de dos proteinas, Tau
(factor regulador del ensamblaje de los microtibulos)
que, relacionada con su hiperfosforilacion, forma
ovillos intracelulares en las neuronas, y los péptidos
AB, 4, Y AB, .4 (provenientes de la protedlisis de APP,
una proteina de la membrana sinaptica), que
constituyen densas placas extracelulares (11).

Existe evidencia de una actividad antimicrobiana
del péptido AB, ,,, lo que podria indicar una posible
respuesta innata ante infecciones bacterianas (25,26).
Una relacion directa entre la EA y la microbiota
se reportd en 2019 al describirse que una
bacteria responsable de infecciones periodontales,
Porphyromonas gingivalis, estaba presente en muestras
de anatomia patélogica postmortem en pacientes
de esa neurodegeneracion (27). Estudios de
inmunocitoquimica empleando anticuerpos contra las
gingipainas, proteasas caracteristicas de la bacteria que
son secretadas para la desorganizacion tisular del
hospedador durante la colonizacion de éste, asi como
analisis de PCR cuantitativa, mostraron la huella de
P. gingivalis en los tejidos analizados. Dada la
extraordinaria capacidad de esta bacteria para generar
ECVs, lo mas probable es que los marcadores
moleculares mencionados sean transportados por ECVs
que hayan atravesado la barrera hematoencefalica, no
debido a una infeccion in situ (28). Se desconocen los
detalles sobre como la bacteria podria ser un factor
relevante en la etiologia y el desarrollo de la EA en el
nivel molecular, pero tanto los fibras de Tau como las
placas formadas por péptidos AB colocalizaban con las
gingipainas en un modelo murino de infeccion. Estudios
realizados con ratones mostraron que el tratamiento
con un inhibidor especifico de las gingipainas reducia la
carga bacteriana y los niveles de marcadores de la
enfermedad como AB,_,, y TNFa (27).

Un estudio reciente (2023) realizado por un consorcio
liderado por David Holtzman (29), ha arrojado
informacion adicional sobre cémo la microbiota
intestinal puede impactar en el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer, dependiendo del alelo del
gen APOE, un factor clave en la neurodegeneracion
mediada por Tau, expresado en ratones modelo de la
enfermedad, con efectos mas marcados para las
isoformas ApoE3 y ApoE4. El haber sido criados en
ambiente estéril, al igual que el tratamiento con
antibioticos (30), reducia la huella histopatologica de
la enfermedad, en términos de atrofia cerebral y
deteccion de Tau fosforilada en el hipocampo, y (sobre
todo en fondos genéticos que expresan el alelo ApoE3)
conllevaba una reduccion significativa de la extension
y ramificacion de las terminaciones en las células de la

Microbiota as a ‘black swan’: The strange case of bacterial
amyloids and neurodegeneration
Rafael Giraldo Suarez

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

microglia (29). Dichos resultados fueron desiguales en
machos y hembras, siendo las segundas mucho menos
sensibles al tratamiento antibiotico, en consonancia con
estudios metagenomicos que mostraron que los ratones
de diferente sexo presentaban microbiotas con
composiciones marcadamente distintas. El analisis
metabolomico de las heces de los ratones mostraba que
la ingesta de antibidticos correlacionaba con una
disminucion significativa de los niveles de SCFAs en las
muestras (29), en el mismo sentido de lo apuntado en
la seccion anterior para el modelo murino de la EP (23).
Un segundo trabajo, en el que se realizaron
transferencias fecales a ratas desde cohortes de
donantes humanos diagnosticados de Alzheimer o
controles sanos, mostro la capacidad de la microbiota
de los pacientes, enriquecida en bacterias del género
Desulfovibrio, para interferir con la neurogénesis en el
hipocampo, correlacionandose con sintomas tanto
histologicos (epitelio intestinal) como conductuales y
de aprendizaje (31).

2.1.3. Esclerosis lateral amiotrofica (ELA)

La ELA es una enfermedad que afecta a las neuronas
motoras y que cursa de manera relativamente rapida,
conduciendo a la paralisis total del paciente y a su
fallecimiento por insuficiencia respiratoria. Fue
descrita por vez primera en 1873 por Jean-Martin
Charcot (1825-1893). Al contrario de lo que sucede con
la EP y la EA, donde una o dos proteinas forman las
inclusiones fibrilares cerebrales caracteristicas de esas
enfermedades, en el caso de la ELA son diversas las
proteinas potencialmente implicadas (Sod1, TDP-43,
Fus y C9orf72, entre otras). En el SNC, las areas
principalmente afectadas son el cortex motor y el
tronco cerebral. Su prevalencia es menor que las de la
EAy la EP (hasta 8 casos por cada 100000 habitantes),
siendo hasta un 15% de dicha cifra de origen genético,
ligado principalmente a mutaciones en el gen de la
superoxido dismutasa 1 (SOD7) (11).

Quizas el hallazgo mas significativo relacionado con
una vinculacion entre microbiota y ELA sea el reportado
en 2019 por los laboratorios de Eran Elinav y Eran Segal
(32), nuevamente en un modelo transgénico murino de
la enfermedad que, en este caso, expresaba una
variante alélica mutante humana del gen SOD1. En
ratones criados en condiciones de esterilidad, o
sometidos a un tratamiento antibiotico, diversos
ensayos de motricidad mostraron que la composicion de
la microbiota es un factor agravante y acelerador de los
sintomas propios de la ELA. Estudios paralelos de
metagendmica indicaron que los ratones transgénicos
presentaban la pérdida casi absoluta de Akkermasia
muciniphila, una bacteria presente por el contrario en
la microbiota intestinal de los animales control.
Aproximaciones metabolomicas mostraban que esa
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disbiosis estaba correlacionada con una disminucion
significativa del metabolito nicotinamida (una de las
formas de la vitamina B,). Bastaba con inocular A.
muciniphila en los ratones para que en éstos mejoraran
sensiblemente los sintomas de la ELA, mientras que
componentes de la microbiota de los ratones
transgénicos (como Ruminococcus y Parabacteroides)
los exacerbaban. Lo que resulté decisivo fue que el
suplementar nicotinamida en la dieta de los ratones
afectados era suficiente para que éstos recuperaran
cierta motricidad, sin que llegase a ser pareja a la
estimada para los controles. No obstante, esa mejora
sintomatica no tenia reflejo en un aumento significativo
de la supervivencia de los ratones modelo de ELA. Por
Ultimo, estudios realizados con heces de pacientes de
ELA y controles sanos mostraron que, efectivamente,
los niveles de la vitamina B, se hallaban reducidos en
los primeros.

En resumen (Figura 1), la evidencia acumulada
durante los ultimos anos permite afirmar que la
microbiota tiene un impacto neto significativo en el
desarrollo, y quizas también en la etiologia, de las
enfermedades neurodegenerativas que, en primera
instancia, parece ser ejercido por metabolitos
secretados o modificados por los microorganismos, lo
que abre una ventana al desarrollo futuro de
intervenciones propiamente farmacologicas (33,34).
Sin embargo, es necesaria una doble nota de cautela
pues las evidencias anteriormente comentadas
provienen de sistemas modelo animales y su
extrapolacion a pacientes humanos es incierta. Por otro
lado, en todos los casos mencionados las actuaciones
sobre la microbiota tienen efectos de alivio
sintomatico, no propiamente terapéutico. En este
sentido, cabe senalar que la crisis actual producida por
las multirresistencias bacterianas a los antibioticos
acarrea una amenaza adicional al restringir también
la utilidad de estos farmacos para la modulacion de
la microbiota como parte del tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. En la siguiente
seccion se tratara sobre wuna segunda Vvia,
conceptualmente mas compleja, a través de la cual los
microorganismos actlan sobre el curso de las
enfermedades neurodegenerativas.

2.2. Disbiosis y amiloides neurotoxicos

Rudolf Virchow (1821-1902), uno de los padres de la
histologia, describié en 1854 la presencia de inclusiones
en secciones fijadas de cerebros de pacientes con edad
avanzada cuando aquéllas se trataban con una tincion
especifica del almidén, por lo que las denomind
amiloides. Poco después, en 1859, el quimico Friedrich
Kekulé (1829-1896) identifico correctamente el
material componente de dichas inclusiones como
“albuminoide”, es decir, proteico, pese a lo cual la
denominacion que ha prevalecido es la primera (35).
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En la actualidad se ha determinado que cada una de
las enfermedades neurodegenerativas (y algunas de las
sistémicas, como diversas amiloidosis renales,
hepaticas y articulares) estudiadas hasta fecha se
correlaciona con la presencia de depositos amiloides de
una proteina especifica distinta, propia de la patologia
concreta, localizados en regiones anatémicamente
diferentes, caracteristicas también de cada
enfermedad (36). En el nivel molecular, los amiloides
son agregados de una proteina dada en los que cada una
de las moléculas de ésta transforma su estructura
incrementando su composicion en hebras-f, que se
apilan perpendicularmente constituyendo el eje de una
estructura fibrilar (denominada lamina-f cruzada) (37).
Las proteinas amiloidogénicas presentan pues al menos
dos plegamientos alternativos (desordenado o nativo de
partida y amiloide final), siendo el primero el Unico que
puede ser predicho por los algoritmos basados en
inteligencia artificial, como AlphaFold, que por el
momento son incapaces de identificar la estructura
amiloide alternativa (38-39). El amiloide es el estado
termodinamicamente mas estable que puede adoptar
una proteina y, debido a las complejidades de su
trayectoria de plegamiento y ensamblaje (control
cinético), por influencia de las condiciones fisico-
quimicas y de la presencia de ligandos (cofactores),
puede dar lugar a estructuras fibrilares alternativas
(polimorfos) que suelen correlacionarse con diversos
fenotipos (sintomas) de la enfermedad con la que se
relacionan (37,40). Otra caracteristica particular de los
amiloides es el fenomeno de polimerizacion nucleada,
por el que agregados discretos de una proteina
amiloidogénica (usualmente oligdbmeros prefibrilares de
la misma) son capaces de transferir por contacto su
conformacion amiloide a moléculas solubles (nativas)
de esa misma proteina, e incluso a otras con un grado
de identidad de secuencia elevado, en lo que se
denomina agregacion o “siembra” cruzada (40). Esta
agregacion cruzada es la responsable de la capacidad
de propagacion intercelular de los amiloides, tanto por
la via retrovagal como, una vez en el propio SNC, entre
areas cerebrales distales o, en el caso de los amiloides
infectivos (cuyo paradigma es el prion PrP) (41), entre
organismos. Dicha nucleacion se detecta como una
aceleracion de la progresion de la enfermedad en el
organismo receptor in vivo, o como un adelanto de la
fase exponencial (por reduccion del tiempo de latencia
necesario para generar el nicleo amiloide) en las curvas
sigmoideas caracteristicas de la cinética de agregacion
in vitro (40).

2.2.1. Biopeliculas bacterianas y enfermedad de
Parkinson

Las biopeliculas son consorcios microbianos que
constituyen formas de persistencia ante condiciones
ambientales no favorables, incluido el tratamiento con
antibidticos, lo que supone un problema sanitario de
primer orden en el actual contexto de expansion
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incontrolada de las multirresistencias. En las
biopeliculas, los microorganismos en si entretejen una
compleja trama extracelular formada por polisacaridos,
DNA y proteinas de naturaleza amiloide, siendo estas
Gltimas de particular importancia para dotar de
resistencia mecanica al conjunto del biomaterial
resultante (42,43). La primera proteina amiloidogénica
caracterizada como parte de una biopelicula fue CsgA,
que es el constituyente principal de unos pili
denominados curli en la bacteria Gram-negativa
Escherichia coli (44). La secrecion y ensamblaje como
amiloide de CsgA es un proceso complejo que requiere
multiples cofactores, entre ellos un canal especifico en
la membrana externa, chaperonas periplasmaticas y
una proteina nucleadora de la amiloidogénesis (45).
Estructuras fibrilares amiloides analogas a CsgA/curli
se han descrito posteriormente en otras bacterias
Gram-negativas (FapC en Pseudomonas) (46) y Gram-
positivas (TasA en Bacillus, Bap y PSMs en
Staphylococcus) (47-49).

La primera evidencia sobre una posible relacion con
la neurodegeneracion de los amiloides extracelulares
secretados por la microbiota se obtuvo en estudios in
vitro realizados por el grupo de Matthew Chapman
(2015), en los que una chaperona (CsgC) encargada de
contribuir al ensamblaje de curli era capaz de inhibir
la agregacion de la a-sinucleina humana recombinante
(50). In vivo, el equipo de Robert Friedland (2016)
mostré en ratas y en el nematodo Caenorhabditis
elegans, un hospedador versatil para estudiar la
microbiota por la facilidad para controlar la
composicion de las bacterias con las que se le alimenta,
que curli generaba depositos amiloides de la
a-sinucleina en células neurales, tanto en ganglios
entéricos como cerebrales (51). En otro estudio
realizado en gusanos transgénicos para la a-sinucleina
humana, expresada en el tejido muscular o en diversas
neuronas, ésta era inducida a agregar (resultando en
una reduccion de la motilidad) cuando la dieta estaba
constituida por E. coli silvestre, mientras que dicho
efecto no se observaba en la misma medida cuando el
genotipo de las bacterias suministradas como alimento
era AcsgA. Si en la dieta se incluia una molécula
polifenolica natural con propiedades anti-agregativas
de los amiloides (epigalocatequina-3-galato, EGCG)
la agregacion de la a-sinucleina se reducia
significativamente (52). En un tercer trabajo, el cambio
a una dieta constituida por B. subtilis era capaz de
revertir ese efecto proagregativo de E coli, lo que se
debia a un aumento en los gusanos del metabolismo de
esfingolipidos inducido por Bacillus (53).

Utilizando el mismo modelo murino transgénico de
EP mencionado anteriormente (23), los grupos de M.
Chapman y S. Mazmanian mostraron que la colonizacion
de ratones criados en esterilidad con E. coli secretora
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de curli o con un control en el que se habian
delecionado varios genes de curli, entre ellos csgA,
tenia efecto dispar en los animales (54): en cuanto a
habilidades motoras, ratones a los que se habian
transferido con la dieta bacterias AcsgA presentaban
una respuesta mejor que los que habian recibido
bacterias silvestres y, en lo que se refiere a marcadores
histologicos, se observaba una menor acumulacion de
la forma mas amiloidogénica de la a-sinucleina
(fosforilada en la Ser129). La inclusion de EGCG en la
dieta, como se ha apuntado anteriormente para C.
elegans (52), producia una mejora significativa en las
habilidades motoras de los ratones inoculados con las
bacterias silvestres (54).

Dirigiendo la mirada a otros componentes de la
microbiota distintos de las bacterias, un trabajo
reciente ha mostrado que la proteina prionica Sup35 de
la levadura Saccharomyces cerevisiae también es capaz
de inducir la agregacion citotoxica de la a-sinucleina,
tanto in vitro como en un modelo murino de infeccion
por via nasal, siendo ésta bloqueada por un tratamiento
con el antifungico fluconazol (55). Estas observaciones
apoyan que el impacto de la microbiota sobre las
enfermedades neurodegenerativas, al menos en el caso
de la EP, podria no deberse solo a su componente
mayoritario procariotico.

Es importante considerar otros factores que
colateralmente contribuyan a la accion de la
microbiota sobre el SNC. Un estudio reciente, abordo
el efecto de la dieta sobre la agregacion de la a-
sinucleina en el modelo transgénico murino, midiendo
su efecto sobre distintas habilidades motoras (SNC) vy,
localmente, en el intestino (56). El resultado, cuando
la microbiota intestinal secretaba curli, fue una
exacerbacion de los sintomas de la EP si los ratones
ademas estaban alimentados con una dieta pobre en
fibra, mientras que una alimentacion rica en fibra tenia
un efecto protector. Estos resultados van en la linea
trazada por el popular dicho: de alguna manera,
“somos lo que comemos”.

2.2.2. Perspectivas sobre el impacto de los
amiloides bacterianos en las enfermedades
neurodegenerativas

Cabe la posibilidad de que amiloides de origen
bacteriano dispares a CsgA/curli (o sus analogos FapC,
TasA, Bap y PSMs) puedan actuar como nucleadores de
la agregacion de diversas proteinas en el organismo
hospedador. BUsquedas computacionales en las
secuencias completas de los genomas bacterianos
presentes en el tracto gastrointestinal, dirigidas a
localizar genes codificadores de proteinas con potencial
amiloide, han identificado, solo en la subfamilia de
proteinas intrinsecamente desordenadas con dominios
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del tipo prion, unas 138000 proteinas probablemente
amiloidogénicas, distribuidas entre mas del 60% de las
bacterias del microbioma (57). Nuevamente, los
modelos basados en C. elegans han abierto camino a la
validacién experimental con alto rendimiento de todas
esas secuencias, seleccionando aquellas que son
agregativas, citotoxicas y con efectos sobre el
comportamiento de los gusanos, complementada con
diversas aproximaciones de biologia molecular vy
biofisicas (58). El fenotipo (relativo al aprendizaje y
condicionamiento conductual) que expresaban los
gusanos era similar al descrito en modelos mas
complejos de EA. En un estudio anterior, gusanos que
expresaban AB,,, o Sodl presentaban también
neurodegeneracion compatible con EA y ELA,
respectivamente, tras la ingesta de una estirpe de E.
coli que expresaba CsgA (52).

Si los amiloides con origen en la microbiota intestinal
son potencialmente causantes de neurodegeneracion,
por su capacidad para nuclear la agregacion cruzada
de proteinas amiloidogénicas humanas, su
neutralizacion es un objetivo de indudable interés
biomédico. En nuestro laboratorio estamos
desarrollando mediante aproximaciones de biologia
sintética dispositivos basados en porinas, proteinas
intrinsecas de la membrana externa bacteriana con
estructura de barril-, a los que hemos dotado de la
capacidad para unirse a péptidos y proteinas amiloides
a través de su reconocimiento homotipico (el
ensamblaje amiloide de secuencias idénticas) (59). Para
ello, hemos insertado en uno de los lazos extracelulares
de la porina de E. coli OmpF un péptido con la misma
secuencia que la de un segmento amiloidogénico
presente en una proteina bacteriana diana. El
ensamblaje amiloide del péptido, marcado con una
sonda fluorescente, sobre el lazo que incorpora su
secuencia en OmpF es detectable en la superficie de las
células de E. coli mediante microscopia de
fluorescencia (59). Las bacterias podrian actuar asi
como atractores de los amiloides generados por la
microbiota intestinal, evitando que pudieran alcanzar
por la via retrovagal el SNC.

El ensayista y matematico norteamericano de origen
libanés Nassim Taleb (n. 1960) acuii6 el término “cisne
negro” para referirse a los sucesos que ocurren por
sorpresa, pues ninglun analista los habia previsto
ni tenido en cuenta porque, a priori, eran improbables,
y que terminan teniendo un gran impacto.
Paraddjicamente, a posteriori, esos acontecimientos se
racionalizan haciéndolos predecibles o explicables,
dando asi la impresion de que se esperaba que
ocurrieran. En este sentido, la microbiota fue un cisne
negro en el campo de las enfermedades
neurodegenerativas, si bien en la actualidad esta ya en
la fase de su plena aceptacion, en la que caben esperar
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nuevos hallazgos que consoliden y extiendan el papel
desempenado por los metabolitos y los amiloides

bacterianos (Figura 1).
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Figura 1. Una vision esquematica integrada de las interacciones
entre microbiota y neurodegeneracion, mediadas a través del
“eje intestino-cerebro”. El dibujo recoge algunos de los
metabolitos microbianos (izquierda) y de las proteinas bacterianas
amiloidogénicas (derecha), que son relevantes en las tres
enfermedades neurodegenerativas revisadas en este trabajo
(arriba). Secciones fibrilares de algunas proteinas cuyas
estructuras son moldeadas sobre los amiloides secretados por la
microbiota se muestran por los paneles especificos de cada
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3. RePA-WH1, EL PRIMER MODELO BACTERIANO
DE AMILOIDOSIS INTRACELULAR

Uno de los protagonistas de la creacion de la biologia
molecular, Jacques Monod (1910-1976), en una apuesta
por la universalidad de esa disciplina desarrollada
fundamentalmente sobre modelos procariéticos, afirmoé
que (en biologia) “lo que es valido para E. coli es valido
para el elefante”, aforismo que fue perdiendo fuerza
al ir desentranandose la extraordinaria complejidad de
los organismos eucariotas multicelulares. Cabe
plantearse si seria posible invertir los términos de la
sentencia de Monod, adaptando a las bacterias un
proceso exclusivo de los organismos mas complejos; asi
;podria desarrollarse a partir de éstas un modelo
minimalista para el estudio de las proteinopatias
amiloides? Con ese objetivo, en el laboratorio del autor
se adoptd a finales de la década de 2000 una
aproximacion propia de la biologia sintética para el
estudio de los amiloides bacterianos, tanto en cuanto a
su caracterizacion estructural y funcional como para
explorar sus posibles aplicaciones en biotecnologia y
biomedicina.

3.1. RepA-WH1, un amiloide funcional en la
replicacion del DNA plasmidico

Las proteinas Rep son factores esenciales para la
replicacion de muchos plasmidos en las bacterias Gram
negativas. En el laboratorio del autor se estudia, desde
hace 30 afos, la proteina RepA del plasmido pPS10
de Pseudomonas (Figura 2A). Como dimero, RepA
reprime la transcripcion de su propio promotor
mediante la union a una secuencia operadora repetida
inversamente, mientras que su monomerizacion al
unirse a una secuencia de 22 pb repetida en tandem
(iterones, en nUmero de cuatro, ubicados en el origen
de replicacion, oriV) activa a RepA para la iniciacion de
la replicacion del DNA plasmidico (61). Una vez que se
completa la replicacion del DNA, RepA modula el
ensamblaje de un amiloide funcional que acopla
fisicamente las dos copias del plasmido resultantes,
inhibiendo asi rondas adicionales de replicacion (62).
Clave en esa conmutacion funcional en RepA es un
cambio conformacional que afecta al dominio N-
terminal (WH1) en la proteina, incrementando su
contenido en lamina-B, y que es desencadenado por su
unioén especifica, pero con baja afinidad, a uno de los
extremos de cada iterdn (63-65). El reconocimiento con
mayor afinidad del otro extremo por el dominio C-
terminal en RepA (WH2) (66), limita la union de la
proteina a la extension precisa abarcada por los
iterones (88 pb) (62). Asi, la restriccion topoldgica de
su agregacion por la secuencia diana en el DNA es el
mecanismo a través del cual RepA ensambla un amiloide
funcional, evitando su polimerizacion indefinida que
podria llevar a una agregacion amiloide citotoxica (67).
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3.2. Perspectivas estructurales sobre los

amiloides de RepA-WH1

El primer hallazgo sobre las bases moleculares de la
amiloidogénesis del dominio RepA-WH1 (Figura 2B) fue
que, una vez separado de WH2, su union transitoria a
distintas secuencias cortas (11 pares de bases) de DNA
del plasmido promovia la formacion de diferentes
ensamblajes proteicos, incluyendo fibras (68). Es
interesante que la mutacion mas frecuente encontrada
en cribados genéticos dirigidos a modular la actividad
de RepA en la replicacion del plasmido, el cambio de
Ala31 por Val en una region propensa a la
amiloidogénesis en WH1 (L, VLCAVSLI,,) (61), mejoraba
sustancialmente el ensamblaje de RepA-WH1 en fibras
amiloides in vitro. Estas tenian unas dimensiones de 25
nm de grosor y una longitud variable, segln revelo la
microscopia electrdnica de transmision (TEM), estando
constituidas por la asociacion lateral de varios
filamentos mas finos (4 nm), en los cuales la proteina
se ensamblaba como hebras helicoidales simples o
dobles con una seccion axial tubular. Los filamentos se
torsionaban en las fibras dando lugar a una superhélice
levogira, de acuerdo con observaciones de microscopia
de fuerza atomica (AFM) (69).

Estudios recientes de resonancia magnética nuclear
(NMR) revelaron que la union del DNA a RepA-WH1
desestabilizaria su interfaz de dimerizacién como
lamina-B, al romper la red de interacciones cation-m
entre cadenas laterales de aminoacidos que contribuye
a mantener unidas las dos subunidades de la proteina,
aumentando asi la inestabilidad intrinseca
de susextremos N y C-terminales (70). Esta
desestabilizacion liberaria el lazo que incluye la
secuencia amiloidogénica arriba mencionada para
iniciar el autoensamblaje de RepA-WH1.

Siendo el DNA un inductor de la amiloidogénesis de
RepA-WH1 (68), buscamos mediante un cribado
computacional inhibidores de dicha interaccion.
Identificamos una variante tetrasulfonada de la
molécula de indigo (S4-indigo) como ligando con
capacidad para unirse a una superficie rica en residuos
de arginina, centrados en torno al eje de simetria
binario del dimero RepA-WH1 y en posicion distal al
segmento amiloidogénico, que estaria implicada en el
reconocimiento del DNA (71) (Figura 2B). Ensayos in
vitro demostraron que esta molécula, efectivamente,
se unia a la proteina con afinidad submicromolar y era
capaz de bloquear el ensamblaje de las fibras RepA-
WH?1 (71). Estudios de NMR revelaron que el S4-indigo
también previene la amiloidogénesis a través de un
segundo mecanismo: la union a un bolsillo entre la
inestable hélice-a N-terminal y una horquilla-8
implicada en la dimerizacion, bloqueando asi la
disociacion promovida por el DNA de los dimeros RepA-
WH1 (70). El S4-indigo fue el primer inhibidor alostérico
descrito de una amiloidogénesis.
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3.3. Interruptores sintéticos de la
amiloidogénesis de RepA-WH1

Hemos explorado formas alternativas de controlar la
amiloidogénesis de RepA-WH1, ademas de la union al
DNA (Figura 2B). Entre ellas, destaca que vesiculas
lipidicas que incluyen fosfolipidos acidos (cardiolipina,
fosfatidil-glicerol) promovian tanto la agregacion de
RepA-WH1 como su insercion en membranas modelo,
formando poros oligoméricos anulares con un diametro
similar al descrito para los tUbulos fibrilares amiloides
(72). La disposicion espacial en las membranas de las
cabezas de fosfolipidos cargadas negativamente podria
proporcionar un patron bidimensional reconocido por
RepA-WH1, de forma mimética al de los fosfatos en el
DNA efector. Explorando otros efectos de superficies en
la amiloidogénesis, RepA-WH1 se funcionalizo sobre
nanoparticulas de oro, formando oligdmeros resistentes
a la desnaturalizacion que nuclearon eficientemente el
crecimiento de fibras amiloides, lo que generd una
firma espectral en ensayos de dispersion Raman
mejorada en superficie (SERS) que puede utilizarse para
monitorizar la polimerizacion amiloide (73) (Figura 2B).

Otra herramienta generada para conseguir controlar
la amiloidogénesis de RepA-WH1 fue un anticuerpo
monoclonal (B3h7) que reconocia los oligdbmeros de la
proteina en la via que conduce a las fibras amiloides,
inhibiendo asi el ensamblaje de éstas (74) (Figura 2B).
B3h7 fue decisivo para identificar el nucleoide
bacteriano como el lugar del ensamblaje inicial de los
amiloides RepA-WH1 (74), y el puente transplasmidico
entre moléculas de RepA unidas a los iterones como un
oligdbmero amiloide (véase mas arriba) (67) (Figura 2A).

La fusion optogenética de un dominio fotorreceptor
vegetal (LOV2, que responde a la luz azul) con RepA-
WH1 ha permitido recientemente canalizar el
plegamiento de esta Uultima proteina hacia la
amiloidogénesis (75). En una quimera LOV2-WH1, la
absorcion de fotones de luz azul por el cofactor
mononucledtido de flavina (FMN) sito en el dominio
LOV2 despliega la hélice-o. C-terminal en éste (Ja) ,
por tanto, también la hélice-a. N-terminal de WH1 (1)
que estaba fusionada a ella, lo que desestabiliza el
dominio WH1 completo (Figura 2B). Cuando se utilizé
para nuclear la amiloidogénesis in vitro, al ser
iluminada con luz azul la quimera LOV2-WH1 moldeo el
ensamblaje de oligdmeros RepA-WH1, mientras que en
la oscuridad dio lugar a haces de fibras y laminas de
RepA-WH1. A nivel macroscopico, la oscuridad produjo
una transicion de fase irreversible de liquido a hidrogel
en LOV2-WH1. La expresion bajo iluminacion con luz
azul de LOV2-WH1 en E. coli condujo a la generacion
de agregados oligoméricos citotoxicos que redujeron la
viabilidad de las bacterias, allanando el camino a una
nueva clase de potenciales agentes antimicrobianos
(que denominamos “optobidticos”) (75).
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El segmento amiloidogénico hidrofobico en RepA-
WH1 es, por si mismo, una pieza adecuada para el
desarrollo de dispositivos sintéticos cuando se incluye
en otros amiloides funcionales conocidos (Figura 2C).
Al sustituir las repeticiones polares oligopeptidicas ricas
en glutamina y asparagina de la proteina de levadura
Sup35 por varias copias en tandem del péptido
amiloidogénico R,;LVLCAVSLID,,G de RepA-WH1, se
construy6 una serie de nuevos priones hibridos, [REP-
PSI*] (76), que imitaban el fenotipo del prion natural de
levadura [PSI*] al causar la lectura corrida de codones
de terminacion de la traduccion (77). Este disefo se
aplico después para fusionar las mismas repeticiones de
RepA-WH1 a RF1, uno de los dos factores de
terminacion de la traduccion de E. coli, de tal manera
que la agregacion amiloide de la quimera daba lugar a
que los ribosomas tradujeran, sin detenerse, el mRNA
a través de un codon de parada prematuro insertado en
el gen reportero lacZ. Se implemento asi en bacterias
un concepto de ingenieria inspirado en un prion de
levadura, lo que permitio ademas el ensayo in vivo de
moléculas naturales anti-amiloidogénicas, como la
EGCG y el resveratrol (78).

3.4. RepA-WH1 genera una proteinopatia pridnica
sintética en bacterias

La presion evolutiva para el plegamiento eficiente de
las proteinas parece haber seleccionado negativamente
de forma natural cualquier amiloidosis proteotoxica
intracelular en bacterias (40). Por lo tanto, para
abordar la generacion de una amiloidosis bacteriana
sintética, expresamos RepA-WH1 en E. coli con una
proteina fluorescente fusionada a su extremo C-
terminal, para poder visualizarla y sustituir al dominio
WH2, liberando asi a WH1 de su papel como amiloide
funcional (79) (Figura 2D). Este enfoque permitio
rastrear la generacion de agregados citosolicos que
inhibian la proliferacion bacteriana, comprobar la
capacidad de estos agregados, una vez purificados, de
nuclear el crecimiento de fibras amiloides de RepA-WH1
in vitro, y explorar la dominancia en la coagregacion
de distintas variantes mutantes de la proteina (79,80).

La segregacion (vertical) entre célula madre y células
hijas de agregados proteicos suele ser asimétrica en E.
coli para garantizar que una de las dos células
resultantes no herede proteinas danadas (81). Sin
embargo, al estudiar la proliferacion de E. coli dentro
de los canales de un dispositivo microfluidico, los
agregados de RepA-WH1 se segregaron por igual entre
las células hijas, reduciendo asi la probabilidad de
conseguir bacterias “curadas” de particulas amiloides
y permitiendo la propagacion epigenética estable de
éstas en los linajes celulares (82). Esas células
bacterianas, siendo isogénicas, mostraron dos fenotipos
distintos en relacion con los agregados: o bien multiples
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Figura 2. La proteina multifuncional RepA del plasmido de Pseudomonas pPS10 y sus aplicaciones en biologia sintética. A) Cambios
conformacionales que experimenta el dominio WH1 son responsables de la transicion de la proteina RepA desde un represor
transcripcional de su propio gen (union al operador repA) a iniciar la replicacion del plasmido pPS10 (unién a los iterones en oriV) y,
finalmente, a inhibir ésta al asociar moléculas del plasmido a través de un puente de naturaleza amiloide (flechas rojas). B) Diversos
ligandos naturales y sintéticos promueven o inhiben la transformacion del dominio WH1 en fibras amiloides, permitiendo asi controlar
ese proceso. C) La secuencia amiloidogénica en RepA-WH1 puede ser utilizada para promover la agregacion de otras proteinas,
generando asi priones sintéticos en levaduras y bacterias. D) RepA-WH1, fusionada a un marcador fluorescente (mCherry), permite
caracterizar su agregacion amiloide y propagacién epigenética como prion en E. coli, asi como trazar las vias responsables de su
citotoxicidad, comunes a las descritas en las mitocondrias en las enfermedades neurodegenerativas

y globulares, con citotoxicidad aguda, provocando la
filamentacion y la muerte celulares; o bien particulas
Unicas y alargadas, en forma de cometa y con
apariencia fluida, que eran levemente toxicas y se
fragmentaban en dos con la formacion del septo en la
division celular (Figura 2D). Ambos tipos de agregados
eran reactivos a una sonda quimica amiloidotropica
(BTA-1), aunque ésta mostraba una mayor afinidad por
los agregados globulares (82). Por lo tanto, estos dos
tipos de particulas responden a estirpes o variantes
amiloides distintas, caracteristicas de los priones:

Microbiota as a ‘black swan’: The strange case of bacterial
g amyloids and neurodegeneration
Rafael Giraldo Suarez

secuencias proteicas Unicas que pueden adoptar al
menos dos conformaciones agregadas alternativas, cada
una de las cuales determina un fenotipo diferente
(41,77). Mientras que la variante amiloide elongada de
RepA-WH1 tiende a convertirse espontaneamente en la
globular, la chaperona bacteriana DnaK (Hsp70), pero
no ClpB (Hsp104), es capaz de revertir dicha conversion
en el citoplasma bacteriano, proporcionando una
demostracion convincente de la capacidad de una
Hsp70 para detoxificar amiloides in vivo (82) (Figura
2D). La sintesis in vitro, mediante un sistema de
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transcripcion-traduccion reconstituido (PURE), de
RepA-WH1 dentro de vesiculas lipidicas en presencia de
chaperonas (Hsp70 y Hsp40) reproduce los patrones de
agregacion observados en las bacterias (83).

Tras la caracterizacion de RepA-WH1 como una
proteina prionica, otros investigadores identificaron in
silico en los proteomas bacterianos proteinas
adicionales como potenciales priones (57), dos de las
cuales se han caracterizado ademas in vivo: los
dominios intrinsecamente desordenados del terminador
transcripcional Rho en Clostridium botulinum (84) y de
la proteina de union al DNA monocatenario SSB en
Campylobacter hominis (85).

Para estudiar las bases moleculares de la toxicidad
de RepA-WH1 en E. coli, la transcriptomica diferencial
y el analisis proteomico de las proteinas atrapadas con
los agregados de RepA-WH1, validados por diversos
ensayos funcionales, nos permitieron trazar las rutas
sistémicas de la toxicidad del amiloide (86). Como se
habia observado in vitro (véase mas arriba) (72), RepA-
WH?1 construye poros en la membrana bacteriana
interna, drenando asi la fuerza proton-motriz, lo que
reduce la sintesis de ATP y cualquier transporte
acoplado (en particular, la captacion de hierro mediada
por sideroforos). Como Ultimo recurso, la expresion de
una deshidrogenasa alternativa (Ndhll), menos eficiente
en la respiracion que el complejo |, genera especies
reactivas del oxigeno (ROS) a través de su
autooxidacion. Una fraccion del proteoma de E. coli,
que incluye enzimas (KatE) y factores de transcripcion
(OxyR, RpoS) que forman parte de la respuesta
bacteriana al estrés oxidativo o de la envuelta celular,
coagrega con RepA-WH1, contribuyendo asi a la muerte
de las bacterias (86) (Figura 2D). En su conjunto, este
cuadro se asemeja a algunas de las vias de toxicidad
descritas para las mitocondrias, cuyo origen evolutivo
es bacteriano, en la neurodegeneracion amiloide (87).

Para cumplir todas las caracteristicas de un prion,
una proteina amiloide también debe ser transmisible
horizontalmente, es decir, entre células donantes y
receptoras de distinto linaje como lo hace un agente
infeccioso (41). La transmisibilidad horizontal de RepA-
WH1 se probd en células de mamifero cultivadas (88).
En primer lugar, las mismas variantes de RepA-WH1 que
se habian ensayado en bacterias (véase mas arriba) se
expresaron en el citosol de células murinas: mientras
que las que incluian la mutacion hiperamiloidogénica
A31V formaron agregados amiloides citotoxicos, la
proteina silvestre (wt) permanecio soluble y las células
permanecieron viables. A continuacion, las fibras RepA-
WH1(A31V) ensambladas in vitro, o las células murinas
que las expresaban, se cocultivaron, como donantes de
agregados amiloides, con células receptoras humanas
que expresaban de forma estable y soluble RepA-
WH1(wt), fusionada a una segunda proteina
fluorescente distinta. En ambos casos, las particulas
RepA-WH1 fueron captadas facilmente por las células
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receptoras pero, a diferencia de CsgA/curli con la o.-
sinucleina (véase mas arriba) (51-54), la agregacion
intracelular sélo se produjo en las receptoras que
expresaban RepA-WH1(wt) soluble, que podia
moldearse como amiloide al unirse a los agregados una
vez internalizados (88). Cabe destacar que la mera
captacion de agregados de RepA-WH1 por las células de
mamifero no era toxica: puesto que esa proteina no
tiene similitud de secuencia significativa con ninguna
proteina del proteoma humano, se requirio modificar
genéticamente las células receptoras para que éstas
expresaran  heterologamente  RepA-WH1. Esto
constituye una prueba de la bioseguridad del prion
bacteriano sintético.

4. CONCLUSIONES

Los microorganismos que componen la microbiota
son una fuente virtualmente inagotable de moléculas
moduladoras de la fisiologia de nuestro organismo, a
través de cauces de comunicacion e integracion que han
evolucionado conjuntamente, siendo determinantes
tanto para una correcta homeostasis como, en
condiciones de disbiosis, para el desarrollo de
enfermedades, entre las que aqui se han glosado las
neurodegenerativas. Las proteinas con potencial
amiloidogénico generadas por la microbiota constituyen
una segunda familia de factores que impactan
directamente sobre la neurodegeneracion, por su
contrastada capacidad para moldear en las
terminaciones nerviosas intestinales y en el SNC la
agregacion amiloide de proteinas cuyo plegamiento
anomalo estd implicado en las enfermedades
neurodegenerativas. Nuestros estudios de biologia
sintética sobre la proteina amiloidogénica intracelular
plasmidica RepA-WH1 ilustran el potencial de un
amiloide bacteriano sintético como modelo minimo
“genérico” para comprender la biologia de los priones
y desarrollar nuevas estrategias para su utilizacion en
biotecnologia y biomedicina.

El novelista escocés Robert L. Stevenson (1850-1894),
en su clasica novela “El extrano caso del Dr. Jekyll y Mr.
Hyde” (1886), primera recreacion literaria de una
patologia causada por la adiccion a las drogas, describia
como una misma persona (en nuestro caso, digamos
proteina) podia tener dos personalidades (v.g.,
conformaciones) alternativas, una sanay sociable (esto
es, funcional) y otra enferma y asocial (amiloide
disfuncional), siendo la transformacion de la primera
en la segunda lenta e irreversible. Esperemos que, en
el caso de las enfermedades neurodegenerativas, ese
destino tragico pueda ser revertido gracias a la
investigacion sobre los amiloides en la que, a buen
seguro, los microorganismos desempenaran un papel

fundamental.

De la microbiota como “cisne negro”: El extrafo caso de los
amiloides bacterianos y la neurodegeneracion
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