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1. Introducciodn.

Como vamos a ver en este tema, los priones son proteinas con la capacidad de inducir
enfermedades. Ademads, son infecciosos, lo que supone romper con el paradigma de que la
informacion es portada sélo por los dcidos nucleicos y expresada en forma de proteinas, ya que
estas proteinas contienen una informacion que al ser transmitida a otras proteinas va a ser causa

de la enfermedad.

Por otro lado, proteinas pridnicas se han identificado en organismos como levaduras y
otros hongos donde desempefian papeles fundamentales. Asi, las alteraciones
conformacionales, que constituyen los priones, son autorreplicantes y pueden ser transferidas
entre células y organismos, haciendo que los caracteres asociados sean transmitidos como
enfermedades infecciosas (como ocurre en mamiferos) o hereditarios en la division 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 pridnicas. Estas proteinas
constituyen unos sistemas epigenéticos que han evolucionado en base a que pueden modificar
de una forma rapida un fenotipo celular en respuesta a un cambio ambiental sin necesidad de

introducir cambios en la secuencia o funcion del genoma.

Actualmente, se define como prion a toda proteina codificada en el genoma que ha
experimentado un cambio de tal forma que la molécula alterada es capaz de promover la
alteracion de la molécula normal. Ademads, cada vez esta mas extendida la idea de que los
priones no son una anormalidad biologica, que en mamiferos es causa de enfermedades, sino

que probablemente son piezas importantes de los mecanismos reguladores.

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE, Transmissible Spongiform
Encephalopathies) o enfermedades pridnicas son un grupo inusual de enfermedades
degenerativas del cerebro que son transmitidas entre individuos por la inoculacion o ingestion
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, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, el kuru y el sindrome Gerstmann-Straussler-

Scheinker (GSS)en humanos.



Todas estas enfermedades son causadas por agentes infecciosos distintos a los
habituales: virus, bacterias o parasitos. Son causadas por la proteina prionica PrP (prion
protein). El término “prion” fue acuiado en 1982 por Stanley Prusiner para referirse al agente
causante de las enfermedades TSE, y deriva de la frase en inglés “proteinaceous infectious

particle”.

Los priones 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, nodulos linfaticos y timo).

Sin embargo, los procesos patologicos parecen ocurrir s6lo en el SNC.

La demencia y la ataxia cerebelar son los sintomas clinicos més habituales, en la
mayoria de los casos conduce a la muerte del individuo infectado en meses o afios. La patologia
ocurre principalmente en el S.N.C. y consiste en una astrocitosis severa (figura Ic),
acompanada de una vacuolizacion (figura 1ay 1b) y pérdida de neuronas, lo que da un aspecto
espongiforme al tejido afectado. Ademas, con frecuencia, se observan fibras o placas

amieloides.

No se observan procesos inflamatorios celulares, ni respuestas inmunoldgicas celulares
o humorales, como ocurre cuando se producen infecciones por el resto de agentes infecciosos

(virus, bacterias y parasitos).

(a) (b) ; (c)

Figura 1: Caracteristicas neuropatolégicas de enfermedades pridnicas. a) vacuolizacion
neuronal causado por Scrapie; b) vacuolizacion del neuropilo por BSE; c) astrogliosis por
Scrapie atipica. Imagen sacada de Orge et al (2021).



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 demostro que era debida a un agente de naturaleza filtrable. El mecanismo de la transmision
permanece incierto, 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), que rapidamente se convirtié en una gran epidemia, se
atribuyo 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.

Mas de 180.000 casos de BSE fueron registrados en el Reino Unido, aunque el nimero
total de animales infectados se estimd en mas de dos millones. BSE también se ha producido
en otros paises (principalmente europeos), con epidemias significativas en Suiza, Irlanda y

Portugal.

Ademads de estas, otras enfermedades pridnicas o variantes de estas mismas fueron
identificandose por todo el mundo en diferentes especies a lo largo de los siglos XX y XIX,

como se recoge en la figura 2.

Lo que resulté atin mas preocupante es que estas enfermedades podian ser transmitidas
entre especies por inoculacion o a través de la dieta. Se estimo6 que unas 200 personas murieron,
la mayoria en Reino Unido, por una nueva forma de TSE conocida como variante de la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vCJD, variant Creutzfeldt-Jakob disease). Existen datos
experimentales que demuestran que esta enfermedad estd causada por la misma especie de

prion que causo6 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 practicas canibales, de

comer a sus familiares muertos. Estas practicas dejaron de hacerse a finales de los afos 50.
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Figura 2: Cronologia de la observacion de enfermedades prionicas en animales. TME —
encefalopatia transmisible del vison, CWD — enfermedad de desgaste cronico; BSE —
encefalopatia espongiforme bovina; FSE — encefalopatia espongiforme felina; CPD —
enfermedad prionica de camellos. Imagen sacada de Orge et al (2021).

2. Biologia del agente infeccioso.

Mediante experimentos de ultrafiltracion se demostr6 que el agente TSE tenia un
tamafio entre 20 y 100 nm, un tamafio parecido al de algunos virus convencionales. Sin
embargo, el empleo de técnicas de ultracentrifugacion han puesto de manifiesto una gran
heterogeneidad en tamafio. Ademas, un problema para la caracterizacion es que resulta dificil

diferenciar entre el pico del agente infeccioso y el resto de material bioldgico.

Lo que si se observé pronto es que los agentes TSE eran mucho mas resistentes a la
inactivacion por luz UV o radiacion 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
reparacion. También se vio que los agentes TSE eran mucho maés resistentes que los virus frente
a tratamientos quimicos, tales como el formaldehido, el alcohol o el amoniaco. Ademas, son
resistentes al calentamiento hasta ebullicion o al autoclavado convencional. De hecho, una
forma de propagacion de TSE entre pacientes ha sido por una incompleta inactivacién con

formaldehido del material quirtrgico. Entre los métodos probados, el tratamiento del material



con NaOH 1N vy su posterior autoclavado a 121°C durante 1 hora se ha mostrado eficaz en la

inactivacion de los priones.

Anadlisis bioquimicos sobre extractos de cerebro con “scrapie”, enriquecidos con el
agente infeccioso, condujeron al descubrimiento de una proteina resistente a proteasas,
nombrada como PrP o proteina prion, como el agente infeccioso causante del “scrapie”. Esta

proteina es el principal componente de las fibras observadas en los cerebros con “scrapie”.

A partir de la secuenciacion de la proteina pridnica, se pudo clonar el cDNA PrP
utilizando muestras de RNA procedentes de cerebros con “scrapie” de ratén y hamster. Lo
sorprendente fue descubrir que el mRNA PrP no era especifico de cerebros con “scrapie”, sino
que es expresado en similares niveles tanto en animales normales como en animales infectados
con “scrapie”. Asimismo, se vio que la proteina PrP se expresa en muchos otros tipos de células

y tejidos, ademas 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 PrP5° (PrP de “scrapie”) mientras que a la PrP-sen se le conoce también
como PrP¢. La transformacion de la PrP-sen normal a la PrP-res es la causa de la patogénesis

de las enfermedades TSE.

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. Como se muestra en la figura 3, tras el tratamiento con
proteinasa K de extractos de tejidos de animales sospechosos, en los casos que se sigan

detectando bandas con los anticuerpos anti-PrP se puede concluir que el animal esta infectado.
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Figura 3: Resultado de prueba Western Blott como diagnostico de enfermedades TSE. Se
compara una muestra afectada por TSE (izquierda) y una normal (derecha), sin tratar (-) y

tratadas con proteinasa K (+). Aguzzi et al (2004).

3. La enfermedad en humanos.

Se trata de desdrdenes neurodegenerativos raros, con una incidencia mundial de 1-2
persona(s) por millén y por afio. Sin embargo, en los ultimos afios ha crecido el miedo hacia
estas afecciones al comprobarse que, a través de usos dietéticos, son verdaderas amenazas para
la salud publica. Es por esto por lo que la aparicion de la enfermedad en ganado se monitoriza
anualmente, y se registra un descenso significativo de focos de BSE y Scrapie en Espaiia entre
2001 y 2024 (Fig. 4).
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Figura 4: Focos de EEB (azul) y Scrapie (rojo) detectados en Espaiia entre 2001 y 2024.

Creacion propia basada en datos de https://www.mapa.gob.es/es/.

En humanos, las enfermedades TSE se subdividen en tres grupos: infecciosas,
familiares y esporaddicas. Las enfermedades de los tres grupos pueden ser transmitidas a
primates a través de la ingestion de cerebro. Y todas se caracterizan por la acumulacion de la
proteina PrP%¢ en el sistema nervioso central, bien en la forma de placas o de depositos
sindpticos.

3.1.TSE infecciosa.

Este grupo lo componen el kuru, la TSE iatrogénica y la vCJID. En todos los casos, esta
claro que los pacientes han estado expuestos al agente TSE a través del contacto con tejidos
cerebrales o material contaminado con el agente TSE. Este grupo supone el 2-5% de todas las
enfermedades prionicas. Casos de TSE iatrogénica se han inducido por trasplante de cornea de

pacientes con TSE o por neurocirugia, a través de la utilizacion de instrumentos


https://www.mapa.gob.es/es/

incompletamente esterilizados que con anterioridad se habian empleado con pacientes TSE.
Estudios han demostrado que los priones se adhieren con mucha facilidad a las superficies
metalicas. También se han reportado 226 casos en personas a las que se les habia inoculado la
hormona de crecimiento preparada a partir de glandulas pituitarias procedentes de cadaveres,
entre los que previsiblemente se encontraba algun paciente TSE no diagnosticado. También se
han descrito 228 casos en personas que han recibido trasplantes de duramadre (procedentes de

cadaveres con enfermedad CJD no diagnosticada).

Existen evidencias que relacionan la BSE y la vCJD. Las neuropatoldgicas asociadas a
esta enfermedad muestran caracteristicas distintivas del resto de enfermedades pridnicas en
humanos. Un hecho que llama la atencion es que en todos los casos de vCJD han ocurrido con
personas que eran homocigotos para metionina en la posicion 129 de la proteina pridnica
(determinado por la secuencia del gen), como se muestra en la tabla 1. Hasta ahora se han
descrito 230 casos, de los que 178 han ocurrido en Reino Unido. La mayoria de los casos han
ocurrido durante la segunda/tercera década de las personas afectadas. Los primeros sintomas

clinicos son problemas sensoriales y psiquidtricos que progresan a estados de demencia.

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

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

Hasta ahora, se han descrito cuatro casos de vCJD, cuya transmisién parece haber
ocurrido como consecuencia de transfusion sanguinea. Estos datos indican que los priones BSE

podrian recircularizar entre humanos.

3.2. TSE familiar.

Esta enfermedad esta asociada con la presencia de una alteracién genética dominante
autosomal del gen PrP. Se asocian con mutaciones patogénicas o inserciones en la fase de
lectura abierta del gen PrP; hasta ahora se han descrito unas 40 mutaciones diferentes en el gen
PrP asociadas a enfermedad. Estas enfermedades suelen desarrollarse en la edad media de una

persona, y suponen alrededor del 10-15% de las enfermedades pridnicas. Estas enfermedades



se denominan CJD familiar o GSS familiar dependiendo de si la caracteristica clinica principal
es demencia (CJD) o ataxia cerebelar (GSS). También a este grupo de enfermedades pertenece
la enfermedad del insomnio fatal (FFL, fatal familial insomnia). Aunque aiin no se conocen con
certeza las causas de estas diferencias patologicas, se relacionan con las distintas variantes del
gen PRNP, cuyas variaciones en aminodacidos se expresan fenotipicamente como distintas
enfermedades. Actualmente, asociamos las variantes E200K y V2011 a CJD, P102L a GSS y
D178N a IFF.

3.3.TSE esporadica.

La maés frecuente dentro de este grupo es la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD)
esporadica. Esta enfermedad ocurre con una incidencia mundial de 1 persona por cada millén
de poblacion y por afio, supone el 85% de las enfermedades prionicas. Suelen ocurrir en
personas mayores de 70 afios. En este grupo no se ha detectado una asociacion tan clara como
en vCJD con alelos PrP mutantes (ver Tabla 1) ni tampoco que los pacientes hayan estado
expuestos al agente TSE a través del contacto con personas o animales con TSE, pero si se
considera un aumento de la probabilidad de desarrollar la enfermedad en individuos
homocigotos para Metionina o Valina en el gen RPNP M129V. La hipotesis actual es una
mutacion somatica sobre PrP o a través de un proceso estocastico que desencadena la
formacion espontanea de PrP-res sin una mutacion PrP. Se manifiesta como una demencia que
evoluciona muy rapidamente, acompafniada de dificultades en los movimientos y problemas

visuales. La muerte suele ocurrir dentro de los 6 meses tras la aparicion de los sintomas.
En la figura 5 se muestra la localizacion anatomica de los priones en el cerebro de

acuerdo con el tipo de enfermedad; también se indican los sintomas clinicos asociados a cada

enfermedad.
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Figura 5: Localizacion en el encéfalo de los priones en las distintas encefalopatias

espongiformes transmitibles y sus sintomas caracteristicos. Imagen de elaboracion propia

en Biorender.

4. Aspectos moleculares de la patogénesis PrP.

Como se indicé antes, la PrP-res parece desempenar un papel central en las
enfermedades TSE, por lo que es importante entender en qué difieren la PrP-res y la PrP-sen
normal y qué es lo que conduce a la formacion de PrP-res. Hay que recordar que tanto la forma
normal como la anormal son codificadas por el mismo gen. Asi, parece que las diferencias
entre PrP-res y PrP-sen pueden ser conformacionales o, ademas, debidas a interacciones con
cofactores. De hecho, andlisis conformacionales han mostrado evidencias de que la PrP-res
tiene mayor contenido en estructura secundaria de hoja-beta que la PrP-sen (Fig. 6). En cambio,
PrP-sen tiene un alto contenido en a-hélice. Sin embargo, la proteina es estructuralmente

polidispersa, y de ahi la dificultad en cristalizarla.
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(#) Scrapie Prion Protein (PrP™) (b) Cellular Prion Protein (PrP)

Figura 6: Estructura de una proteina prionica normal (PrP¢) y la conformacion alterada
de la proteina prionica (PrP5°). Obtenida de Huang et al (1996)

La PrP es sintetizada inicialmente como un polipéptido de 253 aminoacidos (Fig. 7).
Sin embargo, un péptido sefial N-terminal de 22 aminoacidos es retirado durante la biosintesis
y otros 23 aminodcidos son retirados del extremo C-terminal durante la adicion de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Asi, la PrP madura consta de 209 aminoécidos. En el extremo
N-terminal existen cuatro repeticiones del octapéptido PHGGGWGQ, cada una de estas
repeticiones interacciona con un atomo de Cu(Il) u otros cationes divalentes, lo que ha llevado

a sugerir un papel de la proteina en la defensa frente al dafio oxidativo.
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Figura 7: Esquema de la estructura obtenida por resonancia magnética nuclear para la
proteina PrP¢. Obtenida de Das & Zou (2016).

La PrP, como una tipica glicoproteina de membrana plasmatica, comienza su ciclo
metabolico en el reticulo endoplasmatico (RE), donde sufre glicosilacion de restos de manosa
(la proteina tiene dos sitios posibles de glicosilacion, N-181 y N-197), la formacion de un

puente disulfuro entre los residuos C-179 y C-214, y adquiere el anclaje GPI (Fig. 8). En el

12



aparato de Golgi continta el proceso de glicosilacion, y finalmente es transportada a la
membrana plasmatica (Fig. 8). Se observa también cierta recirculacion entre la superficie
celular y vesiculas endociticas. La vida media de la proteina sobre la membrana se estima en
unas 3-6 horas. La proteina puede ser retirada de la membrana con tratamientos con fosfolipasa

0 proteasas.
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i

Internalizacion de parte
de la PrP:

Transports de e la PrP-sen en O\
membrana endosomas. Conversién de PrP-
plasmatica . sen a PrP-res en
La mayor parte se reciclan membrana
y regresan a la membrana plasmatica/
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Figura 8. Esquema del recorrido de la proteina prionica desde su sintesis en el reticulo
endoplasmatico hasta su anclaje mediante GPI en la membrana plasmatica y recirculacion
endocitica. Figura elaborada con BioRender. Modificada a partir de Das & Zou (2016).

Al contrario de lo que ocurre con la PrP normal, la PrP-res sobre las células infectadas

con ‘“‘scrapie” es resistente a los tratamientos con fosfolipasa y proteasas (proteinasa K).
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Ademas, la PrP-res presenta un recambio hacia el interior de las células muy bajo, lo que
explica suacumulacion in vivo. La conversion de PrP al estado de resistencia a proteasas ocurre
probablemente en la membrana plasmatica o a lo largo de vias endociticas hacia los lisosomas
(Fig. 8). El proceso de transformacion requiere una desnaturalizacion parcial de PrP-sen que
es favorecida en medio acido. Una vez formada, PrP-res se acumula en lisosomas secundarios,
sobre la superficie celular o en espacios extracelulares en la forma de depdsitos amorfos,
fibrillas o placas amieloides densas. En la figura 9 se muestra un modelo hipotético de como

estarian estructuras las fibras de proteina PrP-res.

»
v

Glicano
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196
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220

Figura 9. Estructura de los oligobmeros de PrP-res que dan lugar a la formacion de fibrillas
mediante el apilamiento de mondmeros a lo largo del eje del protofilamento, formando hojas 3
paralelas. Cada hebra coloreada representa un monomero de PrP. Figura elaborada con

BioRender. Modificada a partir de Kraus et al. (2013).

Como se forma la PrP-res ha sido motivo de discusion durante mucho tiempo. La
hipotesis mas aceptada es que la propia PrP-res instiga la formacion de nuevas PrP-res a través
de una interaccion directa con la PrP-sen endogena convirtiéndola en forma responsable de la

enfermedad TSE (Fig. 10)
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Figura 10. Representacion esquematica del mecanismo de propagacion del mal plegamiento
de PrP-res a PrP-sen, donde la forma mal plegada induce su conformacion en Prp-sen. Figura

elaborada con BioRender.

Una evidencia directa de este mecanismo ha sido obtenida en sistemas libres de células
en los que se ha demostrado que la PrP-sen puede ser convertida en la forma resistente a
proteasas en la presencia de PrP-res aislada de tejido de cerebro infectado con “scrapie”. En
concreto, se ha visto que la incubaciéon de PrPc radiactiva con PrP-res no marcada, en un

sistema libre de células, genera PrP-res radiactiva (Fig. 11)
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Figura 11. Experimento que demuestra que las proteinas pridnicas inducen inducen el cambio

conformacional de PrP-Sen hacia su forma patogénica. Figura elaborada con BioRender.

Ademas, este tipo de experimentos han servido para explicar el fenomeno de barrera de
especies. Asi, se vio que la PrP-res de hamster fue incapaz de convertir a la PrP-sen de raton

en la forma resistente a proteasas, mientras que la PrP-res de raton convierte de forma parcial
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a 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 actu6 de molde.

Posteriormente, se desarrolld una técnica denominada PMCA (protein misfolding
cyclic amplification) que permite producir in vitro grandes cantidades de PrP-res. Este método,
ademas de su valor diagndstico, puede entenderse como una demostracion del modo de
propagacion de los priones. En la figura 12 se ilustra el método. Pequenas cantidades de
material infectado son mezcladas con un homogenizado de cerebro normal. La conversion in
vitro, tedricamente hostigada por la PrP-res, se deja que ocurra a 37°C. Transcurrido el periodo
de incubacioén, la mezcla es sonicada, y esta etapa resulta critica. Aqui, la fuerza mecénica se
utiliza para romper los agregados de PrP-res formados en estructuras mas pequenas, que a su
vez actuarian de nuevos puntos de nucleacion para la formacion de mas PrP-res. De este modo,
varios ciclos de conversion y sonicacion se llevan a cabo para “amplificar” la cantidad de PrP-
res presente en la muestra. Sin embargo, la produccioén de nueva PrP-res resulta modesta si se

omite la etapa de sonicacion.
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Figura 12. Esquema del procedimiento PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification),
utilizado para la deteccion de PrP-res a partir de una muestra con una pequeia cantidad inicial
de proteina patogénica. El método permite amplificar in vitro la PrP-res mediante ciclos
alternos de incubacion y sonicacion, lo que favorece la fragmentacion de agregados y la
generacion de nuevos nucleos de conversion. Figura elaborada con BioRender. Modificada a

partir de Watts et al. (2006)

Mas recientemente se han realizado tres modificaciones de la metodologia PMCA que
han aumentado su eficiencia. Primero, la técnica se ha automatizado, pues el proceso requiere
de varios dias para completarse. Una segunda modificacion ha sido la inclusion de bolitas de
Teflon, que acelera la conversion a PrP-res, incrementando la sensibilidad de la técnica. Y la
tercera modificacion es que ha sido posible realizar la amplificacion de PrP-res de hamster en
presencia de PrP recombinante de hamster en lugar de utilizar tejido de cerebro como substrato.
En relacion con este Gltimo punto, cabe indicar que la técnica PMCA ha permitido detectar
PrP-res en sangre de forma temprana tras la infeccion de hamsters con muestras de scrapie.
Esto ha abierto la esperanza a que algun dia sea posible aplicar esta metodologia para el

diagnostico precoz de enfermedades TSE en humanos.

La técnica ASA (Amyloid Seeding Assay) es otra técnica de deteccion de priones, que
fue descrita en 2007 para la deteccion de priones en cerebros de pacientes con CJD. En esta
técnica se parte de una preparacion de priones, parcialmente purificada, y se mezcla con PrP
recombinante, producida en bacterias. La formacion de fibras se detecta mediante el cambio de
fluorescencia (de 342/430 a 442/482) que experimenta la tioflavina al interaccionar con la fibra
amieloide. Aunque la sensibilidad del ensayo depende de la cepa del prion, la técnica puede
llegar a detectar tan solo 1 fg (1 fentogramo equivale a 10-15 gramos). Ademas, es mas rapida

que la técnica PMCA, se puede completar en un dia, y no es dependiente de sonicacion.
S. 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
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transmision, el tiempo de incubacion hasta que se desarrollan los sintomas clinicos es mas
prolongado que cuando se inoculan en la especie en la que se aislaron. Esta caracteristica es

conocida como “barrera de especie” (Fig. 13).

Fenomeno de la barrera de especie
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Figura 13. Representacion esquematica del fendémeno de la barrera de especie en las
enfermedades pridnicas. Los priones aislados de una especie suelen ser menos infecciosos para
otras especies, como lo demuestran los tiempos de incubacion mas prolongados y las tasas de
infeccion reducidas. Estas diferencias se atribuyen principalmente a la variabilidad en la
secuencia de la proteina prionica (PrP) entre hospedadores, lo que dificulta el proceso de
conversion. Después de pases en serie, los tiempos de incubacion disminuyen gradualmente,
un fendmeno llamado adaptacion. En algunos casos, la barrera de especie es tan fuerte que no
se manifiestan signos clinicos, aunque los tejidos de estos animales pueden seguir siendo
infecciosos para especies susceptibles. Los huéspedes de la misma especie que el indculo
original pueden exhibir tiempos de incubacion notablemente largos debido a ciertos
polimorfismos del gen PRNP, un fendmeno que se conoce como la barrera de transmision.

Figura elaborada con BioRender. Modificada a partir de Aguzzi et al. (2007).
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Cuando se inoculan priones de una especie A a una especie B, normalmente s6lo unos
pocos animales de la especie B desarrollan enfermedad. Aquellos que la sufren lo hacen con
periodos de incubacion 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 B con priones
procedentes de individuos de la especie B, 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 fendmeno de adaptacion entre el prion y la proteina PrP-sen. Estos
estudios indican que la propagacion de los priones ocurre de forma més eficaz cuando la PrPSc
y la PrPc tienen la misma estructura primaria. Este hecho se le denomina también como

“barrera de secuencia”.

Mediante aproximaciones experimentales se demostrd 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.

A veces, la barrera de especies es tan fuerte que algunas especies animales no desarrollan
sintomas clinicos tras la infeccidon con priones procedentes de otras especies. Sin embargo, los
extractos de cerebro de estos animales aparentemente resistentes son capaces de transmitir la

enfermedad cuando se inoculan en huéspedes susceptibles (Fig. 13).

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, fendmeno que se denomina “barrera de

transmision” (Fig. 13).

No obstante, en algunos casos, la barrera de transmision entre especies se mantiene, aun
cuando la secuencia de la PrPc es idéntica entre el donante y el receptor. Por ejemplo, no se
produce la enfermedad cuando ratones que expresan la proteina PrPc humana son infectados
con priones de la enfermedad variante de Creutzfeldt-Jakob. Esto sugiere que ademas de la

proteina PrPc se requieren otros componentes, presentes en el donante, que no estan presentes,
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o no interaccionan de forma adecuada, en el receptor. A este hecho se le denomina como

“barrera celular” (Fig. 14).

Cepa de prion A

Especie D con
proteina PrP° humana

ESPECIE D MUESTRA DISTINTAS
INFECTIVIDADES SEGUN LA CEPA BARRERA DE
(ORIGINADA DE MISMO DONANTE) CEPA
Cepa de prion B CON LA QUE SE INFECTE

Cepas de priones de mismo
donante (humano)

L/

Especie D con
proteina PrP< humana

Figura 14. Representacion esquematica del fenomeno de la barrera celular y la barrera de cepa
en la transmision de priones. a | Barrera celular; la enfermedad no se desarrolla, aunque donante
y receptor compartan la misma secuencia de PrP. b | Barrera de cepa; distintas cepas derivadas
del mismo donante presentan diferente infectividad en receptores que expresan idéntica PrP.
Figura elaborada con BioRender.

Finalmente, cabe mencionar que dos cepas de priones (ver el apartado siguiente),
originadas en el mismo donante y, por tanto, teniendo la misma secuencia, pueden mostrar
diferentes infectividades en un receptor que expresa la misma PrPc. Por ejemplo, los priones
de la forma esporadica de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (pero no los priones de la forma
variante, como se indico arriba) son altamente infecciosos en ratones transgénicos para la PrPc

humana. Este fendémeno se le conoce como “barrera de cepa” (Fig. 14).

6. Cepas, aislados y tipos de priones.

Un hecho remarcable es la existencia de “cepas de priones” dentro de una misma especie
animal, que se diferencian en el tiempo de incubacion que necesitan para desarrollar
enfermedad, las caracteristicas histopatologicas de las lesiones, los blancos neuronales

especificos y la capacidad para atravesar la barrera de especie (Fig. 15). Es decir, una misma
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proteina pridonica puede adoptar varias conformaciones auto-replicantes, a éstas se les
denomina cepas de priones, y se especula que van a ser sus propiedades fisicoquimicas las que
van a ser responsables de su ensamblaje en agregados, y éstos, a su vez, responsables de los

fenotipos especificos de cada tipo de enfermedad.

Variacion de la cepa de priones
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Figura 15. Modelos de variacion de cepas de priones. La transmision de diferentes aislados de
a hospedadores genéticamente idénticos da lugar a fenotipos de enfermedad distintos, como
los tiempos de incubacion y el perfil de lesiones, los cuales estan determinados por el inoculo.
Estas caracteristicas persisten tras pases seriales a nuevos hospedadores. En algunos casos, las
cepas presentan firmas bioquimicas caracteristicas, como la movilidad electroforética del
nucleo resistente a proteinasa K (PK). Se piensa que esto resulta de conformaciones divergentes
de la proteina prionica de scrapie (PrPSc), las cuales provocan la exposicion de diferentes sitios
para la escision enzimatica. Figura elaborada con BioRender. Modificada a partir de Aguzzi et

al. (2007).
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Como se comentd antes, la proteina PrP tiene dos sitios de N-glicosilacion
(Asnl81IleThr y Asnl97PheThr), por lo que la proteina se puede encontrar en cuatro
glicoformas: diglicosilada, dos formas monoglicosiladas (segun el sitio de glicosilacion) y una
forma no glicosilada (Fig. 16). Ademads, existe una gran microheterogeneidad segun las
estructuras oligosacaridicas presentes. En general, la glicosilacion promueve la estabilizacién
de las proteinas, y esto también parece ocurrir en el caso de la proteina PrP, ya que en la fraccion
PrPSc (no digerida por proteasas) las formas glicosiladas son minoritarias, y de hecho, la forma
diglicosilada no suele estar presente en la fraccion resistente a proteasas. Ademas, cuando se

inhibe la glicosilacién, se observa una aceleracion en la formacion de la proteina pridnica.
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Figura 16. Esquema de las cuatro glicoformas de PrP (diglicosilada, monoglicosilada en N197,

monoglicosilada en N181 y no glicosilada) y su conversion a PrP-res en células que expresan
PrPV180I o en cerebros de pacientes con VPSPr. Tras el tratamiento con proteinasa K, solo las
formas Monol197 y Unglyc se convierten en PrP-res. Figura elaborada con BioRender.

Modificada a partir de Das et al. (2016).

La digestion de PrP-res con proteinasa K (PK) produce una rotura entre los residuos 87
y 91 (dependiendo de la cepa del prion). Una vez analizado por Western-blot se observan dos

bandas que corresponden a las formas mono- o no-glicosiladas (Fig. 16).
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Las diferentes cepas de priones se suelen diferenciar en algunas propiedades fisicas
como son susceptibilidad a la digestion con PK, movilidad electroforética después del
tratamiento con PK que refleja el sitio de corte en la region N-terminal, la relacion entre formas

di-, mono- o no-glicosiladas, y su estabilidad frente a agentes desnaturalizantes (Fig. 15).

La figura 17 ilustra los métodos biologicos y bioquimicos mas frecuentemente empleados para
caracterizar las diferencias entre las cepas de priones (tiempo de incubacion, movilidad
electroforética, signos clinicos, patrén de glicosilacion, perfil de lesiones en el cerebro,

sensibilidad a proteinasa K).
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Figura 17. Diferencias de parametros biolégicos y bioquimicos entre cepas pridnicas. A)
Diferencias entre cepas seglin su periodo de incubacion. B) Hay manifestacion diferencial de
signos clinicos entre cepas. C) Segun la cepa, la localizacion en el cerebro de esta varia. D) El
tratamiento con proteinasa K (PK) genera diferentes fragmentos entre cepas. E) También se
pueden observar diferentes patrones de glicosilacién en cada cepa. F)Las cepas muestran

diferentes grados de resistencia frente al tratamiento con PK. Figura de elaboracion propia con

BioRender.

23



Asi, un ejemplo de cepa de prion infecciosa y promiscua lo constituye la cepa causante
de BSE (bovine spongiform encephalopathy or mad cow disease). Esta cepa es capaz de
transmitirse eficientemente entre un rango amplio de especies animales. Ademas, lo que resulta
especialmente significativo, es que es capaz de mantener sus caracteristicas bioldgicas en su

paso a través de especies intermedias con PrP con distinta estructura primaria (Fig. 18).

- — ah - -
2o Y=
o il m P —
N - ™ o »L‘_ SN — -
) — b
-
O)x__» ——

A . Il I = — :’
G, ™
W _— =) — s
ae— =

Figura 18. Las propiedades de una tinica cepa pueden mantenerse después de sucesivos pases
en un rango amplio de especies diferentes con distintas secuencias de PrPC, cuando vuelven a
ser aisladas en el hospedador original. Figura elaborada con BioRender. Modificada a partir de

Collinge et al., 2007.

Existe una gran variedad de cepas de priones que se han aislado y son propagadas en
ratones, donde mantienen sus caracteristicas de periodos de incubacion y neuropatologia. Estas
cepas no son codificadas por diferentes PrP, ya que la secuencia primaria de los ratones es
idéntica, ya que solo existe un gen (Fig. 19). Ademas, como se indicé antes (Fig. 18), las cepas
pueden aislarse de nuevo en ratones, después de haberse propagado en distintas especies

animales.
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Figura 19. Propagacion de cepas de priones. Las cepas pueden ser diferenciadas segiin sus
periodos de incubacion (longitud de la flecha) y neuropatologia (area del cerebro en rojo)
cuando se inoculan en lineas de ratones congénitos. Se ilustran en Western blots esquematicos
los fragmentos de PrPSc especificos de cada cepa resultantes de su protedlisis. Tanto las
caracteristicas bioldgicas como bioquimicas de cada cepa se conservan en los sucesivos pases
en hospedadores que expresan la misma PrPC. Imagen obtenida de Collinge & Clarke (2007)

y modificada con BioRender.

Resulta bastante dificil de imaginar como se mantienen y propagan las caracteristicas
bioquimicas de las cepas de priones en una misma especie, como una misma cadena
polipeptidica puede dar lugar a distintas conformaciones y, €stas, a su vez, ocasionar distintos
grados de patologia. Asi, por ejemplo, los distintos tipos de PrPSc en humanos se caracterizan
por dar distintos tipos de fragmentos proteoliticos y de relacion de glicoformas tras el
tratamiento con proteinasa K y, ademds, se encuentran asociados a diferentes fenotipos

clinicopatologicos de CJD.

Pero, ain mas, cuando se transmiten priones humanos o bovinos a ratones normales
(que expresan la PrPC de raton), la PrPSc que se forma genera los mismos fragmentos
proteoliticos y las mismas ratios de glicosilacion que el indculo original. Esto demuestra la
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capacidad que tienen los priones de transmitir sus caracteristicas estructurales. De hecho, las
seflas de identidad de los priones BSE se mantienen en varias especies de mamiferos,
incluyendo los humanos (Fig. 18). COmo se mantienen las caracteristicas estructurales y las

ratios de glicosilacion, sigue siendo una intrigante cuestion atn sin resolver.

Por otro lado, en algunas enfermedades pridnicas coexisten varias cepas de un mismo
prion; ejemplos son el “scrapie” de las ovejas y la enfermedad CJD en humanos. Se piensa que
diferentes poblaciones celulares dentro de un mismo huésped pueden generar distintos
ambientes que conduzcan a una seleccion de cepas. Es mas, se postula que la infeccion de un
huésped con una “cepa linfotréfica”, que rapidamente coloniza tejidos linfoides, pero presenta
una larga latencia hasta que se produce la neuroinvasion, podria deberse en parte a la necesidad
de que se produzca la seleccion de una “cepa neruoinvasora”. Esta hipotesis se basa en la
existencia de diferentes tipos de PrPSc en los tejidos periféricos de pacientes vCJD, en los que

la colonizacion de los tejidos linfoides precede la enfermedad neurolédgica.

7.Una teoria unificadora de cepas y barrera de

especie.

Los genes PrP de mamiferos estan altamente conservados, lo que hace que las proteinas
PrP tengan una estructura primaria muy similar, esto es probablemente la razon fundamental

que explica la habilidad de los priones para infectar a especies distintas.

Se piensa que, por razones termodinamicas, dictadas por su secuencia primaria, una
determinada PrPSc va a ser capaz de adoptar una serie de conformaciones infecciosas. En
consecuencia, solo se va a producir propagacion de un prion entre dos especies, cuando sus
correspondientes proteinas PrP sean capaces de adoptar una serie de estados conformacionales
similares; no dandose propagacion cuando la PrP de la especie receptora sea incapaz de adoptar
una conformacion PrPSc permisiva, existiendo asi una barrera de transmision (Fig. 20). En este
modelo, la facilidad de transmitirse entre especies de un prion vendra dada por el mayor

solapamiento de estados conformacionales que las PrPC de huésped y donador compartan.
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Figura 20. Explicacion grafica de la Teoria de la Barrera de Transmision entre especies.
A) Seleccion conformacional y barreras de transmision. Cada individuo es compatible con una
serie de cepas pridnicas y la transmision entre especies determina la facilidad con la que se
transmiten. B) Propagacion selectiva o mutacion de una cepa. Puede darse el caso de que el
hospedador favorezca la propagacion de la cepa dominante (A) o de una minoritaria (B),
pareciendo una mutacion de la cepa. O puede ocurrir que, con una cepa clonal, el hospedador
no sea compatible con esta y la transmision solo se dé en caso de mutacion. Las dos alternativas
no son mutuamente excluyentes. Modificada a partir de la figura de Collinge & Clarke (2007)
con BioRender.

Volviendo a la alta capacidad de cruzar especies del prion BSE, esta cepa debe
representar una conformacion termodindmicamente muy favorable que es transmitida con
facilidad a un gran niimero de especies diferentes, dando cuenta de la gran promiscuidad de
esta cepa entre los mamiferos. Ciertamente, esta cepa fue seleccionada por un proceso
industrial en el que los desechos de animales se reciclaban, lo que posiblemente favorecio la
reinfeccion de animales, hasta que se gener6 la epidemia BSE en Reino Unido. De hecho, la
cepa BSE es particularmente termoestable, lo que seguramente es un factor favorecedor del

Proceso.

Otro ejemplo ilustrador del modelo de seleccion clonal lo encontramos en el
polimorfismo PrP humano (M129V), conocido desde hace mucho tiempo por ser un
determinante clave de susceptibilidad genética a las enfermedades pridnicas. Es de destacar,
que todos los pacientes con vCJD ensayados (= 200) son homocigdticos para el alelo metionina

en posicion 129 (un genotipo que constituye aproximadamente 1/3 de la poblacién normal). La
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razon parece estar en que la valina en 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 formas clinicas de las
enfermedades TSE en humanos. Esto es debido en parte a que cuando se observan los sintomas
clinicos ya se han producido lesiones neuropatologicas. Sin embargo, el conocimiento en
detalle de los procesos de formacion y propagacion de los priones ha permitido disefiar posibles

tratamientos, algunos probados con €xito en animales de experimentacion.

& Protofibrillas

Estrés, %‘
mutaciones, edad
o sobreexpresi()n /——\
Fragmentacion

B i =Gy —=—RR

P M S I I
S o e

Traduc'mon Proteina Proteina mal Oligémeros ‘
proteica plegada HSP70 HSP70
plegada S 'w R
correctamente ERAD ERAD \ \
i3 Fragmentacion » N
Degradacion por W &
Leyenda proteasoma ‘e R .
CLIPS: Chaperonas ligadas a la & ’ f_v Fragmentos de k
sintesis de proteinas ‘ d ‘ proteina

ERAD: degradacion proteica asociada degradada

al Reticulo Endoplasmatico
HSP: proteina de choque térmico
(Heat shock protein)

Figura 21. Formacion y degradacion de las fibras amiloides. Las chaperonas ligadas a la
sintesis de proteinas (CLIPS) guian y supervisan el correcto plegamiento de las cadenas
polipeptidicas recién sintetizadas. Las proteinas mal plegadas inducidas por sobreexpresion,
mutaciones, estrés o la edad, pueden replegarse correctamente gracias a las proteinas de choque
térmico (HSPs), sufrir degradacion o agregarse en oligdmeros ricos en B-laminas. Estos
oligdmeros son considerados los agregados mas toxicos. Modificada a partir de la figura de
Scheckel & Aguzzi (2018) con BioRender.

En la figura 21 se ilustra el proceso de nucleacion y fragmentacion de las fibras
amieloides formadas por los priones. Las chaperonas desempefian papeles relevantes en el

proceso. Asi, por ejemplo, el sistema ERAD (Endoplasmic reticulum-associated protein
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degradation) o la ubiquitinacién mediada por HSP70 se consideran mecanismos destinados a
la degradacion tanto de proteinas mal plegadas como de agregados, siendo, por tanto, procesos
inhibidores de la formacion de fibras amieloides. En cambio, la HSP90 actuaria estabilizando
los oligdbmeros y favoreciendo la formacion de fibras amieloides, a través de la incorporacion
de proteinas monoméricas tanto bien como mal plegadas. La fragmentacion de las fibras
produce nuevos “propagones” que sirven para amplificar la propagacion de los agregados
prionicos. [Se define como propagén a la unidad minima con capacidad de autorreplicarse; en

este sentido, propagon y prion son términos equivalentes].

c. Estabilizacién del agregado d. Anticuerpos

Politiofenos Inhibicién de

LCPs \. la conversién
%. del sustrato

Fagociosis & .
Jort &,\&

0\
Inhibicion de

la conversion
del sustrato

Figura 22. A) Sobreexpresion de HSP70 e inhibicion de HSP90. B)Uso de antipriones. C) Uso
de politiofenos asociados a luminiscencia (LCPs) para estabilizar los agregados. D)
Anticuerpos contra los agregados. Modificada a partir de la figura de Scheckel & Aguzzi
(2018) con BioRender.

En la figura 22 se muestran aproximaciones que se estdn siguiendo para frenar el

desarrollo de las enfermedades prionicas.

Por un lado, se est4 investigando en el desarrollo de los llamados “anti-priones”, que
son agregados de PrP inocuos que, una vez inoculados, compiten con los priones por el mismo
sustrato PrPC, reduciendo la replicacion de los priones. Experimentos en animales han
mostrado que una unica dosis reduce en un 99% la infectividad de los priones, lo que habla de

su valor terapéutico (Fig. 22).
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La sobreexpresion de HSP70 o la utilizacion de inhibidores de HSP90, que conducen a

la disminucion de los agregados, son otras vias de investigacion.

Una tercera via es la estabilizacion de las fibras prionicas, para evitar su propagacion
(formacion de “propagones”), que es una fase muy importante en el ciclo replicativo de los
priones. Sustancias como los politiofenos se han mostrado eficaces en este objetivo. Asi, su
aplicacion en ratones permite prolongar un 80% la vida de los ratones infectados con priones.
Estas sustancias son bien toleradas por los ratones y tienen la capacidad de atravesar la barrera

hematoencefalica.

Una cuarta via estd basada en el desarrollo de anticuerpos. Estos, mediante la union a
las proteinas PrP o a los agregados, bloquearian el proceso de conversion y, por tanto, la
replicacion de los priones. Ademads, estos anticuerpos podrian favorecer la retirada de las fibras

pridnicas, al estimular su fagocitosis por células del sistema inmunitario.

9.Bases moleculares de la patologia de las

enfermedades prionicas.

El sintoma clinico de las enfermedades pridnicas es el desarrollo progresivo de
problemas neurologicos 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.

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.

Por otro lado, se considera que la microglia no desempena un papel importante en la
replicacion de los priones. Es mas, se piensa que tienen un papel protector al retirar activamente

priones para su eliminacion.

9.1.La proteina PrPc v su papel en las enfermedades prionicas.
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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 estd de acuerdo con
la necesidad de que exista PrP-sen para ser convertida 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,
aunque su funcion fisiolodgica no es muy bien conocida. Se le han atribuido varias funciones:
regulacion de la respuesta inmunitaria, transduccion de sefales, 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. También se encuentra

soluble en varios fluidos corporales como el plasma o la leche.

Sin embargo, los ratones deficientes en PrP-sen, no muestran un fenotipo claro que
pueda relacionarse con la falta de PrP-sen, probablemente debido a mecanismos
compensatorios. Lo que 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

proposito de generar susceptibilidad a las enfermedades pridnicas.

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 funcidén sinéptica, la activacion linfocitaria, la adhesion celular, la
renovacion y proliferacion de células pluripotentes (stem cells) y el olfato. En consecuencia, la
PrP parece intervenir en multiples aspectos celulares (papel pleiotrdpico) y se postula que

podria estar implicada en vias de sefializacion celular.

Entre las funciones que la proteina PrPc podria estar desempefiando se han sugerido las
siguientes. Dada su alta afinidad por cobre, se piensa que podria ser un transportador de cobre.
También, en este sentido, se ha planteado un efecto antioxidante, reduciendo los niveles de
especies reactivas de oxigeno. También podria estar implicada en la neurotransmision. Por otro
lado, dada su capacidad por interaccionar con laminina, se ha sugerido un posible papel en

adhesion celular y en la regulacion de la neuritogénesis.
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9.2.PrP v neurotoxicidad.

Cuadl es la causa de la muerte celular durante la neurodegeneracion provocada por los
priones es una cuestion clave que esta atn sin resolver. La pérdida de funcion de PrP€ no parece
ser una causa suficiente: los ratones deficientes en el gen PrP son esencialmente normales. Sin
embargo, la conversion de PrP® a PrP5¢ 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. Por un lado, se ha visto que no existe una relacion
directa entre la cantidad de depositos PrP5¢ y la aparicion de sintomas clinicos. Por otro lado,
se ha visto que la PrP%° no resulta toxica a neuronas que no expresan PrP¢. Esto indica que la
toxicidad requiere la interaccion entre PrPSc y la PrPc nativa en la membrana neuronal,
posiblemente generando alteraciones de los complejos de sefializacion sinaptica o receptores

asociados a lipidos de membrana (también llamados rafts).

Ademas, se ha visto 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 neuropatologicos. Es de destacar que esta
reversion tiene lugar a pesar de que la PrPS° 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, aunque no presentan sintomas clinicos de enfermedad pridnica cuando son infectados
experimentalmente, si que sus cerebros acumulan placas de PrP5¢. 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 que 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.
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Como posible explicacién, se ha sugerido que la PrP*¢ es inerte, y que la toxicidad es
debida a una especie minoritaria (denominada PrPt, “L de letal”), que seria generada como un
intermediario o producto secundario durante la propagacion de los priones. En la figura 23 se
muestra el modelo propuesto, que acomoda los siguientes dos axiomas: i) la PrP5¢ actia como

molde para la conversion PrP¢ — PrPS¢: ii) PrPS¢ no es un agente toxico en si mismo.
b
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Figura 23: Modelos ilustrativos para la produccion de PrPL. Obtenida de Collinge y
Clarke, 2007

El modelo postula que durante la progresion PrP¢ a PrP% se forma un estado

intermediario (PrPY). El modelo se puede expresar matematicamente como:

k k
PrP+PrP® —PrP>::PrP® —LPrP% . prPt 2

PrP% ;. PrP™ — PrP* + Prp™°

De acuerdo con el modelo, PrPl es la especie toxica, y la relacion de toxicidad e
infectividad viene dada por la ratio de velocidad de conversion (k1) y la velocidad de
maduracion (k2). En el caso de una infeccion subclinica, habria una velocidad relativamente
lenta de conversion (k1) y una alta velocidad de maduracién (42), lo que significaria unos bajos

. L . . 7 7 . *r 4
niveles de PrP~. Lo contrario ocurriria durante los procesos patologicos, cuya evolucion mas

répida o lenta vendria dictada por la razén ki/ k.
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La hipdtesis con mas consenso sobre el efecto citotdxico del proceso de transformacion
a la forma prionica de PrP¢ es que, esta transformacion, podria activar la respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR, unfolded protein response). Una consecuencia de la induccion de UPR es
el bloqueo generalizado de la traduccion de proteinas, mediada por la fosforilacion de la kinasa
EIF2AK3 (eukaryotic translation initiation factor 2-a kinase 3), que a su vez fosforila y
desactiva a la subunidad o del factor 2 de iniciacion de la traduccion (elF2a o EIF2S1). Asi, la
represion global de la sintesis de proteinas, a través de la fosforilacion de elF2a, conduciria

finalmente a una muerte de neuronas y a una disfuncién sinaptica.

10. Expansion de la proteina prionica en el

organismo.

Dado que la proteina pridnica debe acceder al SNC para causar enfermedad, la
expansion entre tejidos es un requisito para que esto ocurra (Fig. 24). Por ejemplo, tras la
exposicion oral, que es una forma frecuente de transmision, los priones atraviesan la mucosa
intestinal, posiblemente a través de los parches de Peyer, e interaccionan con la superficie de
las células dendriticas foliculares del tejido linfoide, desde donde pueden interaccionar con los

nervios entéricos que los conduciran al SNC.

Latrogénico

Spontaneous
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Figura 24: Fuentes de infeccion por priones en humanos. Obtenida en Kraus et at. 2013.
(Calidad de imagen mejorada mediante [A).

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica se adquiere por la transferencia de la
hormona de crecimiento contaminada con priones, transplantes de duramadre de cadéaveres,

instrumentos quirurgicos contaminados, transplantes corneales y transfusiones sanguineas.

Por otro lado, también tiene que ocurrir una transmision entre células. Se piensa que es
preciso que exista una proximidad entre ellas y posiblemente una transferencia de membrana
entre las células, dado que la proteina PrP-res se encuentra anclada a la membrana de la célula
infectada a través del anclaje GPI, esto ha llevado a plantear que los exosomas pueden ser un

mecanismo adecuado para la propagacion de los priones entre las células (Fig. 25).

Otra posible ruta de transmision directa célula-a-célula son los nanotineles, que son
nanotubos muy finos que conectan células y desempefian un papel en comunicacion celular.

Organulos como mitocondrias y lisosomas pueden ser transportados mediante estas estructuras.
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Figura 25: Posibles vias de propagacion del prion de una célula a otra. Figura de

elaboracion propia con BioRender. (Calidad de imagen mejorada mediante [A)
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11. Cuestiones por resolver

Aun existen muchas incognitas sobre los mecanismos patologicos que desencadenan

los priones y otros aspectos, como son:

- No se conoce como 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 pridnicos causan neurotoxicidad.

- Tampoco se sabe por qué los priones no son toxicos para las células del sistema

inmunitario, donde se acumulan en altos niveles.

- Y la cuestion fundamental, la funcion fisiolégica de PrP¢, también permanece sin

resolver.

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

Por otro lado, procesos neuropatologicos como la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Huntington, son causados por la acumulacion de
proteinas denominadas “prion-like” o prionoides: la proteinas amieloide B y tau (Alzheimer),
la sinucleina o (Parkinson) y la proteina huntingtina (Huntington). Si bien, la naturaleza

infecciosa de estos procesos no ha sido probada (Fig. 26).
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Figura 26: Los trastornos neurodegenerativos se han vinculado a diversos agregados
proteicos y, por lo tanto, pertenecen a la categoria mas amplia de trastornos de

plegamiento incorrecto de proteinas (PMD). Obtenida de Scheckel & Aguzzi (2018).
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