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1. Introduccién

Los priones son los agentes infecciosos mas simples que existen. Se trata de proteinas con la capacidad de inducir enfermedades
neurodegenerativas muy graves y ademas transmisibles. La capacidad infecciosa de los priones ha supuesto la ruptura del dogma central de la
Biologia Molecular donde se propone que la informacién solo es portada por los acidos nucleicos. Y es que la estructura y la secuencia de
aminoacidos de estas proteinas pridnicas van a tener la informacion suficiente para poder ser transmitida a otras proteinas y asi acabar
desarrollando dichas enfermedades.

Actualmente se define como prién a toda proteina codificada en el genoma que ha experimentado un cambio conformacional de tal forma que la
molécula alterada es capaz de promover la alteracion de la molécula normal. Ademas, cada vez estd mas extendida la idea de que los priones no
son una alteracién biolégica, sino que probablemente dichas proteinas son piezas importantes de los mecanismos reguladores de la célula.

Las alteraciones conformacionales que constituyen los priones, son autoreplicantes y pueden ser transmitidas entre células y organismos,
haciendo que los caracteres asociados sean transmitidos como enfermedades infecciosas (como ocurre en mamiferos) o hereditarios en la
divisién celular (como ocurre en hongos). Hasta ahora, los priones se han descrito en dos especies de hongos, la levadura Saccharomyces
cerevisiae y el hongo multicelular Podospora anserina. En estos organismos, hasta ahora, 9 proteinas han sido confirmadas como priénicas. Estas
proteinas constituyen, por tanto, un sistema epigenético que ha evolucionado en base a que pueden modificar de una forma muy rapida el
fenotipo celular en respuesta a un cambio ambiental sin necesidad de introducir cambios en la secuencia o funcion del genoma.

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE, “Transmissible Spongiform Encephalopathies”) o enfermedades pridnicas son un grupo
inusual de enfermedades neurodegenerativas que se transmiten entre individuos por la inoculacién o ingestién de cerebro enfermo u otros tejidos.
Dentro de este tipo de enfermedades se encuentran el “scrapie” en las ovejas, la encefalopatia espongiforme bovina (o mal de las vacas locas) en
vacas, y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, el kuru y el sindrome Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) en humanos.

El “scrapie” es una enfermedad en ovejas descrita hace unos 200 afios en Europa. La naturaleza infecciosa de esta enfermedad fue reportada en
1899 por Besnoit y, posteriormente, se demostr6 que era debida a un agente de naturaleza filtrable. El mecanismo de la transmision permanece
incierto, pero se sugiere que la placenta u otros tejidos, desprendidos en el momento del parto, pueden contaminar los pastos, y asi pasar a
infectar a las ovejas que se alimenten de ellos.

La aparicion en Inglaterra en 1986 de la encefalopatia espongiforme bovina (BSE, “bovine spongiform encephalopathy™) y que rapidamente se
convirtio en una gran epidemia, se atribuy? a la transmision del “scrapie” de las ovejas a las vacas a través de alimentos contaminados preparados
a partir de restos de ovejas. Alternativamente, la epidemia también pudo ser producida por el reciclaje de casos de BSE esporadicos, dado que las
vacas también fueron empleadas para producir alimentos para vacas.

Maés de 180.000 casos de BSE se han confirmado en el Reino Unido, aunque el nimero total de animales infectados se ha estimado en més de dos
millones. BSE también se ha producido en otros paises (principalmente europeos), con epidemias significativas en Suiza, Irlanda y Portugal.
Ademas, lo que resulté ain mas preocupante es que estas enfermedades podian ser transmitidas entre especies por inoculacién o a través de la
dieta. De hecho, unas 200 personas han muerto, la mayoria en Reino Unido, por la TSE conocida como variante de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (vCID, “variant Creutzfeldt-Jakob disease”). Existen datos experimentales que apoyan la teoria de que esta enfermedad est& causada por la
misma especie de prion que causoé la BSE.

Otro ejemplo de como estas enfermedades se transmiten lo encontramos en la transmision del kuru en las tribus de Papua Nueva Guinea, debida a
las précticas canibales, de comer a sus familiares muertos. Afortunadamente, estas practicas dejaron de hacerse a finales de los afios 50.

Todas estas enfermedades son causadas por la proteina pridnica PrP (“prion protein™). El término “prion” fue acufiado en 1982 por Stanley
Prusiner para referirse al agente causante de las enfermedades TSE y que se encuentran entre los agentes mas letales, pues van a producir un
100% de mortalidad una vez que aparecen los primeros sintomas clinicos.

Las TSEs se han descrito en muy diferentes especies de animales: humanos, ratones, ovejas, vacas, cerdos, gatos, etc. El agente infeccioso en los
animales enfermos se encuentra principalmente en cerebro, médula espinal y tejidos linfoides (bazo, nddulos linfaticos y timo). Sin embargo, los
procesos patologicos parecen ocurrir solo en el Sistema Nerviosos Central (SNC).

La demencia y la ataxia cerebelar son los sintomas clinicos mas habituales. La patologia ocurre principalmente en el SNC y se caracteriza por una
astrocitosis severa, acompafiada de una vacuolizacion y pérdida de neuronas, lo que da un aspecto espongiforme al tejido nervioso afectado.
Ademaés, con frecuencia se observan fibras o placas amieloides de la proteina PrP afectada (Figura 1).

Estas enfermedades no llevan asociado un proceso inflamatorio o respuesta
inmunitaria celular o humoral, ya que estos agentes infecciosos no son iguales al
resto (virus, bacterias, parasitos), no son un agente extrafio, son las propias proteinas

; y : Control
celulares que han sufrido un proceso de transformacion que las convierte en
proteinas patolégicas.
CJD

Figura 1. Histopatologia de tejido nervioso no afectado
(control) y afectado por la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (CJD). Observamos la vacuolizacion y aspecto
espongiforme que adquiere el tejido nervioso afectado
por el agente pridnico. (A. Aguzzi et al., 2001)



2. Biologia del agente infeccioso

A finales del siglo XIX, demostraron mediante experimentos de ultrafiltracion, que “el scrapie” era producido por un agente infeccioso filtrable,
pero dificil de purificar. Ademas, las técnicas de ultracentrifugacion, pusieron de manifiesto una gran heterogeneidad en el tamafio del agente
infeccioso (20-100nm) y un grave problema para la caracterizacion del mismo es que con frecuencia era dificil diferenciar entre el pico del agente
infeccioso y el resto de material biolégico.

Lo que si se observé pronto es que los agentes TSE eran mucho mas resistentes a la inactivacion por luz UV o radiacién ionizante que cualquiera
de los virus analizados. Dado que el principal efecto de la radiacion se ejerce sobre los acidos nucleicos, esto hizo pensar que los agentes TSE
tendrian un genoma muy pequefio o un sistema extremadamente eficiente de reparacién. También se observé que los agentes TSE eran mucho
mas resistentes que los virus frente a tratamientos quimicos, tales como el formaldehido. De hecho, esto explica el elevado nimero de casos de
infeccion por priones en intervenciones quirdrgicas, debido a una incompleta inactivacion con formaldehido, que era utilizado para la
esterilizacion del material quirtrgico.

Los analisis bioquimicos sobre extractos de cerebro con “scrapie”, enriquecidos con el agente
infeccioso, mostraban la presencia de una proteina resistente a proteasas, nombrada como PrP o
proteina prién, como el agente infeccioso causante del “scrapie”.

A partir de la secuenciacion de la proteina priénica, se pudo clonar el cDNA PrP utilizando
muestras de RNA procedentes de cerebros con “scrapie” de ratéon y hamster. Lo sorprendente
fue descubrir que el mRNA PrP no era especifico de cerebros con “scrapie”, sino que es
expresado en niveles similares en animales normales y en animales infectados con “scrapie”.
Asimismo, se vio que la proteina PrP se expresa en muchos otros tipos de células y tejidos > =" J
ademés del cerebro. >

La paradoja de que la proteina PrP estuviera presente tanto en cerebros enfermos como en
sanos se resolvio al encontrar que la PrP asociada a TSE es resistente a proteasas (PrP-res)
mientras que la PrP normal es sensible a proteasas (PrP-sen). Con frecuencia a la proteina
PrP-res se le conoce como PrP® (PrP de “scrapie”) mientras que a la PrP-sen se le conoce
también como PrP°. La transformacién de la PrP-sen normal a la PrP-res es la causa de la Figura 2. Cambio conformacional de la proteina

patogénesis de las enfermedades TSE (Figura 2). PrP celular (PrP-sen) tras su conversion a PrP
patolégica (PrP-res)

&

PrP-sen wc———> PrP-res
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La PrP-res se detecta mediante “Western-blot” en extractos de cerebros de todas las
enfermedades TSE en todos los animales susceptibles, y este procedimiento es el mejor
método de diagndstico de estas enfermedades (Figura 3).

PK. -

35 -
29 - Proteinasa K. Se observa que tras el tratamiento con proteinasa K de extractos de tejidos de
animales sospechosos, en los casos que se sigue detectando bandas con los anticuerpos anti-

20 - - PrP, se puede concluir que el animal esta infectado con la PrP-resistente.
(Figura adaptada de Aguzzi y Polymenidou, 2004)
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z - . Figura 3. Western Blot para detectar la presencia de PrP° resistente al tratamiento con la
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3. Enfermedades pridnicas en humanos

Se trata de desdrdenes neurodegenerativos raros (con una incidencia mundial de aproximadamente una persona por millén y por afio). Sin
embargo, en los Gltimos afios ha crecido el miedo hacia estas afecciones al comprobarse que, a través de usos dietéticos, son verdaderas amenazas
para la salud pablica.

En humanos las enfermedades espongiformes transmisibles (0 TSE) se dividen en tres grupos: infecciosas, familiares y esporadicas. Las
enfermedades de los tres grupos pueden ser transmitidas a primates a través de la ingestién de cerebro.

1. TSE infecciosa. Este grupo lo forman el Kuru (relacionado con practicas de canibalismo), la TSE iatrogénica y la variante de la enfermedad
de Creutzfeldt Jakob (vCJD). En las tres ha existido un contacto con el agente infeccioso.

Muchos casos de TSE iatrogénicas tienen su origen en la utilizacién de utensilios quirGrgicos no adecuadamente esterilizados. Asi, casos de TSE
iatrogénica se han desarrollado en personas receptoras de un trasplante de cornea o sometidas a neurocirugia. Esto es debido a que los priones se
adhieren facilmente a los objetos metalicos, ademas de que son resistentes al paraformaldehido, sustancia que se utiliza para la esterilizacion del
material quirtrgico. Asimismo se han descrito 226 casos asociados a la inoculacion de la hormona de crecimiento, que se aislaba de glandulas
pituitarias de cadaveres, y 228 casos en personas que han recibido trasplantes de duramadre (procedentes probablemente de cadaveres con
enfermedad CJD no diagnosticada).

La vCJD esta relacionada con la enfermedad espongiforme bovina (o BSE) porque sus neuropatologias muestran caracteristicas distintivas del
resto de enfermedades pridnicas en humanos. La mayoria de los casos se asocian al consumo de carne contaminada, aunque se han descrito 4
casos de vCJD que podrian estar asociados a transfusion sanguinea, lo que sugiere que los priones de BSE podrian estar recircularizando entre
humanos.



También se ha visto que todos los casos de vCJID estan asociados a determinados haplotipos del gen codificante de la proteina PrP. Todos los
casos de vCJD han ocurrido en personas que eran homocigotos para el aminoacido metionina en la posicion 129 de la proteina pridnica, como se
muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Genotipo del coddn 129 del gen codificante para PrP

Frecuencia del genotipo (%) MM MV \A%
Poblacién caucasica normal 38 51 11
CJD esporadica 71 15 14
CJD variante 100 0 0

2. TSE familiar. Dentro de esta categoria estan la CID familiar (cuyo sintoma clinico principal es la demencia) y GSS familiar (que cursa con
ataxia cerebelar como sintoma clinico principal). A este grupo pertenece también la enfermedad fatal del insomnio (FFI, “fatal familial
insomnia”). Estas enfermedades se relacionan con la presencia de una alteracion genética dominante autosomal del gen PrP. Se asocian con
mutaciones patogénicas o inserciones en la fase de lectura abierta del gen PrP.

3. TSE esporédicas. Suponen un 85% de las enfermedades por priones, y la méas comin es la CJD esporadica. En estos casos no se ha
encontrado asociacion a un proceso de infeccién pridnica por contacto con tejidos de personas o animales infectados ni tampoco los
pacientes poseen alteraciones genéticas en el gen PrP con predisposicion al desarrollo de las formas priénicas. La hip6tesis aceptada
actualmente es que se haya podido producir una mutacién somaética en el gen PrP o que de forma espontanea la proteina PrP puede
experimentar cambios al azar en su estructura que conduzcan a la adquisicién de una conformacién propensa a desarrollar la enfermedad.

. Localizacion de las TSE en el SNC
Cortex
La CJD familiar y la CJD esporadica estan asociadas a pérdida de memoria y se debe a una
localizacion preferencial de los priones en el cortex del cerebro. En la enfermedad del insomnio
fatal se acumulan en el tdlamo. En el GSS y el Kuru se encuentran principalmente en el
cerebelo, por eso los pacientes tienen dificultad para reejecutar los movimientos. En el tallo es
donde se acumulan los priones responsables de la vCID (relacionada con la BSE) (Figura 4).
Esta enfermedad tiene maltiples sintomas: desgana, dificultad para memorizar, pérdida de
control sobre el movimiento muscular, problemas de habla.
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Figura 4. Las diferentes enfermedades, y sus

sintomas, estan relacionadas con una diferente
4. Aspectos moleculares de la patogénesis localizacion de los priones en el cerebro.

PrP-res

Es muy importante recordar que la enfermedad no la produce el agente infeccioso que
ingerimos, si no la transformacion de nuestras proteinas sanas en proteinas priénicas. Por ello,
es importante conocer en qué difieren la PrP-res (patogénica) de la PrP-sen (normal). Hay que
tener en cuenta que ambas son codificadas por el mismo gen, por lo que las diferencias entre
ellas parecen ser conformacionales y quizds también puedan deberse a interacciones
diferenciales con cofactores. No se conocen las estructuras terciarias de las proteinas normales
o0 prionicas, pero si se sabe que la PrP-res tiene mayor contenido en estructura secundaria hoja
beta mientras que la PrP-sen posee mayor contenido en alfa-hélice (Figura 5).

Evento
patogénico

Figura 5. Conversion de PrP-sen a PrP-res. Durante la conversion la estructura secundaria resulta alterada: las
alfa-hélices coloreadas de rojo y verde en la estructura de PrP-sen adoptan una estructura en hoja-beta en PrP-
res. (Figura adaptada de du Plessis, 2008)

La proteina PrP se sintetiza inicialmente como un polipéptido de 254 aminoécidos que posee un péptido sefial de 22 aminoacidos en el extremo
N-terminal (que es retirado durante la biosintesis), y ademas otros 23 aminoacidos en el extremo C-terminal se eliminan también cuando la
proteina se ancla al glicosilfosfatidilinositol o GPI. Asi finalmente la proteina madura esta formada por 209 aminodacidos. Esta proteina, como
una tipica glicoproteina de membrana plasmética, comienza su ciclo en el reticulo endoplasmatico, donde sufre glicosilacién de restos de manosa
(la proteina tiene dos sitios posibles de glicosilacion) y adquiere el anclaje GPI. Este proceso de glicosilacion continda en el aparato de Golgi,
desde donde la proteina ya madura y glicosilada es translocada a la membrana. Sin embargo, la PrP-res es resistente al tratamiento con proteinasa
K (proteasa), por lo que sufre un recambio menor y de ahi que se produzca su acumulacidn in vivo. Esta resistencia puede alcanzarse a través de
dos vias (Figura 6): o bien en la membrana plasmética, debido a la interaccion de PrP-res con PrP-sen directamente o en vias endociticas, lo que
explica la observacion de agregados de PrP-res en lisosomas secundarios. Asi, la PrP-res se acumula en la superficie celular, en lisosomas en el



interior celular y también en espacios extracelulares donde se forman grandes acidmulos en forma de placas amieloides vy fibrillas, caracteristicas
clinicas que acompafian al desarrollo de las encefalopatias espongiformes.

Parece ser que la transformacion requiere la desnaturalizacion parcial de la proteina PrP-sen, lo que resultaria favorecido en un medio &cido. La
hipétesis aceptada es que la PrP-res se une directamente a PrP-sen y la obliga a adquirir la estructura resistente a proteasas, que va a ser también
responsable del desarrollo de las TSE. Esta transformacion se ha podido seguir experimentalmente mediante la utilizacion de isétopos
radiactivos: la incubacién de PrP-sen radiactiva con PrP-res conduce a la aparicion, al cabo de un tiempo, de PrP-res con marca radiactiva,
indicando que se habia producido una transformacién de la proteina normal en la proteina resistente. Ademas, este tipo de experimentos han
servido para explicar el fenémeno de barrera de especies. Asi, se vio que la PrP-res de hamster es incapaz de promover la conversién de la PrP-
sen de ratén en la forma resistente a proteasas, mientras que la PrP-res de ratén si induce la conversién, aunque de forma parcial, de la PrP-sen de
hamster. También estos experimentos han servido para demostrar que las cepas de priones transmiten sus caracteristicas estructurales a las PrP-
sen. Asi, cuando PrP-sen radiactiva es incubada con cepas que difieren en las movilidades electroforéticas de la region resistente a PK, la PrP-res
convertida y radiactiva, muestra las mismas propiedades de la PrP-res que actué de molde.
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Figura 6. Biosintesis de las proteinas PrP-sen y su transformacion en PrP-res. La interaccion de PrP-sen con la forma priénica
(PrP-res) conduce a la formacién de placas amieloides por la agregacion de estas proteinas pridnicas tanto en el interior como en
el exterior celular. (Figura adaptada de Cashman & Caughey, 2004)

Existe una técnica denominada PMCA (“protein misfolding cyclic amplification™) que permite producir in vitro grandes cantidades de PrP-res.
Este método, ademas de su valor diagnéstico, ha ayudado a mejor entender el modo de propagacion de los priones. Consiste en coger tejido de un
animal sano y poner una muestra que pueda tener la enfermedad. Se incuba a 37°C, durante este tiempo la proteina PrP-res interacciona con la
proteina celular normal y la transforma en la forma prionica, que agregara elongando las fibras. A continuacion, la muestra se somete a
ultrasonidos (sonicacion), como resultado las fibras se van a partir y generar nuevos sitios de nucleacién, donde se uniran nuevas PrP-sen que se
transformaran a PrP-res (Figura 7). Este proceso si se repite un nimero de veces conduce a una amplificacion muy significativa de la cantidad
de proteina pridnica con respecto a la existente inicialmente en la muestra. Si no se somete a ultrasonidos la produccién de proteina resistente es
considerablemente menor.

Pre-sen

Figura 7. Fundamento de la técnica de
amplificacion PMCA. Extractos de PrP-
sen se mezclan con muestras en las que se
quiere diagnosticar una posible infeccién
pridnica. Si existe PrP-res, ésta va a dirigir
la transformacion de moléculas PrP-sen
para dar lugar a fibras o agregados de
proteina  PrP-res. La rotura  por
ultrasonidos de estas fibras va a generar
nuevos sitios de nucleacion (PrP-res
coloreada en rojo) para que se unan las
proteinas normales y se transformen a mas
proteinas PrP-res (rosa). La cantidad de
proteina PrP-res se amplifica de forma
exponencial tras cada ciclo de sonicacion
e incubacion. (Figura adaptada del libro de
Lefrere, 2007)
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PrP-res

Amplificacion




5. Tropismo de especie y barrera de especies

Un aspecto destacable de los agentes TSE es su especificidad de especie. Se sabe que estos agentes pueden pasar de una especie a otra, pero
normalmente la transmision a través de especies es mas dificil que la transmision dentro de la misma especie. Y cuando se produce la
transmision, el tiempo de incubacidn hasta que se desarrollan los sintomas clinicos es més prolongado que cuando se inoculan en la especie en la
que se aislaron. Esta caracteristica es conocida como “barrera de especie” (Figura 8).

Cuando se inoculan priones de una especie B a una especie A, normalmente s6lo unos pocos animales de la especie A desarrollan la enfermedad.
Aquellos que la sufren lo hacen con periodos de incubacién mas largos que cuando los priones son transmitidos dentro de la misma especie,
donde tipicamente todos los animales inoculados sucumben en un periodo relativamente corto. Pero cuando se inoculan nuevos animales de la
especie A con priones procedentes de individuos de la especie A, que habian desarrollado la enfermedad, los pardmetros se hacen mas
homogéneos, todos los animales desarrollan la enfermedad y de una forma rapida. Se habla de un fenémeno de adaptacion entre el prién y la
proteina PrP-sen. Estos estudios indican que la propagacion de los priones ocurre de forma més eficaz cuando la PrP* y la PrP° tienen la misma
estructura primaria. Este hecho se le denomina también como “barrera de secuencia”. Los priones se van adaptando y se propagan mejor cuando
existe una similitud de secuencias entre la proteina pridnica y la proteina celular. La transformacion y la propagacion son mas eficaces cuando la
secuencia primaria de ambas proteinas es la misma.

Mediante aproximaciones experimentales se demostro que efectivamente la “barrera” era debida a la diferencia de estructura primaria entre las
PrP de las especies donadora y receptora. Asi, ratones transgénicos que expresan la PrP de hamster, al contrario que los ratones normales, son
muy susceptibles a la infeccion de los priones de hamster.

Figura 8. Barrera de especie:
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ciertos hospedadores no muestran ninguna enfermedad
clinica después de la inoculacién con priones de otras
especies. Sin embargo, los aislados del cerebro de estos
hospedadores aparentemente resistentes pueden transmitir
la enfermedad cuando se inoculan a hospedadores
susceptibles.

Hospedadores de la misma especie de la que procede el
inéculo original, pueden exhibir tiempos de incubacion
notablemente més largos que pueden deberse a ciertos

polimorfismos del gen PRNP, fenémeno que se conoce
como “barrera de transmision”. (Figura adaptada de
Aguzzi et al., 2007)
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A veces, la barrera de especies es tan fuerte que algunas especies animales no desarrollan sintomas clinicos tras la infeccién con priones
procedentes de otras especies, posiblemente debido a diferencias en secuencia entre ambas especies. Sin embargo, los extractos de cerebro de
estos animales aparentemente resistentes son capaces de transmitir la enfermedad cuando se inoculan en huéspedes susceptibles (Figura 8).

Finalmente, individuos de una misma especie, inoculados con la misma preparacion de priones, pueden desarrollar la enfermedad tras muy
diferentes periodos de incubacion. Esto se debe a diferencias polimorficas en el gen PrP, fenémeno que se denomina “barrera de transmision”.

No obstante, a veces, la barrera de transmision entre especies se mantiene aun cuando la secuencia de la PrP°® es idéntica entre el donante y el
receptor. Por ejemplo, no se produce la enfermedad cuando ratones que expresan la proteina PrP® humana son infectados con priones de la
enfermedad variante de Creutzfeldt-Jakob. Esto sugiere que ademas de la proteina PrP°se requieren otros componentes, presentes en el donante,
que no estan presentes, o no interaccionan de forma adecuada, en el receptor. A este hecho se le denomina como “barrera celular”.

Finalmente, cabe mencionar que dos cepas de priones, originadas en el mismo donante y, por tanto, teniendo la misma secuencia, pueden mostrar
diferentes infectividades en un receptor que expresa la misma PrP°. Por ejemplo, los priones de la forma esporadica de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob son altamente infecciosos en ratones transgénicos para la PrP® humana. Este fendmeno se le conoce como “barrera de cepa”.



6. Cepas, aislados vy tipos de priones

Para comprender mejor la naturaleza de los priones y las patologias que causan es importante considerar la existencia de diferentes “cepas de
priones” dentro de una misma especie animal. Las cepas se diferencian en aspectos como el tiempo de incubacion necesario para desarrollar la
enfermedad, las caracteristicas histopatoldgicas de las lesiones producidas, las dianas neuronales especificas y la capacidad para atravesar la
barrera de especie.

Las cepas surgen de una misma proteina priénica que puede adoptar varias conformaciones auto-replicantes. Se especula que son las propiedades
fisicoquimicas de cada cepa las que seran responsables del ensamblaje de las proteinas priénicas en agregados, y estos agregados a su vez seran
responsables de los fenotipos especificos de cada tipo de enfermedad.

Las cepas se pueden diferenciar de acuerdo al patron de digestion con proteinasa K y su analisis mediante “Western blot” (Figura 3). Esta enzima
va a cortar a PrP-res entre los residuos 87 y 91 dependiendo de la cepa de pridn. Asi, las propiedades que varian entre cepas son la susceptibilidad
a la digestion con proteinasa K, la movilidad electroforética tras el tratamiento (lo que refleja variaciones en cuanto al sitio de corte de la
proteinasa K en la zona N-terminal de la proteina pridnica), la relacion entre formas di-, mono- o no-glicosiladas que aparecen y la estabilidad
frente a agentes desnaturalizantes.

En los ratones se han aislado, y también propagado, muchas cepas pridnicas diferentes. Resulta curioso contrastar que tras sucesivas infecciones
de ratones, cada una de las cepas mantiene caracteristicas tales como los periodos de incubacién y la neuropatologia generada (Figura 9).

Figura 9. Variacion entre cepas pri6nicas:
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Sabemos que las cepas no proceden de diferentes secuencias de PrP ya que la secuencia primaria de todas ellas es idéntica porque solo existe un
gen que codifica la proteina.

No es facil comprender cdmo una misma cadena polipeptidica da lugar a diferentes conformaciones, y menos ain cdmo estas cepas pueden
mantener y propagar sus caracteristicas bioquimicas que, ademas, finalmente van a ocasionar diferentes grados de patologia. Por ejemplo, las
diferentes cepas de PrP que afectan a humanos se caracterizan por generar diferentes fragmentos proteoliticos y relacién de formas glicosiladas
tras el tratamiento con proteinasa K, y cada una estd asociada con distintos fenotipos clinicopatolégicos de CIJD. Como se mantienen las
caracteristicas estructurales y ratios de glicosilacion sigue siendo una cuestion enigmatica.

Pero, ain mas, cuando se transmiten priones humanos o bovinos a ratones normales (que expresan la PrPc de ratén), la PrPSc que se forma
genera los mismos fragmentos proteoliticos y las ratios de glicosilacion que el inéculo original. Esto demuestra la capacidad que tienen los
priones de transmitir sus caracteristicas estructurales. De hecho, las sefias de identidad de los priones BSE se mantienen en varias especies de
mamiferos, incluyendo los humanos (Figura 10).
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“ - primaria de la proteina PrP. (Collinge J et al. 2007)



Estas cepas pueden inocularse de nuevo en ratones, y al caracterizarse las formas pridnicas generadas se observa que mantienen todas sus
propiedades tanto fisicoquimicas como de localizacion en el cerebro (Figura 10).

Por otro lado, en algunas enfermedades causadas por priones coexisten varias cepas de un mismo prién. Esto sucede en el “scrapie” de las ovejas
y la enfermedad CJD en humanos. Se cree que en las diferentes poblaciones celulares de un mismo huésped se generan diferentes ambientes, que
conducen a una seleccion de cepas. Incluso se ha llegado a postular que la infeccion de un huésped con una “cepa linfotropica” que coloniza
tejidos linfoides rapidamente pero con un periodo de latencia largo hasta que se produce la neuroinvasion, se podria deber en parte a la necesidad
de un tiempo hasta que se produzca la seleccion de la “cepa neuroinvasora”. Esta hipétesis se basa en la existencia de diferentes tipos de PrP* en
los tejidos periféricos de pacientes de vCJID. En esta enfermedad la colonizacién de tejidos linfoides precede a la enfermedad neurolégica.

7. Una teoria unificadora de cepas y barrera de especie

Los genes PrP estan altamente conservados entre los mamiferos, lo que implica que las proteinas PrP tengan una estructura primaria muy
parecida. Es posible que esta sea la razon fundamental que explica la capacidad de los priones para infectar a diferentes especies.

La teorfa unificadora postula que una determinada PrP*° es capaz de adoptar varias conformaciones infecciosas debido a razones termodinamicas
que estan dictadas por la secuencia primaria de la proteina PrP. Debido a esto, s6lo habra propagacion de un prion entre dos especies diferentes
cuando sus proteinas PrP puedan adoptar estados conformacionales similares. No habré propagacién cuando la PrP de la especie receptora sea
incapaz de adoptar una conformacién similar a la PrP° exdgena, existiendo una barrera de transmision o barrera de especie (Figura 11). Segin
esta teoria, la facilidad de transmitirse entre especies de un prién viene dada por el mayor solapamiento de estados conformacionales que las PrP°
de huésped y donador compartan.
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Figura 11. Teoria para explicar la barrera de transmisién entre especies de los priones:
En su conjunto, un amplio rango de conformaciones pueden ser adoptadas por las proteinas
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especies. (Collinge J et al. 2007)

Como ya se ha indicado, el prion BSE tiene una alta capacidad de traspasar la barrera de especie. Esta cepa debe representar una conformacion
termodindmicamente muy favorable que se transmite con facilidad a un gran nimero de especies distintas, lo que explica la gran promiscuidad de
esta cepa entre los mamiferos. Esta cepa fue seleccionada por un proceso industrial en el que los desechos animales se reciclaban, lo que
probablemente favorecid la reinfeccion de animales, hasta generar la epidemia de BSE en Reino Unido. Ademas esta cepa es particularmente
termoestable, lo que seguramente es un factor favorecedor del proceso.

Otro ejemplo ilustrador lo encontramos en el polimorfismo PrP humano M129V, conocido por determinar susceptibilidad genética a las
enfermedades pridnicas. Es destacable que todos los pacientes con vCJID ensayados (aproximadamente 200) son homocigotos para el alelo
metionina en la posicion 129 (este genotipo esté presente en aproximadamente 1/3 de la poblacion normal). La razdn parece estar en que la valina
en la posicion 129 de la PrP humana no es capaz de adoptar la conformacion asociada con la cepa BSE.

8. Aproximaciones al tratamiento de las enfermedades TSE

No existen terapias efectivas para el tratamiento de las enfermedades TSE en humanos. Esto se debe en parte a que cuando se observan los

sintomas clinicos ya se han producido lesiones neuropatoldgicas. No obstante, en modelos animales de TSE se han identificado drogas capaces de

inhibir la acumulacién de PrP-res y retrasar la aparicion de los sintomas clinicos. Estos inhibidores también se han utilizado como prueba del
mecanismo de formacién de PrP-res y su relacién con la patogenicidad e infectividad. Con el objetivo de desarrollar tratamientos frente a estas
enfermedades se han seguido diferentes aproximaciones:

- PrP heterdlogas. Se ha observado que la presencia de PrP heterologas en cultivos de tejidos infectados con “scrapie” bloquea la formacion
de PrP-res. La proteina PrP-sen heteréloga se une al sitio de conversion de PrP-res sin convertirse a la forma resistente al tiempo que
interfiere en la unién de PrP-sen homdloga endégena (Figura 12). Estos datos plantean la posibilidad de que la terapia génica con PrP
heteréloga expresada en el paciente pueda ser efectiva frente al desarrollo de TSE.
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- Compuestos polianiénicos. Los glicanos sulfatados y polioxometalatos (Figura 13) impiden el e i
desarrollo de “scrapie” o son capaces de prolongar la vida de animales infectados con “scrapie” si :-
son administrados antes o poco después de la inoculacion del agente TSE. Tanto el rojo Congo 05
como los glicanos sulfatados se unen a PrP-res y a PrP-sen. Esto sugiere que el mecanismo de Rojo Congo
accion de estos compuestos se basa en interferir en la interaccion entre PrP y los
glicosaminoglicanos sulfatados enddgenos, que puede ser necesaria para la acumulacion de PrP-
res.
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Figura 13. Estructura de polianiones que interfieren en la acumulacion de PrP-res Pentosan polisulfato

- Anticuerpos frente a los priones. Estos estudios se basan en la observacion de que anticuerpos frente a la proteina PrP pueden bloquear la
replicacion de los priones, tanto in vitro como in vivo. Asi, ratones que producen anticuerpos frente a PrP o que son inoculados con un
anticuerpo monoclonal frente a PrP, no van a desarrollar la enfermedad al ser infectados con priones. Los anticuerpos no atraviesan la
barrera hematoencefalica y no llegan al cerebro por lo que el bloqueo solo es efectivo antes de que los priones alcancen el SNC. Uno de
los problemas de esta aproximacién es que es muy dificil inducir respuesta inmunitaria contra PrP. Esto se debe a que el sistema
inmunitario de los mamiferos es muy tolerante a ella, dado que se expresa en la superficie de la mayoria de las células del organismo.

- Anfotericina B y sus analogos: EI mecanismo de accién es desconocido, pero estos compuestos retrasan la acumulacion de PrP-res y el
desarrollo de “scrapie” en roedores. Este tratamiento, para ser efectivo, debe comenzar mucho antes de la aparicion de sintomas clinicos. El
principal problema de esta aproximacion es que la anfotericina B presenta cierta toxicidad, lo que desaconseja un tratamiento incontrolado.

9. Bases moleculares de la patologia de las enfermedades pridnicas

El sintoma clinico de las enfermedades pridnicas es el desarrollo progresivo de problemas neurolégicos graves, probablemente debidos a una
combinacion de patologia sinaptica y de pérdida neuronal. La pérdida de neuronas es variable y depende tanto de la especie animal como del
fondo genético del hospedador y de la cepa del agente infeccioso (cada cepa se localiza en una zona concreta del cerebro, y sus caracteristicas
estructurales condicionaran la neurotoxicidad)

En cuanto a los mecanismos que conducen a la muerte de neuronas, se ha establecido que la apoptosis es uno de los principales. Sin embargo, las
vias que conducen a la apoptosis son objeto de intenso debate.

. La proteina PrPc y su papel en las enfermedades priénicas

Es un dato bien establecido el que los ratones deficientes en PrP (“knockout™) son resistentes al desarrollo del “scrapie” tras la inoculacion de
PrP-res. Esto coincide con la necesidad de que exista PrP-sen para que pueda ser transformada en PrP-res y se desarrolle la enfermedad. Por
tanto, se puede concluir que la proteina PrP° es esencial para la replicacion de los priones.

Hoy en dia la funcion fisiolégica de esta proteina no es muy bien conocida. Se le han atribuido varias funciones, como la regulacion de la
respuesta inmunitaria, transduccion de sefiales, union a cobre y transmision sinaptica.

PrP-sen se encuentra codificada en el genoma de todos los vertebrados estudiados hasta ahora, y muestra un alto grado de conservacion evolutiva,
lo que se interpreta como signo de que desempefia una funcion esencial. Se expresa durante la embriogénesis temprana y se encuentra en la
mayoria de los tejidos del adulto. Los mayores niveles de expresion se observan en el sistema nervioso central, en particular en las membranas
sindpticas y en los astrocitos. PrP también es muy abundante en células del sistema inmunitario y ademas se encuentra soluble en varios fluidos
corporales como el plasma o la leche.

En varios estudios se ha observado que ratones KO para la proteina PrP° no desarrollan la enfermedad, y viven aparentemente sin sufrir ninguna
alteracion. Es decir, no muestran un fenotipo claro que pueda relacionarse con la falta de PrPC, probablemente debido a mecanismos
compensatorios. Se sabe que los genes importantes suelen estar asociados a procesos redundantes, es decir, otras proteinas de vias paralelas
pueden rescatar el fenotipo normal tras la eliminacion de la PrP€. Parece poco probable es que una proteina que esta conservada entre especies
tan diferentes como tortugas, ranas, peces y humanos, haya evolucionado con el tnico propésito de generar susceptibilidad a las enfermedades
prionicas.



Cuando se han analizado con detenimiento los ratones carentes de PrP se ha visto que difieren de los ratones normales en varios aspectos, entre
los que estan el ritmo cardiaco, la neuroproteccion, la funcién sinaptica, la activacién linfocitaria, la adhesion celular, la renovacion y
proliferacion de células pluripotentes (“stem cells”) y el olfato. En consecuencia, la PrP parece tener un papel pleiotrdpico (interviene en
multiples aspectos celulares) y se postula que podria estar implicada en vias de sefializacion celular.

e  PrPy neurotoxicidad

Aln no se sabe cual es la causa de la muerte celular durante la neurodegeneracion provocada por los priones. La pérdida de funcién de PrP° no
parece ser una causa suficiente, ya que como hemos dicho anteriormente, los ratones deficientes en el gen PrP son practicamente normales. Sin
embargo, la conversién de PrP® a PrP* es claramente clave para la patogénesis dado que los ratones deficientes en PrP son resistentes al
desarrollo de la enfermedad y no propagan la infectividad de los priones.

Aunque en estudios in vitro se ha visto que la PrP*, e incluso algunos péptidos derivados de la PrP, podrian resultar neurotdxicos, existen varias
evidencias experimentales que sugieren que esto no es asi in vivo.

Se ha visto que no existe una relacién directa entre la cantidad de depdsitos PrP*° y la aparicién de sintomas clinicos. Por otro lado, se ha
observado que la PrP* no resulta téxica en neuronas que no expresan PrP°, y que si se detiene la expresion de PrP en neuronas una vez que se
ha iniciado la infeccion del cerebro, los ratones no desarrollan la enfermedad clinica, no se produce pérdida de neuronas y se revierten los signos
neuropatoldgicos. Es de destacar que esta reversion tiene lugar a pesar de que la PrP*° se sigue produciendo en las células gliales, y que estos
ratones acumulan niveles de priones similares a los que tienen los ratones control en estados terminales de la enfermedad.

Otro dato interesante es que ratones transgénicos que expresan una variante PrP que carece de la secuencia de anclaje a GPI, producen grandes
niveles de una forma soluble. Estos ratones cuando son infectados experimentalmente comienzan a acumular en el cerebro placas de PrP*°, pero
no presentan sintomas clinicos de enfermedad priénica. Ademas, los cerebros de estos ratones transgénicos presentan formas PrP resistentes a
proteasas y resultan infecciosos para ratones normales. Estos datos indican que se requiere que la proteina esté anclada a la membrana por GPI
para conferir susceptibilidad a la enfermedad, pero este anclaje no se necesita para la replicacion del prion.

Asi, todo parece indicar que las neuronas requieren expresar PrP°y replicar a los priones por si mismas para que se ejerza la toxicidad.

Como posible explicacion, se ha sugerido que la PrP*° es inerte, y que la toxicidad es debida a una especie minoritaria denominada PrP" (L “de
letal”), que seria generada como un intermediario o producto secundario durante la propagacion de los priones.

En la Figura 14 se muestra el proceso propuesto, que acomoda los siguientes dos axiomas:

i) La PrP%° actlia como molde para la conversién PrP® — PrP*
i) PrP% no es un agente toxico en si mismo.

El modelo postula que durante la progresion PrP® a PrP*® se forma un estado intermediario (PrP"-). El modelo se puede expresar mateméticamente
como:

k. k.
PP+ PrP° — PrP*°=PrP" —L. PrP*°=pPrp" =2,

PrP* =PrP* —s PrP* + Prp**

Figura 14. Modelo matemético propuesto para la progresién de PrP€a PrPS y la formacion del estado intermediario PrP".

De acuerdo con el modelo, PrP" es la especie toxica, y la relacion de toxicidad e infectividad viene
dada por la ratio de velocidad de conversion (k;) y la velocidad de maduracién (ko). En el caso de
una infeccién subclinica, habria una velocidad relativamente lenta de conversion (k;) y una alta
velocidad de maduracion (k), lo que significaria unos bajos niveles de PrP“. Lo contrario ocurriria
durante los procesos patolégicos, cuya evolucion mas rapida o lenta vendria dictada por la razén ki/
ko (Figura 15).
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10. Cuestiones por resolver

Aun existen muchas incognitas sobre los mecanismos patoldgicos que desencadenan los priones:

- No se conoce cdmo se mantienen y transmiten las caracteristicas de las cepas de priones.

- No se conoce los mecanismos que definen los tropismos de tejido mostrados por las distintas cepas de priones.

- No se sabe como los agentes prionicos causan neurotoxicidad.

- Tampoco se sabe por qué los priones no son téxicos para las células del sistema inmunitario, donde se acumulan en altos niveles.



- Hoy en dia la funcion fisiolégica de PrP° permanece sin resolver. Sin embargo se sabe que la proteina PrP° estd muy conservada en los
mamiferos, por lo tanto su funcién deberia ser crucial para la vida.

Es muy posible que los priones hayan aparecido (o evolucionado) como reguladores epigenéticos y no como agentes causantes de enfermedad.
Quizas en unos pocos afios se descubran muchos procesos celulares que estdn mediados por proteinas prionicas.
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