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1. Introduccion

Como vamos a ver en este tema, los priones son proteinas con la capacidad de
inducir enfermedades. Ademas, son infecciosos, lo que supone romper con el paradigma
de que la informacién es portada solo por los acidos 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 prionicas 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 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 prionicas. 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

funcién del genoma.

Actualmente, se define como pridn 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. Ademas, 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 prionicas 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 (o0 mal de las vacas locas) en vacas, y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, el kuru

y el sindrome Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) en humanos.
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Todas estas enfermedades son causadas por agentes infecciosos distintos a los
habituales: virus, bacterias o parasitos. Son causadas por la proteina prioénica PrP (“prion
protein”), codificada por el gen PRNP. El término “prién” fue acunado en 1982 por
Stanley Prusiner para referise 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, nédulos

linfaticos y timo). Sin embargo, los procesos patoldgicos parecen ocurrir s6lo en el SNC.

La demencia y la ataxia cerebelar son los sintomas clinicos mas 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,
acompafiada de una vacuolizacién 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).

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 v,
posteriormente, se demostré 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 convirti6 en una gran
epidemia, se atribuyd 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
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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, aungue el
namero total de animales infectados se estimd en méas de dos millones. BSE también se
ha producido en otros paises (principalmente europeos), con epidemias significativas en
Suiza, Irlanda y Portugal. Ademas, lo que resultd ain mas preocupante es que estas
enfermedades podian ser transmitidas entre especies por inoculacion o a través de la dieta.
Se estimd 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 esta causada por la misma especie de prion que causé 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 préacticas
canibales, de comer a sus familiares muertos. Estas practicas dejaron de hacerse a finales

de los afios 50.

2. Biologia del agente infeccioso

Mediante experimentos de ultrafiltracion se demostro que el agente TSE tenia un
tamanio entre 20 y 100 nm, un tamafio parecido al de algunos virus convencionales. Sin
embargo, el empleo de técnicas de ultracentrifugacién ha 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 observo 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 0 un sistema
extremadamente eficiente de reparacion. También se vio que los agentes TSE eran mucho
mas 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
mediante autoclavado convencional. De hecho, una forma de propagacion de TSE entre

pacientes ha sido por una incompleta inactivacion con formaldehido del material
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quirdrgico. Entre los métodos probados, el tratamiento del material con NaOH 1N y su
posterior autoclavado a 121°C durante 1 hora se ha mostrado eficaz en la inactivacion de

los priones.

Analisis 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 prionica, se pudo clonar el cDNA PrP
utilizando muestras de RNA procedentes de cerebros con “scrapie” de raton y hdmster.
Lo sorprendente fue descubrir que el mMRNA 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 PrPS¢ (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 es el mejor método de
diagnostico de estas enfermedades. Como se muestra en la figura 1, 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 1. Deteccion de PrP-res por Western blot como método diagnostico de
la enfermedad pridnica. Carriles 1y 3: controles negativos, sin tratar con
proteinasa K. Carriles 2 y 4: tratamiento con proteinasa K. Carril 2: PrP-res.
Carril 4: PrP-sen. [Imagen obtenida de Agazzi & Polymenidou (2004)]

3. Laenfermedad en humanos

Se trata de desdrdenes neurodegenerativos raros, con una incidencia mundial de
una persona 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.

En humanos, las enfermedades TSE se subdividen en tres grupos: infecciosas,
familiares y esporadicas. Las enfermedades de los tres grupos pueden ser transmitidas a

primates a través de la ingestion de cerebro.

3.1 TSE infecciosa

Este grupo infeccioso 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 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



Microbiologia Clinica
Tema 2: Enfermedades causadas por priones

glandulas pituitarias procedentes de cadaveres, entre los que previsiblemente se
encontraba algln paciente TSE no diagndsticado. También se han descrito 228 casos en
personas que han recibido transplantes 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
posicién 129 de la proteina pridnica (determinado por la secuencia del gen), como se

muestra en la tabla 1.

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

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

Hasta ahora, se han descrito cuatro casos de vCJD, cuya transmision 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 alteracion 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 (FFI,
“fatal familial insomnia”). Sin embargo, todavia no se ha podido explicar cuéles son las
causas de estas diferencias en patologia, aunque parece estar relacionada con la

distribucién de PrP-res en el cerebro.
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3.3 TSE esporadica

La més frecuente dentro de este grupo es la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
(sCJD) esporadica. Esta enfermedad ocurre con una incidencia mundial de 1 persona por
cada millon de poblacion y por afio, supone el 85% de las enfermedades prionicas. En
este grupo no se ha detectado una asociacion tan clara como en vCJD con alelos PrP
mutantes (ver Tabla 1) aunque si se ha establecido una correlacion (ver tabla 2), ni
tampoco que los pacientes hayan estado expuestos al agente TSE a través del contacto
con personas o animales con TSE. 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. Ademas de la relacion con polimorfismos en el gen PRNP,
se ha establecido una correlacion, aun por confirmar de forma definitiva, con

polimorfismos en los genes PLCXD3, MTMR?7 y el gen de la catepsina D.

_ Frecuencia ) o Ubicacion de
Subtipo Sintomas neurologicos
(%) PrP
MM1 57 Cambio espongiforme y aparicion de | Granular,
MV1 6 microvacuolas en cerebro y cerebelo. sinaptica.
MM2 Cambio espongiforme en corteza )
) 7 Perivacuolar
cortical cerebral.

Pérdida de neuronas en tdlamo, cambio
MM?2 L espongiforme  limitado.  Fenotipo | Granular,
<

talamica similar a FFI, por lo que se denomina | sinaptica.

“insomnio fatal esporadico”.

Cambio espongiforme y microvacuolas | =~
VV1 2 ] Sinaptica.
en lébulo temporal.

Perdida neuronal y gliosis en cerebelo, | Perineuronal,
VV?2 14 cambio espongiforme en la capa Il de | sinaptica; forma

la corteza cerebral. placas.

Placas similaresa lasde Kuruencorteza | =
o ) Sinaptica; forma
MV2 14 cerebral, aparicion de microvacuolas y
) ) placas.
cambio espongiforme.

Tabla 2. Subtipo de sCJD en funcion del genotipo del codon 129 del gen PRNP. [Adaptada de Ritchie & Ironside
(2017)]
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Recientemente se ha descrito otra enfermedad prionica esporadica, la VPSPr
(Variably protease-sensitive prionopathy), todavia de causa desconocida y por tanto sin
criterio de diagnostico establecido. Los pacientes suelen ser de edad avanzada, y sufren
varias afecciones; entre ellas, alteraciones motoras y neuroldgicas, ataxia y deterioro
cognitivo. La enfermedad se desarrolla durante un tiempo mas largo que la sCJD. Como
ya se ha comentado es dificil de diagnosticar y por ello muchos casos se han identificado
tras la autopsia del paciente, por lo que se piensa que realmente las estadisticas podrian

subestimar la frecuencia con la que se da la enfermedad.

VPSPr ha podido identificarse al examinar PrP-res de cerebro por Western blot.
Al contrario que en sCJD, en la cual el polimorfismo predominante del codén 129 es MM,
en esta enfermedad es més frecuente el genotipo 129VV, siendo MM el menos frecuente.
La enfermedad se caracteriza por cambio a morfologia espongiforme, aparicion de
vacuolas de un tamafio intermedio y placas amiloides en el cerebelo, a diferencia de sCJD,
donde estos cambios se dan mayormente en el cerebro. Ademas, PrPSc es relativamente
menos resistente a la digestion por proteinasa K, resultando en un patrén de bandas
caracteristico con una banda de 8 kDa.
Existe una relacién entre el tipo de enfermedad (y sus sintomas) y el lugar del cerebro

donde se observa la acumulacion de proteinas prionicas (figura 2).

Figura 2. Localizacion de PrP en el cerebro y sintomas clinicos.
Cortex

Corteza: pérdida de memoria y agudeza mental, también
dificultad visual (CJD).

Talamo: “Fatal familial insomnia” y subtipo MM?2 talamica de
sCJD.

Cerebelo: pérdida del control de los movimientos y dificultad
para caminar (Kuru, GSS, VPSPr, algunos subtipos de sCJD).

‘ ,”Wl"ebellu m

e QQ‘UNL (EERYE  Tallo: lugar donde preferentemente se localizan los priones en la

Brain Stem " S

(BSE) enfermedad variante CJ (relacionada con BSE). Mdltiples

sintomas: desgana, dificultad para memorizar, pérdida de
control sobre el movimiento muscular, problemas de habla.
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4. Aspectos moleculares de la patogénesis PrP.

Como se indico antes, la PrP-res parece desempefiar un papel central en las
enfermedades TSE, por lo que es importante entender en queé 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 (figura 3). 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.

PrP-sen (PrPc) P PrP-res (PrP%)

Figura 3. Cambio conformacional de la proteina PrP. La proteina PrP celular (PrP-sen), que presenta mayor
contenido en a-hélice, pasa a PrP patoldgica (PrP-res), que presenta mayor contenido en hoja p.

La PrP es sintetizada inicialmente como un polipéptido de 253 aminoacidos
(figura 4). Sin embargo, un péptido sefial N-terminal de 22 aminoacidos es retirado
durante la biosintesis y otros 23 aminoacidos son retirados del extremo C-terminal
durante la adicion de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Asi, la PrP madura consta de 209
aminoacidos. En el extremo N-terminal existen cuatro repeticiones del octapéptido
PHGGGWGQ), cada una de estas repeticiones interacciona con un atomo de Cu(ll) u otros
cationes divalentes, lo que ha llevado a sugerir un papel de la proteina en la defensa frente

al dafio oxidativo.

10
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Figura 4. Estructura de PrP® humana. Estructura obtenida por resonancia magnética nuclear (RMN) donde se
muestra la estructura, las modificaciones postraduccionales y los epitopos de los anticuerpos anti-PrP. La PrP
humana madura contiene 209 amino&cidos. Presenta un dominio N-terminal flexible que contiene cuatro
octapeptidos de union a cobre repetidos y un dominio C.terminal plegado que presenta dos laminas- y tres a-
hélices. Las cisteinas en las posiciones 179 y 214 forman un puente disulfuro entre los dominios a2 y a3. Los
residuos en posiciones 181y 197 pueden ser glicosilados y el anclaje GPI esta unido al residuo 231. Los epitopos de
los anticuerpos anti-PrP 1E4 y 3F4 se localizan en los residuos 97-105 y 106-112 respectivamente. [Imagen
obtenida de Das & Zou (2016)]

La PrP, como una tipica glicoproteina de membrana plasmatica, comienza su ciclo
metabdlico en el reticulo endoplasmatico (RE), donde sufre glicosilacion de restos de
manosa (la proteina tiene dos sitios posibles de glicosilacién, N-181 y N-197), la
formacion de un puente disulfuro entre los residuos C-179 y C-214, y adquiere el anclaje
GPI (figura 5). En el aparato de Golgi continua el proceso de glicosilacion, y finalmente
es transportada a la membrana plasmatica (figura 5). 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 o proteasas.

Figura 5. Biosintesis, trafico y conversion de PrP
Anchorless PIP¢ Q) Anchored PrP¢ PrpSc celular. PrP¢ es sintetizado y modificado
postraduccionalmente en el reticulo endoplasmico
(RE). De ahi es transportado a la membrana
celular tras sufrir mas modificaciones en el Golgi.
En el RE la proteina sufre la protedlisis de los
péptidos sefial del N'y C-terminal, seguido de la
adicion en el N-terminal de residuos glucidicos asi
como un anclaje tipo GPI. Finalmente, se forma
un Unico puente disulfuro. Tras llegar a la
membrana celular, algunos PrP¢ son
Endosome/ internalizados en endosomas, aunque la mayoria
lysosome acaban siendo reciclados de vuelta a la
membrana. Un nimero limitado de PrP
Z endocitados son proteolizados en el residuo 110.
= Z El PrP anclado en la membrana puede ser
- liberado al espacio extracelular por la protedlisis
f Endoplasmic del anclaje tipo GPI. La conversion de PrP¢ a
\ reticulum PrPS¢ ocurre tanto en la membrana celular como
en los endosomas o lisosomas. Se han observado
? ? acumulaciones de PrP¢ insoluble alrededor del
Insoluble PrP¢ Q\ nticleo. [Imagen obtenida de Das & Zou (2016)]

Nucleus

\
-7
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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). Ademas, la PrP-res presenta un recambio hacia el interior de las células
muy bajo, lo que explica su acumulacion 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 (figura 5). EI proceso de transformacion requiere una
desnaturalizacion parcial de PrP-sen que es favorecida en medio &cido. 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 6 se muestra un modelo hipotético de como estarian estructuras las fibras de

proteina PrP-res.

144

Glycan
Natural disulfide bond

Protofilament axis

Figura 6. Modelo de la estructura de PrP. Los mondmeros de PrP* se alinean a lo largo del eje del protofilamento
dando lugar a apilamientos de laminas 5. Cada cadena coloreada representa un monomero de PrP. Las flechas
representan laminas B y las lineas a hélices y giros. [Imagen obtenida de Kraus et al. (2013)]

Como se forma la PrP-res ha sido motivo de discusién durante mucho tiempo. La
hipdtesis 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. 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 incubacion de
PrP° radiactiva con PrP-res no marcada en un sistema libre de células genera PrP-res
radiactiva. Ademas, este tipo de experimentos han servido para explicar el fenémeno de
barrera de especies. Asi, se vio que la PrP-res de hamster fue incapaz de convertir a la
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PrP-sen de raton en la forma resistente a proteasas, mientras que la PrP-res de raton
convirtié de forma parcial a la PrP-sen de hdmster. 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.

Posteriormente, se desarrolld6 una técnica denominada PMCA (“protein
misfolding cyclic amplification”) que permite producir in vitro grandes cantidades de
PrP-res. Este método, ademas de su valor diagnostico, puede entenderse como una
demostracion del modo de propagacion de los priones. En la figura 7 se ilustra el método.
Pequefas cantidades de material infectado son mezcladas con un homogenizado de
cerebro normal. La conversion in vitro, tebricamente hostigada por la PrP-res, se deja que
ocurra a 37°C. Transcurrido el periodo de incubacion, la mezcla es sonicada, y esta etapa
resulta critica. Aqui, la fuerza mecanica se utiliza para romper los agregados de PrP-res
formados en estructuras mas pequefias, 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 produccion de nueva PrP-res resulta modesta si se omite la etapa

de sonicacion.
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(que contiene PrP¢) y se incuba la mezcla a 372C. En esta
A i((ﬁ sonicago etapa, algunas moléculas de PrP°¢ se convierten en PrP*y se

’ ’ | unen a la unidad de PrPs¢ en crecimiento. La sonicacion
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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 hdmster en presencia de PrP recombinante (rPrP) de hamster en lugar de
utilizar tejido de cerebro como substrato.

Estas modificaciones han dado lugar a una metodologia denominada rPrP-PMCA.
Esta metodologia requiere menos tiempo, solo 2-3 dias para obtener los resultados,
mientras que el PMCA tradicional requiere de hasta 16 dias. No obstante, rPrP-PMCA es
menos sensible, pudiendo detectar hasta 50 ag (50 attogramos = 5x1077 g), mientras que
PMCA puede detectar hasta 0.1 ag (10°g)

En relacion con este ultimo 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 que algun dia sea posible aplicar esta metodologia
para el diagndéstico precoz de enfermedades TSE en humanos.

Una técnica similar al PMCA es el S-QulC (Standard Quaking Induced
Conversion). En ella se lleva a cabo la amplificacion de PrP-res utilizando rPrP, al igual
que en rPrP-PMCA, con la diferencia de que en S-QulC se someten las muestras a
agitacion en lugar de sonicarlas, ya que la agitacion es mas facil de controlar y de
reproducir.

La técnica ASA (“Amyloid Seeding Assay”) es otra técnica de deteccion de
priones, que fue descrita en 2007 para la deteccidn 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 T (ThT) 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.
Ademas, es mas rapida que la técnica PMCA, se puede completar en un dia, y no es
dependiente de sonicacion.

No obstante, estas técnicas tienen ciertas limitaciones practicas. rPrP-PMCA
requiere la sonicacion de las muestras, lo que puede ser dificil de controlar, y no es un
buen método para procesar un gran nimero de muestras dado que deben llevarse a cabo
en tubos separados para su posterior deteccion por inmunoblot. En lo que respecta a ASA,
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tiene la ventaja de que se lleva a cabo en una placa multipocillo, permitiendo procesar
varias muestras simultdneamente, pero es frecuente que ThT dé reacciones positivas en
el control negativo por fibrilacién espontanea.

Para solucionar estas limitaciones, se ha desarrollado una nueva metodologia, el
RT-QuIC (Real Time Quaking Induced Conversion). Esta técnica combina el estudio de
la fluorescencia de ThT en placas multipocillo con las condiciones del S-QuIC, que
disminuyen los falsos positivos del ThT.

En esta técnica, se toma liquido cefalorraquideo (LCR) del paciente que se
sospecha que padece CJD y se afiade a una mezcla que contiene rPrP y ThT. Si hay PrPs
presente en el LCR, se unira al rPrP e induce su cambio conformacional dando lugar a
fibras. Este proceso puede durar hasta 30 horas y se conoce como fase de lag, tras la cual
las fibras comienzan a agregar y unen ThT, que empieza a emitir fluorescencia. Esta
fluorescencia se monitoriza a tiempo real.

Inicialmente se utilizaba la secuencia entera de rPrP de hdmster o de rPrP de
humano y se requerian hasta 90 h para completar el proceso. En la deteccion de sCJD
tenian una sensibilidad del 69-89% y una especificidad del 99%. Posteriormente se
desarroll6 el RT-QuIC de segunda generacion gue utiliza como sustrato formas truncadas
de rPrP de hamster y que tiene un tiempo de analisis menor, unas 30 h. Esta tiene una
sensibilidad y especificidad del mismo orden que la primera.

En la tabla 3 se resumen las principales caracteristicas de estas técnicas.

Técnica Principio Sensibilidad | Tiempo | Comentarios
(Prpre) de
ensayo
PMCA Conversion de PrP® de cerebro, | 0.1 ag 16d Dificultad para
sonicacion, Western blot estandarizar la sonicacion
rPrP-PMCA | Conversion de PrP® recombinante, | 50 ag 2-3d Dificultad para
sonicacion, Western blot estandarizar la sonicacion
ASA Conversion de PrP® recombinante, | 1fg 1d Ocurre fibrilacion
agitacion, deteccion de ThT en placa espontanea
multipocillo
S-QuicC Conversion de PrP® recombinante, | 0.1-100 fg 1-3d Fibrilacion  espontanea
agitacion, Western blot minimizada
RT-QuiIC Conversion de PrP® recombinante, | 1fg 2d Fibrilaciébn  espontanea
agitacion, deteccion de ThT en placa minimizada. Apto para el
multipocillo diagnostico de CJD

Tabla 3. Caracteristicas principales de las técnicas de deteccion de priones. [Informacién obtenida de Haley et
al. (2018)]
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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 transmisién, el tiempo de incubacion hasta que se desarrollan los sintomas
clinicos es méas prolongado que cuando se inoculan en la especie en la que se aislaron.

Esta caracteristica es conocida como “barrera de especie” (figura 8).

Fenomeno de la Barrera de Especie Figura 8. Fenémeno de la barrera de
b especie. Los priones aislados de una
’\ especie suelen ser menos infecciosos

ae en otras especies, lo que se observa en

| los largos periodos de incubacion y los

= e sintomas mas leves en otras especies.

o ol o se piensa que se debe

.,:&\ 2conado  ainmascorto | diferencias en la protelng_prlonl(za del
wh hospedador, lo que dificultaria el
Adaptacién proceso de conversion. Tras una serie
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Ezpecie A, Tiempo decrece  gradualmente, fenémeno
de incubacién largo conocido como adaptacién. En
- 7 algunos casos, la barrera de especie es

R %) Bme“_ ‘_i? tan fuerte que algunos hospedadores

©  transmusion no muestran sintomas clinicos de la

— S — enfermedad cuando son inoculados

con priones de otras especies. Sin

Forma . . ] ' o embargo, aislados de cerebro de estos
pridnica de la\ Especie BPeriodode  Especie B con PrP” polimérfica |  hospedadores resistentes transmiten la

especie B incubacidn corto Largo periodo de mcubacion enfermedad cuando son inoculados en
hospedadores  susceptibles. Los
hospedadores de la misma especie

EepecxeCSm , Portador pueden mostrar distintos tiempos de
enfermedad clinica | incubacion para un mismo indculo de
prion por polimorfismos en la proteina
y".\\ priénica de cada uno, fenémeno
b conocido como barrera de
Especie A, Tiempo de transmision. [Imagen obtenida de

Incubacién corto Aguzzi et al. (2007)]

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 méas 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 parametros 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 propagacién de los priones ocurre de
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forma mas eficaz cuando la PrPS¢ y la PrP° tienen la misma estructura primaria. Este hecho
se le denomina también como “barrera de secuencia”.

Mediante aproximaciones experimentales se demostré 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 infeccidn de los priones de
hamster.

A veces, la barrera de especies es tan fuerte que algunas especies animales no
desarrollan sintomas clinicos tras la infeccion 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 (figura
8).

Finalmente, individuos de una misma especie, inoculados con la misma
preparacion de priones, pueden desarrollar la enfermedad tras muy diferentes periodos de
incubacidon. Esto se debe a diferencias polimorficas en el gen PrP, fendmeno que se
denomina “barrera de transmision” (figura 8).

No obstante, 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, 0 no interaccionan de forma adecuada, en el receptor. A este hecho se le
denomina como “barrera celular”.

Estos componentes presentes en el donante sugieren que podrian ser cofactores
y/o una composicion glucidica determinada de PrPS¢. En estudios recientes, se ha visto
que los lipidos estan involucrados en el mantenimiento de la conformacion especifica del
prion y de sus caracteristicas especificas de cepa. Si la barrera de especie se puede atribuir
en ciertas condiciones a cambios en cofactores 0 a componentes determinados del interior
celular, se podria habra de una “barrera de cofactor”.

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 PrP¢. Por ejemplo, los

priones de la forma esporadica de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (pero no los priones
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de la forma variante, como se indico arriba) son altamente infecciosos en ratones
transgénicos para la PrP¢ humana. Este fenémeno se le conoce como “barrera de cepa”.

Con respecto a la capacidad de adaptacion de los priones que les permiten superar
estas barreras, existen dos hipotesis (figura 9):

La hipotesis de la “nube” sugiere que un conjunto de priones pertenecientes a una
misma cepa es intrinsecamente heterogéneo. Esta heterogeneidad surgiria de variaciones
espontaneas en la estructura de PrPSC. Cuando se produce la transmision entre especies,
habra variantes minoritarias de PrPSC que serdn mas compatibles con la secuencia
primaria del PrP® del hospedador.

La hipdtesis del moldeado deformable postula que cambios en el ambiente de
replicacion de los priones, como el que se produce en la transmisién entre especies,
generan la aparicion de nuevas variantes de PrPSC. Es decir, en situaciones en las que el
PrPSC del donante no es compatible con el nuevo ambiente de replicacion o con la
secuencia primaria del hospedador, se genera un nuevo rango de variantes de PrPSC. La
mayoria de los nuevos no seran capaces de continuar la replicacién, pero puede aparecer
una variante que sea compatible con el ambiente o la secuencia del PrP¢ del hospedador.

Estas dos hipétesis no son excluyentes. EI moldeado deformable proporciona un
mecanismo por el que los miembros de la ‘“nube” podrian sufrir cambios

conformacionales en un nuevo ambiente dando lugar a una nueva “nube”.
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Figura 9. A 2 la hipétesis de la “nube” sugiere que una poblacion de un mismo prion estd formada por una mezcla
heterogénea de variantes de PrPs donde hay una conformacion dominante (la roja) y poblaciones minoritarias (los
demas colores). Un cambio en el ambiente de replicacion puede hacer que se seleccionen las variantes minoritarias

y pasen a ser las dominantes (la verde). B 2 la hipotesis del moldeado deformable propone que se crean nuevas
variantes estructurales de PrP a partir de la conformacién dominante (la azul) debido al nuevo ambiente de
replicacion. Estas variantes se generan por una serie de eventos de prueba y error hasta que uno encaja con el nuevo
ambiente de replicacion y se convierte en la nueva conformacion dominante (la roja) reemplazando a la original
(azul). [Imagen obtenida de Aguzzi, & Polymenidou (2004)]
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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 incubacién que necesitan para
desarrollar enfermedad, las caracteristicas histopatoldgicas de las lesiones, los blancos
neuronales especificos y la capacidad para atravesar la barrera de especie. Es decir, una
misma proteina prionica 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.

Como se comentd antes, la proteina PrP tiene dos sitios de N-glicosilacion
(Asn181lleThr y Asn197PheThr), por lo que la proteina se puede encontrar en cuatro
glicoformas: diglicosilada, dos formas monoglicosiladas (segun el sitio de glicosilacién)
y una forma no glicosilada (figura 10). Ademas, existe una gran microheterogeneidad
segun las estructuras oligosacaridicas presentes. En general, la glicosilacion promueve la
estabilizacion de las proteinas, y esto también parece ocurrir en el caso de la proteina PrP,
ya que en la fraccion en la forma PrPSc (no digerida por proteasas) las formas glicosiladas
son minoritarias, y, de hecho, la forma diglicosilada no suele estar presente en la fraccién
resistente a proteasas. Ademas, cuando se inhibe la glicosilacion, se observa una

aceleracion en la formacion de la proteina prionica.
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La digestion de PrP-res con proteinasa K (PK) produce una rotura entre los
residuos 87 y 91 (dependiendo de la cepa del prién). Una vez analizado por Western-blot
se observan tres bandas que corresponden a las formas di-, mono- o no-glicosiladas
(figura 10). 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.

Asi, un ejemplo de cepa de prion infecciosa y promiscua lo constituye la cepa
causante de BSE (“bovine spongiform encephalopathy” o “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 (figuras 11y 12A).

Variacion entre Tipos de Prion
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- ': priones (A o B) a sujetos genéticamente idénticos
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[Imagen obtenida de Aguzzi et al. (2007)]

A.@

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 (figura 11). Ademas, como se indico antes
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(figura 8), las cepas pueden aislarse de nuevo en ratones, después de haberse propagado

en distintas especies animales.
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Figura 12. Panel A: las caracteristicas de una cepa de prion se mantienen al propagarse en distintas especies

animales. Panel B: en un mismo animal se pueden generar distintas cepas de priones. [Collinge J et al. 2007]

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, éstas, 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, ademas, se encuentran asociados a

diferentes fenotipos clinicopatoldgicos de CJD.

Pero, aln 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 los mismos ratios de glicosilacién que el indculo 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 12). Como se mantienen las
caracteristicas estructurales y las ratios de glicosilacion sigue siendo una intrigante

cuestién aun sin resolver.
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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 linfotrofica”, 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 neuroldgica.

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 razén

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, s6lo 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 propagacién cuando la PrP de la especie
receptora sea incapaz de adoptar una conformacion PrPSc permisiva, existiendo asi una
barrera de transmision (figura 13). 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 13. Esquema explicativo de la teoria de la Barrera de Transmision entre especies. Las PrPSc pueden
adoptar un gran nimero de conformaciones cada una generando diferentes cepas de priones con diferentes efectos
patoldgicos, las cuales se transmitiran con mas facilidad entre especies cuando mas similares sean las
conformaciones de sus PrPs. [Modificada a partir de figura de Collinge & Clarke (2007)]

Volviendo a la alta capacidad de cruzar especies del prion BSE, esta cepa debe
representar una conformacién termodindmicamente muy favorable que es transmitida con
facilidad a un gran namero 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 genero6 la epidemia BSE en Reino Unido. De
hecho, la cepa BSE es particularmente termoestable, 1o que seguramente es un factor
favorecedor del proceso.

Otro ejemplo ilustrador del modelo de seleccién 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 vCJID ensayados (= 200) son homocigdticos para el
alelo metionina en posicién 129 (un genotipo que constituye aproximadamente 1/3 de la
poblacion normal). La 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.
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Cabe destacar también la existencia de una variante de la PrP, G127V co-
seleccionada junto con el polimorfismo més comin M129V durante las epidemias de
Kuru. Esta variante G127V introducida en ratones humanizados genera total resistencia
a los 18 tipos de cepas infectivas de PrP conocidas en el hombre lo que atestiguar el poco
conocimiento que se tiene sobre el funcionamiento de las cepas y el gran nimero de

variaciones que puede presentar en su secuencia.

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 neuropatoldgicas. Sin embargo, en
modelos animales de TSE algunas drogas han mostrado ser capaces de inhibir la
acumulacién de PrP-res y retrasar la aparicion de los sintomas clinicos. Ademas, estos
inhibidores han sido utilizados como pruebas del mecanismo de formacion de PrP-res y
su relacion con la patogenicidad e infectividad.

Por un lado, se ha visto que la presencia de PrP heter6logas en cultivos de tejidos
infectados con “scrapie” bloquea la formacion de PrP-res. La PrP-sen heterdloga es capaz
de unirse al sitio de conversion sobre la PrP-res sin convertirse a la forma resistente a
proteasa, al tiempo que interfiere con la unién de la PrP-sen homdéloga enddgena (figura
14). Estos datos plantean la posibilidad de que una terapia génica en la que una PrP

heter6loga sea expresada en el paciente y pueda ser efectiva frente al desarrollo de TSE.

PrP-res PrP-sen Figura 14. Hipétesis de la inhibicion de la
S ,,E O formacion de PrPSc por moléculas PrPC
EI "" \"j.f):;';- (Il . — - heter6logas y polianiones. A) Incorporacion
OO de PrPC homdloga en un polimero de

Ratén Ratén

PrPSc. B) Interferencia en la incorporacion
@ de PrPC homologa por moléculas PrPSc

convierten en PrPSc. C) Inhibicion de la

Y - Y
&I Y k"&--?.‘ 7 i 8 heterdlogas que si se unen, pero que no se
Ratén Hamster/Ratén formacion de PrPSc por rojo Congo y otros
OA polianiones que se unen a PrPSc o PrPC.

) .
T @ C‘Z‘{;‘}__ C D — m [Modificada a partir de figura de Chesebro
C_}‘(ﬁi‘ & Caughey (1997)]
Raton Rojo Congo
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Por otro lado, dos tipos de compuestos polianionicos (glicanos sulfatados (figura 15,
2-aminothiazoles) y polioxometalatos) se ha visto que impiden el desarrollo del “scrapie”
0 son capaces de prolongar la vida de animales infectados con “scrapie” si son

administrados antes o poco después de la inoculacion del agente TSE.

e Elrojo Congo

e Los glicanos sulfatados

B)

H
080;Na

0S0;Ma

H 080, Na

Figura 15. Estructura molecular de polianiones. A) Rojo Congo, sal de sodio utilizada como colorante
en histologia y que sirve como indicador de pH dado que cambia de color con el mismo. Poco usado por
ser carcinogénico. B) Glicanos sulfatados, en la imagen Pentosan Polisulfato, un antitrombolitico

empleado ante la cistitis intersticial..

Ambos se unen tanto al PrP-res como al PrP-sen. Estos hechos sugieren que el
mecanismo de accion de estos compuestos es a traves de interferir con la interaccion entre
PrP y los glicosaminoglicanos sulfatados end6genos que puede ser necesaria para la
acumulacion de PrP-res. Un mecanismo similar se ha sugerido para el efecto inhibidor en

la formacidn de PrP-res observado con el colorante rojo Congo.

Otra via de investigacion esta dirigida al estudio de anticuerpos frente a los priones
como método terapéutico. Estos estudios se basan en la observacion de que anticuerpos
frente a la proteina PrP son capaces de bloquear la replicacion de los priones tanto in vitro
como in vivo. Asi, ratones que producen anticuerpos frente a PrP o son inoculados con
un anticuerpo monoclonal frente a PrP no van a desarrollar enfermedad cuando son
infectados con priones. Como los anticuerpos no llegan al cerebro, al no atravesar la
barrera hematoencefalica, estos estudios indican que los anticuerpos boquean a los
priones antes de que alcancen el SNC. Por tanto, esta aproximacién tendria validez
siempre que no se haya producido la infeccion del SNC. No obstante, cabe indicar que

recientemente se ha desarrollado anticuerpos anti-PrP con capacidad de atravesar la
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barrera hematoencefalica, basados en la utilizaciébn de cadenas monocatenarias de

anticuerpos, como ocurre de forma natural en los anticuerpos de camélidos.

Uno de los problemas que tiene esta aproximacion es que resulta muy dificil
inducir una respuesta inmunitaria frente a la PrP. La razdn es que el sistema inmunitario
de los mamiferos es esencialmente tolerante a PrPc dado que es expresada en la superficie

de la mayoria de las células del organismo.

Otro grupo prometedor de compuestos que retrasan la acumulacion de PrP-res y
el desarrollo del “scrapie” experimental en roedores es la droga antifiingica anfotericina
B y sus anadlogos. EI mecanismo de accion es desconocido. El tratamiento, para ser
efectivo, debe comenzar mucho antes de la aparicidn de sintomas clinicos de enfermedad.
Lo malo es que la anfotericina B presenta cierta toxicidad que desaconseja un tratamiento

incontrolado.

Existe otra via de inmunizacion preventiva: “Inmunizacion activa de la mucosa
intestinal” (figura 16). Es una técnica en la que se administra oralmente la bacteria
Salmonella enterica atenuada y que expresa PrP generando una respuesta humoral. Esto
permite a las células presentadoras de antigenos entrar en contacto con las PrP, de forma
que se induzca una secrecion de IgA contra ellas y se dé un estado de proteccion contra
los priones que generan infeccion tras la ingesta. Esto se aprecia en los experimentos
realizados en ciervos contra una enfermada pridnica clasica de los mismos “Chronic
wasting disease” (CDW) donde 1 de cada 5 superaba la tolerancia inmune a las PrP y

generaban una respuesta IgA conta la proteina.

|

Mucosa Intestinal I

Produccion de IgA contra el Prion
Bacteria Productora de Proteccion frete a su contagio por via oral

los Priones

Interaccion de los priones con las Células
presentadoras de 1a mucosa intestinal

Figura 16. Inmunizacion activa de la mucosa intestinal. Inoculacién del intestino del animal con bacterias

modificadas genéticamente para producir el prion e iniciar una respuesta humoral que culmine en la generacién de

IgAs en la mucosa que protejan al individuo frente a la infeccion por priones por via oral.
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9. Bases moleculares de la patologia de las enfermedades prionicas

El sintoma clinico de las enfermedades prionicas es el desarrollo progresivo de
problemas neuroldgicos 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.

9.1. La proteina PrP€ vy su papel en las enfermedades pridnicas.

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 esta 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 fisiolégica no es muy bien conocida. Se le
han atribuido varias funciones: regulacion de la respuesta inmunitaria, transduccién 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 conservacién evolutiva, lo que se interpreta como
signo de que desempefia una funcién 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
sinapticas 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 Unico proposito de generar susceptibilidad a las enfermedades prionicas.
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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 funcion sinaptica, 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 PrP¢ 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 adhesién celular y en la regulacion de la neuritogénesis.

9.2. PrP vy neurotoxicidad.

Cual es la causa de la muerte celular durante la neurodegeneracion provocada por
los priones es una cuestion clave que esta adin 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 PrPS¢ 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.

Aungue 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 PrPS¢y la aparicion de sintomas
clinicos. Por otro lado, se ha visto que la PrPS¢ no resulta toxica a neuronas que no
expresan PrPC. Ademas, se ha visto que, si se detiene la expresion de PrPC en neuronas,
una vez que se ha iniciado la infeccion del cerebro, los ratones no desarrollan la
enfermedad clinica, no se produce perdida de neuronas y se revierten los signos
neuropatoldgicos. 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
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soluble. Estos ratones, aunque no presentan sintomas clinicos de enfermedad pridnica
cuando son infectados experimentalmente, si que sus cerebros acumulan placas de PrPc.
Ademaés, los cerebros de estos ratones transgénicos presentan formas PrP resistentes a
proteasas Yy 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, 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 PrPS¢ es inerte, y que la toxicidad
es debida a una especie minoritaria (denominada PrP", “de letal”), que seria generada
como un intermediario o producto secundario durante la propagacion de los priones. En
la figura 18 se muestra el modelo propuesto, que acomoda los siguientes dos axiomas: i)
la PrPS¢ actila como molde para la conversion PrP¢ — PrPSc; ii) PrPSc no es un agente
toxico en si mismo. El modelo postula que durante la progresion PrPC a PrP¢ se forma

un estado intermediario (PrP). El modelo se puede expresar matematicamente como:

K Kk
PrPS°+PrP® —PrP>::PrP® —1»PrPS¢:: PrP- 2

PrP%¢::PrP>° —» PrP° + 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 (ki) y la velocidad de
maduracion (k2). En el caso de una infeccion subclinica, habria una velocidad
relativamente lenta de conversion (ki) y una alta velocidad de maduracion (k?), lo que
significaria unos bajos niveles de PrP-. Lo contrario ocurriria durante los procesos

patoldgicos, cuya evolucién mas rapida o lenta vendria dictada por la razon ki/ ko.

También existe otro modelo (figura 17B), donde PrP* es producido se forma
autocatalitica, sin que haya productos intermediarios toxicos. Sin embargo, PrPs

catalizarian asi mismo la conversion de PrP® a PrP“ como un producto toxico secundario.
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Figura 17A. Modelo A. La patologia estaria causada por una baja velocidad de maduracién (baja k2), lo que lleva a la
liberacion del producto téxico PrPL (esferas rojas). Las infecciones asintomaticas tienen un ratio k1/k2 bajo. Las
infecciones sintomaticas seran mas o menos rapidas en funcién del valor de este mismo ratio. [Imagen modificada a
partir de Collinge & Clark, 2007]

Por tanto, la diferencia entre ambos modelos radicaria en si PrP- es un producto

intermediario del proceso de transformacion de PrP¢ (modelo A; figura 17A) o si es un

producto secundario (modelo B; figura 17B).
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Figura 17B. Modelo B. PrP%¢ (cuadrados verdes) puede transformar a PrP¢ (esfera azul) en
PrPSc o en PrPt (esfera roja). Esta Gltima es la causante, segun este modelo, de la enfermedad
pridnica y de la degeneracion neuronal. [Imagen modificada a partir de Collinge & Clark,
2007]

10. Expansion de la proteina prionica en el organismo.

Dado que la proteina prionica debe acceder al SNC para causar enfermedad, la
expansion entre tejidos es un requisito para que esto ocurra (figura 18). 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.

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica se adquiere por la transferencia
de la hormona de crecimiento contaminada con priones, trasplantes de duramadre de
cadaveres, instrumentos quirargicos contaminados, trasplantes corneales y transfusiones

sanguineas.
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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.

Espontdnea

Ingesta

Figura 18. La patologia puede aparecer de tres formas. A través de la ingesta, si se ingiere alguna proteina pridnica. Esta
transformaréa a las PrPC del intestino y atravesaran la barrera de células epiteliales hasta llegar a las neuronas y, de aqui, hasta el
SNC. La enfermedad también puede tener un origen iatrogénico, por el uso de material médico mal esterilizado (entre otras
causas), en cuyo caso apareceria directamente en el cerebro. Asi mismo, la enfermedad puede ser espontanea, si no ha ocurrido
ninguna de las situaciones previamente mencionadas. [Imagen modificada a partir de Kraus et al. (2013)]

11. Cuestiones por resolver

Aun existen muchas incdgnitas sobre los mecanismos patolégicos que desencadenan los

priones y otros aspectos, como son:

e 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.
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¢ No se sabe como los agentes prionicos causan neurotoxicidad.

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

e Y lacuestion fundamental, la funcion fisiologica de PrP¢, también permanece sin

resolver.

Es muy posible que los priones hayan aparecido (o0 evolucionado) como
reguladores epigenéticos y no como agentes causantes de enfermedad. Quizas en unos
pocos afios se descubran muchos procesos celulares que estan mediados por proteinas

prionicas.

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”: la proteina 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. Sin embargo, si que hay
estudios recientes que, aunque no concluyen que estas enfermedades puedan considerarse
como pridnicas, si que demuestra la similitud en los mecanismos moleculares con las
enfermedades pridnicas, sobre todo en el mecanismo de degeneracion neuronal. Por esto
mismo, estos estudios sugieren que la enfermedad de Alzheimer o la de Parkinson podrian

tener tratamientos similares a los de las enfermedades pridnicas.
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En la red:

e Resource on Prion Diseases, Department of Neurology, Johns Hopkins.
http://www.jhu-prion.org

e http://www.cmpharm.ucsf.edu/cohen [Este sitio contiene im&genes que muestran
los cambios conformacionales asociados a la transformacion de PrP]

e https://smart.servier.com/ [De esta web se han obtenido las imagenes para generar
las figuras 17 y 19]
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