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Mg: microgramo

pl: microlitro

Um: micrometro

nm: nanémetro

Q: ohmios

2 C: grado centigrado

12B2: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado 12B2
22L: cepa pridnica de scrapie adaptado a ratéon

301C: cepa pridnica de BSE adaptada a ratdn

3F4: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado 3F4

6C2: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado 6C2

AFM: microscopia electrénica de fuerza atémica, del inglés, atomic force microscopy

ASO: oligonucledtido antisentido, del inglés, Antisense Oligonucleotide

Bar 224: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado Bar 224

BSE: del inglés, Bovine Spongiform Encephalopathy

CC: del inglés, charged cluster

CD: del inglés, Circular Dichroism

CD1: modelo animal de genotipo silvestre

CEP: en inglés, Congenital Erythropoietic Porphyria
CJD: del inglés, Creutzfeldt-Jakob Disease

cm: centimetro

CMV: cytomegalovirus

compB: compuesto inhibidor, del inglés, compound B,
cryoEM: criomicroscopia electrdnica

C-terminal: extremo carboxilo terminal

CWD: del inglés, Chronic Wasting Disease

Da: dalton
DNA: acido desoxirribonucleico

DNAsa: deoxiribonucleasa



ABREVIATURAS/GLOSARIO

dNTP: del inglés, deoxynucleotide triphosphates
DOsoo: densidad dptica a 600nm

DMEM: del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle medium
DMSO: Dimetilsulféxido

DY: Drowsy, cepa de prion de hamster

E. coli: Escherichia coli,
EDTA: etilendiaminotetraacético
EET: encefalopatia espongiforme transmisible

EGCG: del inglés, epigallocatechin Gallate

F: del inglés, forward

FBS: del inglés, fetal bovine serum

FFI: del inglés, fatal familial insomnia

FSE: del inglés, feline spongiform encephalopathy

FTIR: del inglés, fourier transform infrared spectroscopy

g: fuerza centrifuga relativa

GADD34: del inglés growth arrest and DNA damage—inducible 34
gCID: del inglés, genetic Creutzfeldt-Jakob Disease

GPI: del inglés, glycosylphosphatidylinositol

GSS: Gerstmann-Strdussler-Scheinker

GFAP: del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein

Gdn-HCI: hidrocloruro de guanidinio

h: hora

HC: del inglés, hydrofobic core

HE: heterocigoto

HO: homocigoto

HPLC: del inglés, high performance liquid chromatography

HPLC/FL: del inglés high performance liquid chromatography- Fluorimetric Detector
HXMS: del inglés, hydrogen—deuterium exchange mass spectrometry

HY: Hyper, cepa de prion de hamster
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IC50: del inglés, half maximal inhibitory concentration
iCID: del inglés, iatrogenic Creutzfeldt-Jakob Disease
ICSM: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado ICSM
IF2a: del inglés, eukaryotic translation initation factor 2
IHQ: inmunohistoquimica

IMDM: del inglés, Iscove’s Modlified Dulbecco’s Medium
IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiradsido

ISR: del inglés, integrated stress response

ISRIB: compuesto que inhibe la ISR

ITC: del inglés, isothermal titration calorimetry

kDa: kilodalton
Kd: Constante de afinidad
KO: animal transgénico que no expresa un determinado gen

KO-PrP: animal transgénico que no expresa el gen que codifica la PrP

LB: Luria Bertoni, medio de cultivo de bacterias

LCP: del inglés, Luminiscent Conjugated Polythiophenes

M: molar

MD: del inglés, Molecular Dynamics
mg: miligramo

min: minuto

ml: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

MTT: bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio

ng: nanogramo
nm: nandmetro

N-terminal: extremo amino terminal



ABREVIATURAS/GLOSARIO

Nor98: cepa de prion ovino atipica

N2a: linea celular de neuroblastoma de ratén

OPRI: del inglés, octapeptide repeat insertions
ORF: marco de lectura abierto, del inglés, open reading frame

OR: octa repeticiones, del inglés, octapeptide repeats

p/v: peso/volumen

PBS: del inglés, phosphate buffered saline

PCR: del inglés, polymerase chain reaction

Pe: permeabilidad endotelial

PERK: del inglés, PKR-like endoplasmic reticulum kinase

PIRIBS: modelo de hoja-B paralela en registro

PK: proteinasa K

PM: marcador de peso molecular

PMCA: del inglés, Protein Misfolding Cyclic Amplification

PMSA: del inglés, Protein Misfolding Shaking Amplification

PMSEF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PPS: del inglés, pentosan polysulfate

PRN100: anticuerpo monoclonal humanizado anti-PrP¢denominado PRN100
PRNP: gen que codifica la proteina PrP

PRNP7-: animal transgénico KO para el gen que codifica la proteina PrP
PRNP*: animal transgénico hemicigoto para el gen que codifica la proteina PrP
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PrP: proteina del prion, del inglés, Prion protein

PrP*: PrP en un estado conformacional transitorio, intermedio entre PrP¢y PrpPs°
Prp27-30; Prp resistente a PK de 27-30 kDa

PrP¢: isoforma celular de PrP, del inglés, cellular prion protein
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s: segundo

SAF: del inglés, scrapie associated fibrils

Saf 83: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado Saf 83

sCID: del inglés, sporadic Creutzfeldt-Jakob Disease

SD: del inglés, standard deviation

SDS-PAGE: del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
sFl: del inglés, sporadic fatal insomnia

Sha 31: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado Sha 31

SNC: sistema nervioso central

SPR: del inglés, surface plasmon resonance
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TEER: del inglés, transendothelial electrical resistance

TEM: microscopia electrdnica de transmisidn, del inglés, transmission electron microscopy
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TME: del inglés, Transmissible Mink Encephalopathy
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UROIIIS: enzima uroporfirindgeno Il sintasa

URO I: uroporfirina |



e UPR: del inglés, unfolded protein response

e  UPS: del inglés, ubiquitin proteasome system
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RESUMEN/SUMMARY

Las enfermedades espongiformes transmisibles son una serie de trastornos neurodegenerativos cuyo
desenlace es siempre fatal y que estan causadas por adquisicion de una conformacién aberrante por la
proteina pridnica celular (PrP%) hacia una isoforma téxica llamada PrP*. Las enfermedades pridnicas
afectan a un gran nimero de especies de mamifero, incluyendo a los humanos. En la actualidad no existe
ningln tratamiento ni profilactico ni terapéutico contra estas patologias y, ademas, la mayoria de los
compuestos que se han descrito como posibles farmacos no han obtenido buenos resultados en ensayos
clinicos. Hasta el momento, se han estudiado diversas estrategias para evitar la propagacion vy
acumulacion de la PrP%, que pueden clasificarse como estrategias basadas en inmunoterapia, en la
disminucidn de la PrPS, en la eliminacidn de la PrP¢ y en la inhibicién del malplegamiento de la proteina
pridnica. Dentro de las estrategias basadas en evitar el malplegamiento de la proteina pridnica destacan
las chaperonas farmacoldgicas, las cuales tienen como objetivo interaccionar con la PrP¢ estabilizando su

conformacion nativa y/o evitando su interaccion con la PrP>¢ y con ello, su malplegamiento.

En esta tesis se describe el papel de la uroporfirina | como potencial chaperona farmacoldgica que inhibe
con gran efectividad la propagacidn pridnica tanto in vitro como in vivo. Esta porfirina ha sido sometida
a diferentes estudios de propagacion pridnica in vitro utilizando la técnica de PMCA (Protein Misfolding
Cyclic Amplification), mostrando su amplia capacidad inhibitoria en diferentes especies animales, asi como
en diferentes cepas de una misma especie. Por otro lado, aunque su capacidad de atravesar la barrera
hematoencefdlica y sus caracteristicas farmacocinéticas resultan limitadas, se han podido llevar a cabo
estudios de efectividad in vivo gracias a dos modelos animales llamados TgURO y TgVUR. Los modelos
TgURO homocigotos (HO), que acumulan niveles elevados de uroporfirina I, han permitido realizar
estudios de supervivencia utilizando diferentes cepas pridnicas como indculos. A su vez, los modelos
TgVUR (HO), que ademas de conservar la capacidad de acumular uroporfirina | de forma natural
sobreexpresan la PrP del topillo rojo (especie conocida por padecer una enfermedad pridnica de forma
espontdnea), han posibilitado ampliar los estudios de efectividad ante una enfermedad pridnica
esporadica. En ambos modelos la presencia de niveles elevados de uroporfirina | resulté en un retraso
significativo del desarrollo de la patologia. Finalmente, dadas las dificultades para la administraciéon de
uroporfirina | de forma exdgena, el modelo TgVUR (HO) también ha permitido evaluar su efectividad en
ratones de genotipo silvestre mediante el trasplante de médula désea, revelando la necesidad de explorar

vias de administracion alternativas.

Por todo ello, los resultados obtenidos demuestran la efectividad de la uroporfirina | como inhibidor
frente a las encefalopatias espongiformes transmisibles, tanto adquiridas como esporadicas. Sin embargo,
también se revelan las dificultades para su administracién, siendo necesarios nuevos estudios para
solventar estas limitaciones y desarrollar asi una terapia efectiva para las enfermedades pridnicas basada

en este prometedor compuesto.
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RESUMEN/SUMMARY

Transmissible spongiform encephalopathies are a group of invariably fatal neurodegenerative diseases
which are caused by a toxic isoform of the cellular prion protein (PrP%) with an aberrant conformation,
called PrPc. Prion diseases affect numerous mammalian species, including humans. Nowadays, there is
neither prophylactic nor therapeutic treatment for these pathologies. Moreover, most of the compounds
that have been found effective in vitro or in animal models have not shown good results in different clinical
trials. Until now, various strategies have been studied aiming to avoid de prion propagation and its
accumulation which can be classified as: strategies based on immunotherapy, on reduction of PrP¢
expression, on PrP> degradation and on inhibition of PrP¢ misfolding. Among the strategies based on
avoiding prion protein misfolding, pharmacological chaperones stand out which interact with the PrP¢

stabilizing its native conformation and/or avoiding its interaction with PrP>¢ and thus the misfolding event.

Here the role of uroporphyrin | as a potential pharmacological chaperone that inhibits prion propagation
in vitro and in vivo is explored. The efficacy of this porphyrin to inhibit prion propagation in vitro has been
evaluated using PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification), revealing its high inhibition capacity for
several prion strains affecting different animal species. Although the ability to cross the blood brain barrier
and pharmacokinetic properties of this compound were limited, availability of TgURO and TgVUR models,
allowed performing different effectiveness studies in vivo. TgURO homozygous (HO) models, which
produce and accumulate high levels of uroporphyrin I, have permitted to study the effect of this
compound on the survival of animals inoculated with different prion strains. In addition, TgVUR (HO)
models, derived from the previous transgenic line, accumulate high levels of uroporphyrin | and
overexpress bank vole PrP¢ (this rodent species is a well-known for developing a sporadic prion disease),
allowing to expand effectiveness studies with uroporphyrin | to sporadic prion diseases. In both models,
the presence of high amounts of uroporphyrin | resulted in a significant delay of the disease development.
Finally, given the difficulties found for uroporphyrin | administration, the TgVUR (HO) model was also used
to evaluate the effectiveness of this compound in wild-type mice through bone marrow transplant.
However, this administration strategy failed, not reaching the levels of uroporphyrin | required to delay

disease onset and therefore revealing the need of alternative administration routes.

Altogether, the results presented herein demonstrate the effectiveness of the uroporphyrin I as inhibitor
of prion propagation in both, acquired and sporadic transmissible spongiform encephalopathies.
However, administration difficulties were also found, highlighting the need of new administration
strategies that would allow to develop an effective therapy for prion diseases based on this promising

compound.
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1 ¢éQué son las encefalopatias espongiformes transmisibles?

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) son un conjunto de enfermedades
neurodegenerativas letales que afectan a diversas especies de mamiferos, incluyendo a los humanos [1].
Entre las enfermedades que afectan a humanos, se han descrito el kuru, la enfermedad de Creudzfeldt-
Jakob (CJD, del inglés, Creutzfeldt-Jakob Disease), el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS),
el insomnio familiar letal (FFI, del inglés, Fatal Familial Insomnia) y la prionopatia con sensibilidad variable
a proteasas (VPSPr, del inglés, Variably Protease Sensitive Prionopathy). Por otro lado, en el resto de los
mamiferos destacan el scrapie o tembladera en pequefios rumiantes, la enfermedad debilitante crénica
(CWD, del inglés, Chronic Wasting Disease) presente en cérvidos, la encefalopatia espongiforme felina
(FSE, del inglés, Feline Spongiform Encephalopathy) observada en felinos domésticos, la encefalopatia
transmisible del visén (TME, del inglés, Transmissible Mink Encephalopathy) y la encefalopatia
espongiforme bovina (BSE, del inglés, Bovine Spongiform Encephalopathy), también conocida como el

“mal de las vacas locas”.

Las EET pueden manifestarse con diversos signos neuroldgicos, siendo los mas comunes las disfunciones
cognitivas y motoras progresivas, principalmente la ataxia cerebelosa. El periodo de aparicién de los
signos clinicos puede variar entre individuos (desde meses hasta afios), pero una vez detectados los
primeros sintomas, se produce una neurodegeneracién de progresion rapida en la mayoria de los casos
con un desenlace siempre fatal. En los estudios post mortem de encéfalos de personas afectadas se puede
observar una neuropatologia con una acusada astrogliosis, una variable degeneracién espongiforme

debida a la pérdida neuronal y acimulos de agregados proteicos (figura 1)[2].

'o*ﬁ.
Figura 1. Anomalias histopatoldgicas observables en los encéfalos de animales afectados por una enfermedad
prionica. A) Imagen del hipocampo de un ratdén con scrapie donde se aprecia el dafio espongiforme o
vacuolizacion. Tincidon con hematoxilina - eosina. B) Deposicion de PrP resistente a proteasas en medula
oblongada de una oveja con scrapie. Tincién con anticuerpo anti - PrP L42. C) Gliosis reactiva en la corteza cerebral

de un ratén con scrapie. Tincidén con anticuerpo anti-Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP) (Modificado de Barrio
2019).

Debido a la heterogeneidad de los signos clinicos que presentan los diferentes tipos y subtipos de EET y
su similitud con las manifestaciones clinicas de otras enfermedades neurodegenerativas como el

parkinson, alzhéimer, etc., el diagndstico ante mortem basado exclusivamente en los signos clinicos
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resulta insuficiente y es muy complicado emitir un diagnéstico definitivo y completo. Por ello, los estudios
neurohistopatologicos de tejido encefalico post mortem resultan imprescindibles en la mayoria de los
casos. Las caracteristicas de las lesiones detectadas mediante histopatologia, sumado a los distintos
tiempos de aparicién de la enfermedad y los signos clinicos permiten, ademas, diferenciar entre las

distintas EET descritas.

Una de las caracteristicas mas relevantes de estas patologias es la propiedad de transmitirse entre
individuos. Este hecho distintivo llevd inicialmente a los investigadores a creer que este tipo de
enfermedades estaban causadas por un virus lento. Sin embargo, la ausencia de evidencias que
respaldaran la existencia del virus lento como agente causal hicieron que otras teorias que relacionaban

el origen de las EET con un agente infeccioso de tipo proteico fueran ganando peso [1].
1.1 Antecedentes historicos

Las primeras alusiones documentadas sobre las EET datan del afio 1723, donde un grupo de pastores de
la region de Licolnshire hace una peticién al parlamento de Inglaterra. En ella se demanda una mayor
regulacion en las importaciones de ganado ovino debido a un brote de tembladera o scrapie en el area
provocado probablemente por la oveja merina de origen espaiiol [3]. Posteriormente, entre los siglos XVIII
y XIX, van apareciendo textos de distinta indole, tratando la problemdtica de la aparicidn de brotes de
scrapie en rebafos en distintas localidades de todo el Reino Unido [4]. Durante este periodo, se
elaboraron diferentes teorias que trataban de explicar las causas de la enfermedad, aludiendo a una
sobreactividad sexual en los rebafios, a las tormentas, a una infeccidn por el parasito Sarcosporidium [4]o

a un “agente filtrable” de origen desconocido [3].

Afinales de los afios 30, Cuille y Chelle demostraron por primera vez de forma experimental que se trataba
de una enfermedad trasmisible. Ambos realizaron inyecciones intraoculares de médula ésea proveniente
de una oveja infectada por tembladera a ovejas sanas [5]. Estos experimentos fueron corroborados por
W. Gordon en 1938, confirmando la naturaleza infecciosa del agente causal [3]. Durante la 22 Guerra
Mundial, los estudios sobre scrapie cesaron en su mayoria y solamente fueron continuados por D.R.
Wilson, quien evidencid que se trataba de un agente de caracter inusual, el cual era filtrable, resistente a

la desecaciéon durante tiempos extensos y con un periodo largo, aunque variable de incubacion [6].

Paralelamente, a principios del siglo XX, los neurdélogos Hans Creutzfeldt y Adolf Jakob documentaban, de
forma independiente, los primeros casos de una afeccidén neuroldgica extraiia, compleja y de rdpido
progreso, la cual no se habia identificado hasta el momento [7, 8]. Posteriormente se demostré que no
todos los casos descritos por Creutzfeldt y Jakob padecian una EET. Sin embargo, fue la primera
enfermedad pridnica que se detecté en humanos, por lo que, en 1922, el neurdlogo Spielmeyer la nombré

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD).
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Durante los afios siguientes, se fueron describiendo otros sindromes o patologias que posteriormente se
incluirian dentro del grupo de las EET. Entre ellas destaca el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS), que fue descrito en 1936 por los neurdlogos que le dieron nombre, en varios miembros de una

familia y que luego pasaria a formar parte del grupo de enfermedades pridnicas humanas [9].

No seria hasta la década de los 50 del siglo XX cuando el descubrimiento del kuru provocaria un punto de
inflexion en el campo de investigacion de las enfermedades pridnicas. En esos aios, el doctor Vincent
Zigas, oficial médico de la regidn en Papua, Nueva Guinea, describié una dolencia similar a una encefalitis
entre algunos miembros de la etnia fore. La casuistica de esta enfermedad llamé la atencién de muchos
investigadores y curiosos, entre ellos el pediatra Carleton Gajdusek, quien viajo a la regidn a estudiar la
desconocida encefalitis. Alli, junto con el doctor Zigas, analizaron los signos clinicos del kuru, asi como el
estilo de vida de los fore; observando que la sintomatologia cambiaba de individuo a individuo, su
progresion era variable y que la dolencia la sufrian, sobre todo, mujeres y nifos. Esta ultima caracteristica
presentaba cierta relevancia, ya que entre los miembros de los fore se practicaba el canibalismo a modo
de ritual funerario, siendo las mujeres y nifios los que se alimentaban, principalmente, del cerebro. Por
ello, los investigadores relacionaron esta tradicion con la transmisidn de un virus lento, el cual era la causa
de la encefalitis que sufrian. Los estudios histopatoldgicos de encéfalos de individuos afectados por kuru
realizados por Zigas y Gajdusek llamaron a su vez la atencion de Igor Klatzo, que después de trabajar sobre
algunos encéfalos proveniente de los fore, le escribié a Gajdusek revelando las similitudes de las lesiones

observadas entre el kuru y la CJD [10].

Por otro lado, el patélogo veterinario William Hadlow, durante su asistencia a una exhibicién, observo las
fotos de las lesiones histopatoldgicas que sufrian los afectados por kuru y las relacioné con las observadas
en ovejas que padecian scrapie. Asi, se puso en contacto con el Dr. Gajdusek para dar a conocer sus
observaciones y sugerirle probar la posible transmisibilidad del agente causal del kuru en primates [11].
En 1966, en un articulo publicado en la revista Nature, Gajdusek, Gibbs y Alpers, confirmaron que habian
conseguido infectar chimpancés con kuru [12]. El éxito de este experimento, junto con las observaciones
de Klatzo, llevaron a repetir de forma exitosa las inoculaciones en chimpancés, pero con material

proveniente de pacientes que habian fallecido por CJD [13].

A partir de aqui y durante el siglo XX, diferentes patologias, tanto animales como humanas, fueron
descubiertas e incluidas en el creciente listado de lo que se definiria después como enfermedades

pridnicas o EET.
1.2 Descubrimiento del agente causal

A pesar de los numerosos esfuerzos por determinar el agente causal de estas enfermedades, este parecia
imposible de identificar. Se sabia por diferentes experimentos realizados en animales, que era un agente

filtrable, con largos periodos de incubacion, transmisible y resistente a diferentes agentes quimicos [5, 6]
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[12]. Todo ello sugeria que debia de tratarse de un virus de progresion lenta, el cual infectaba el sistema

nervioso central (SNC) [14].

Los experimentos realizados por Pattison y colaboradores fueron fundamentales para revelar ciertas
caracteristicas de este agente causal que actuaba de forma inusual. Estos investigadores demostraron la
transmisibilidad entre especies al infectar cabras utilizando encéfalo de oveja enferma. Con estos
experimentos, no solamente evidenciaron la transmisibilidad entre especies, sino que revelaban la
presencia de dos sindromes bien diferenciados que se bautizaron como “scratching” y “nervous”
atendiendo a los signos clinicos que causaban, los cuales aparecian cuando se inoculaba scrapie en cabras
y ovejas y que achacaron a la existencia de dos cepas [15]. Este hecho constituia otra prueba mas a favor
de la teoria de que el agente causal de esta enfermedad era un virus lento. Estas dos cepas mostraban
aspectos diferenciales entre ellas, como los tiempos de incubacién y signos clinicos; siendo la primera
mencion a la existencia de cepas con caracteristicas diferentes que se presentan en las enfermedades
pridnicas. Poco después, Chandler en 1961, conseguia infectar ratones utilizando encéfalo de oveja
enferma con scrapie mostrando diferencias en la susceptibilidad de ratones con diferente fondo genético

a la infeccidn [16], apoyando la premisa de la existencia de un virus lento y sus cepas.

Sin embargo, este patdgeno mostraba unas caracteristicas que no coincidian con las asociadas
habitualmente a los virus. Previamente, Wilson y Pattison demostraron la resistencia de este patégeno a
las altas temperaturas, formalina, fenol y cloroformo [17]. De hecho, muchos investigadores evitaban
mencionar la palabra virus en los articulos relacionados con estas patologias y utilizaban la palabra agente.
Estos creian que sus caracteristicas fisico - quimicas no se relacionaban con la presencia de un acido
nucleico [17]. Entre ellos destacaron Tikvah Alper y colaboradores, que evidenciaron que el agente
causante de las EET poseia una alta resistencia a la radiacién ultravioleta en comparacion con los virus
conocidos hasta el momento, sugiriendo la ausencia de acidos nucleicos [18, 19]. Por lo tanto, proponian
que el agente que causa el scrapie es capaz de replicarse en el huésped que infecta, pero sin la presencia
de ningun acido nucleico. En consecuencia, el método de propagacion utilizado por este patdgeno
continuaba siendo desconocido. En este sentido, fue Griffith el primero en hipotetizar una posible
alternativa a la replicacién en ausencia de acidos nucleicos. Segun sus modelos matematicos, una entidad
proteica con capacidad autorreplicativa seria capaz de propagarse exitosamente en el huésped que

infecta y causar una patologia [20].
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1.3 Hipétesis de “solo proteina”

La década de los 80 trajo consigo un cambio en el dogma central de la biologia postulada por Watson y
Crick, gracias a Stanley Prusiner, quien fue galardonado con el premio Nobel de Medicina en 1997 por su
investigacion en el campo de los priones. Apoyandose en los estudios de Griffith con su modelo de
proteina con capacidad autorreplicativa y en todas las evidencias anteriores que demostraban la
existencia de un agente resistente a la accidn de nucleasas, asi como a agentes fisico-quimicos capaces de
destruir los acidos nucleicos pero a su vez, sensible a proteasas y agentes alcalinos, Prusiner propuso que
el agente causante de las diferentes encefalopatias espongiformes era una particula proteica de pequefio

tamanio para el que acuiié el término prion (del inglés, proteinacious infectious particle) [21].

Figura 2. Imagenes de microscopia electrénica de fibras denominadas SAF (scrapie associated fibrils) asociadas
a enfermedad pridnica. Ay C) Fibras obtenidas de un encéfalo de ratén inoculado con la cepa de scrapie adaptada
aratén 139A. B) Fibras obtenidas de un encéfalo de ratén inoculado con la cepa de scrapie adaptada a raton 87V.
Todas las muestras se tifleron con PTA (4cido fosfotlingstico), aumento de X 180 000 (Modificado de Mertz 1981).

Bolton y colaboradores consiguieron ese mismo afio aislar del encéfalo de un hamster infectado con
scrapie una proteina de entre 27 y 30 kDa, resistente a la digestion por proteinasa K (PK) y que no aparecia
en muestras de encéfalo de hamster sano [22]. Previamente, Merz y colaboradores consiguieron las
primeras fotografias de lo que ellos denominaron como SAF (del inglés, scrapie-associated fibrils), que
eran fibras (del inglés, rods) de tipo amiloide que solamente aparecian en el encéfalo de ratones

infectados con diferentes cepas de scrapie (figura 2) [23].

Sucesivos experimentos demostraron que las fibras contenian mayoritariamente una proteina, con las
caracteristicas previamente mencionadas, a la que llamaron Proteina del Prion (PrP, del inglés, Prion
Protein), y en particular el fragmento de 27-30 kDa de dicha proteina, al cual llamaron PrP?7-30 [24]. Asi, se
postulé que las placas amiloides presentes en las EET estaban formadas por PrP [25]. Poco después, el
grupo liderado por S. Prusiner consiguio aislar y obtener la secuencia aminoacidica del amino terminal de
la PrP, lo que permitié concluir que la proteina de 27-30 kDa presente en los encéfalos de animales

infectados provenia de la digestion proteolitica parcial de una proteina mayor de entre 33 y 35 kDa.
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Ademas, esta proteina de 33-35 kDa se encontré también en animales sanos y, a diferencia de la Prp?7-%,

era sensible a la digestion por PK [26, 27].

Finalmente, a partir de todas estas evidencias, el equipo de C. Weissman reportd que la proteina pridnica
se codificaba en un gen de copia Unica y que las diferentes isoformas que existian se debian a posibles
modificaciones post traduccionales o a multiples variaciones conformacionales. Asi, las dos formas
conocidas fueron descritas como PrP 33-35¢ (de celular), la cual se encuentra de manera ubicua en el SNC
de animales y PrP 33-35% (de scrapie) la versidn infecciosa, presente en animales infectados y que daba

lugar a la PrP?”30 3l ser digerida parcialmente con PK [28].

Todos estos descubrimientos acerca de la proteina que formaba los agregados que se observaban en
individuos afectados, avalaban la hipétesis planteada por S. Prusiner de “solo proteina”. Esta teoria
manifiesta que la PrP%, una conformacién aberrante de la proteina del prion celular es el agente causal
de las EET y, por tanto, la Unica responsable de la enfermedad pridnica, siendo su replicacion

independiente de la presencia de acidos nucleicos.
1.4 Fundamentos moleculares de la hipétesis de “solo proteina”

A pesar de todos los estudios llevados a cabo, la teoria de que un agente infeccioso de origen proteico
fuera capaz de replicarse en un huésped y causar una enfermedad sin la necesidad de un acido nucleico,
todavia se trataba con cierta cautela. Por ello, a pesar de los descubrimientos hechos por Alper, Griffith y
Prusiner, entre otros, resultaban indispensables mas estudios que respaldaran esta hipdtesis. Se sabia que
esta proteina llamada prion, estaba codificada en un gen de copia Unica llamado PRNP, la cual resultaba
en una proteina ubicua y benigna (PrP%) que por un proceso desconocido se transformaba en PrP>, capaz
de iniciar un proceso infeccioso [28]. Estudios concluyeron que el precursor de la PrP>¢ era indistinguible
de la isoforma PrP% por tanto, se teorizd sobre la probabilidad que fueran modificaciones post
traduccionales aberrantes que sufria la PrP¢ durante su metabolismo [29], pero no se pudo demostrar,

sugiriendo que solamente se diferenciaban entre ellas por su conformacion [30].

Explicar la diferencia entre las dos conformaciones podria ser la clave para desentrafiar las diferencias en
el comportamiento de ambas isoformas. Esta informacién se obtuvo mediante los datos extraidos de la
técnica de espectroscopia infrarroja con transformacién de Fourier (FTIR, del inglés Fourier-transform
infrared spectroscopy) y de la técnica de dicroismo circular (CD, del inglés circular dichroism), gracias a
estos resultados se confirmd la existencia de un cambio conformacional que sufria la PrP¢ basado en una
disminucidn de alfa hélice a favor de un aumento en la PrP> de ldmina beta en sus respectivas estructuras

secundarias [31, 32].

Este cambio conformacional explica las caracteristicas bioquimicas que diferencian a cada isoforma de la
proteina como su insolubilidad en detergentes no idnicos [33] o su resistencia parcial a la digestion por
PK [34]. Esta ultima particularidad relaciona la coexistencia de las dos isoformas conocidas de la PrP dado

que la digestidon con PK transforma la PrP333% eliminando sus primeros 90 aminoéacidos y dando lugar a un
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nucleo resistente de 27-30 kDa (PrP?”3%) distinguible por su patrén de movilidad en un gel de
electroforesis. De igual forma, el aumento de laminas beta resulta en una tendencia a la agregacién y
formacion de fibras amiloides, las cuales se acumulan en forma de placas en el SNC [35]. Actualmente, la
presencia de PrP?% resistente al tratamiento por PK, asi como su identificacién mediante el uso de
anticuerpos sigue siendo un marcador patognomodnico valido de las EET. Sin embargo, el reciente
descubrimiento de la VPSPr muestra discordancia con esta ultima afirmacidn, ya que en esta enfermedad

pridnica la PrP* causante muestra cierta sensibilidad a la digestion por PK [36].

La relacion entre las formas familiares de EET y las mutaciones presentes en el gen PRNP fue otra evidencia
que apoyaba la teoria de “solo proteina”. En 1989 Hsiao y colaboradores relacionaron la mutacién P102L
de la PrP con el GSS, describiendo asi la primera mutacidn ligada a una EET [37]. En la actualidad, se han
descrito mds de 60 mutaciones relacionadas con el gen de la PrP humana, las cuales suponen

aproximadamente el 15 % del total de las enfermedades pridnicas diagnosticadas [38].
1.5 Modelos in vivo que avalan la hipétesis de “solo proteina”

Los primeros modelos animales que se utilizaron paras estudiar las enfermedades pridnicas fueron
aquellos en los que se habia observado la enfermedad en la naturaleza, o animales taxondmicamente mds
cercanos a los mismos. Durante la década de los sesenta y setenta, los modelos mas utilizados fueron las
ovejas, las cabras y los chimpancés. No obstante, estos animales presentaban ciertos inconvenientes a la
hora de experimentar con ellos, como su gran tamaio o los periodos largos de incubacién. Por ello, surgié
la necesidad de modelos experimentales que pudieran replicar estas patologias, pero de una forma mas
adecuada para el trabajo en el laboratorio. Los primeros avances fueron dirigidos por Chandler cuando
inoculd homogeneizado de cerebro perteneciente a una oveja afectada por scrapie a tres cepas diferentes
de ratones [16]. El hecho de poder investigar las EET en modelos murinos ayudaria a avanzar de forma
significativa en los estudios acerca de estas patologias. En consecuencia, en los siguientes afios, diferentes
enfermedades pridnicas como la BSE [39] o la CID [40] se irian adaptado a ratones de genotipo silvestre

mediante inoculaciones sucesivas.

En las siguientes décadas, se fueron desarrollando diversos ratones transgénicos que ayudarian a
profundizar en el comportamiento de las diferentes cepas pridnicas, asi como en otros aspectos
bioguimicos. El primer transgénico fue un ratdn que expresaba la PrP de hamster sirio, el cual mostraba
todas las caracteristicas especificas que aparecian en el hamster sirio ante una infeccién por priones, como
los periodos de incubacidn observados al infectar este con una cepa de scrapie [41]. Este suceso permitiria
experimentar con PrP de especies con las que a priori no se podia trabajar, hecho fundamental para la
comprension del comportamiento del agente causal en distintas especies, ademas de demostrar que el

curso de la enfermedad dependia casi exclusivamente de la PrP expresada.

Una de las pruebas mas relevantes que respaldo la hipdtesis de “solo proteina” se baso en la generacion

de un ratdn transgénico al cual se le habia eliminado el gen PRNP. Estos animales carentes de PrP¢,
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demostraron ser resistentes a la infeccion por scrapie, ya que no presentaron ninguna de las
caracteristicas que se observan en la infeccién por priones, como la acumulacién de PrP*, signos
neuroldgicos y/o propagacién de PrP% [42]. Esto confirmaba la hipétesis de “solo proteina”, ya que la
presencia de PrP era indispensable para que se produjera la infeccién por PrP>. Ademas, reveld que el
desarrollo de la infeccidn es dependiente de los niveles de PrP¢ presentes en el SNC, y estos a su vez, son
inversamente proporcionales a los tiempos de incubacion y progresién de la enfermedad [42]. La misma
idea quedo respaldada en un experimento donde los ratones transgénicos que sobreexpresaban PrP¢
mostraban tiempos de incubacidon reducidos respecto a ratones con niveles basales de PrP¢ [43]. Sin
embargo, se observd también que la acumulacién de PrP¢ no era directamente proporcional a la
neurodegeneracién [44], disocidndose por primera vez la neurotoxicidad de la presencia de placas de

Prpse,

Por otra parte, otro aspecto que respaldaba la teoria de “solo proteina” se basaba en la premisa de que
determinados cambios especifico en el gen PRNP, asociados a las EET genéticas descritas en humanos,
debian producir de forma espontdnea la enfermedad en modelos animales. La insercion de la mutacidn
equivalente al P102L, que esta ligada al desarrollo de GSS, en la PrP de raton y la aparicion de signos
neurodegenerativos similares a la misma patologia en humanos, respaldarian también la hipdtesis [45].
Posteriormente, se desarrollaron muchos otros modelos de ratones transgénicos relacionados con EET
genéticas o con otras especies de especial interés. Entre ellos, cabe mencionar un modelo de ratdn
transgénico que expresa la PrP® bovina con una mutacidn asociada al GSS humano [46], modelos de
ratones knock in que expresan mutaciones asociadas con la CID y el FFI [47, 48] y el modelo de raton
transgénico capaz de expresar la mutacién del topillo rojo (1091), la cual le hace mas susceptible a sufrir

un malplegamiento espontaneo y por consiguiente una EET espontanea [49].
1.6 Modelos in vitro que avalan la hipétesis de “solo proteina”

El desarrollo de modelos in vitro de propagacion pridnica supuso para muchos la demostracion definitiva
de la hipdtesis de “solo proteina”, ademas de un avance significativo en el estudio de las enfermedades
pridnicas, que hasta ahora se habia llevado a cabo en modelos animales. El primer sistema in vitro que
surgié fue desarrollado por B. Caughey y su grupo y se denomind ensayo de conversion libre de células.
La técnica permitia utilizar PrP> purificada proveniente de encéfalo de animales afectados por una EET a
modo de semilla y era capaz de convertir la PrP¢ purificada de los encéfalos de animales sanos, en PrP
resistente a la digestién por PK o PrP™ (diferenciada de la PrP> por presentar ciertas caracteristicas
comunes como el malplegamiento, la tendencia a la agregacion y la resistencia a proteasas, pero que no
recapitula completamente otras como la capacidad infectiva en modelos animales, perfil de lesiones
histopatoldgicas o tiempos de incubacidn). De este modo quedaba demostrado que el malplegamiento
de la PrP® estaba catalizado por la PrP> [50]. Sin embargo, la eficiencia de la metodologia era baja,
obteniéndose niveles muy bajos de PrP™*resultante y sin reproducir completamente las caracteristicas de

la PrP%¢ utilizada como semilla, siendo esto criticado por los detractores de la hipétesis “solo proteina”.
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En 2001 se realizé un gran avance en el drea de los modelos in vitro de las enfermedades pridnicas, ya
que, incorporando la sonicacién al proceso, pudieron obtenerse altos niveles de PrP> a partir de
cantidades insignificantes de semilla [51]. Este ensayo fue el inicio de la técnica llamada amplificacion
ciclica de proteinas malplegadas o PMCA (del inglés, Protein Misfolding Cyclic Amplification). Esta técnica
permite mediante ciclos de incubacidn y sonicacién, aumentar de forma exponencial los niveles de Prp>
transformando la PrP¢ del medio que se encuentra en los homogenizados de encéfalos de animales sanos.
Esto permite la utilizacién de cantidades infimas de PrP% como semilla (obtenida de homogenizados de
encéfalos de animales infectados), mimetizando asi el proceso de propagacion que se da en el SNC de los
individuos afectados, pero con una cinética acelerada [52]. Ademas, el producto resultante de la PMCA
presentaba las mismas caracteristicas bioquimicas y bioldgicas que la PrPS obtenida del encéfalo de
animales infectados [53]. A pesar de que el desarrollo de esta técnica supuso para muchos una
demostracidn de la hipdtesis de “solo proteina”, el hecho de que tanto la PrP® como la PrP* utilizada
como semilla provinieran de encéfalo no excluia la presencia de otros factores como acidos nucleicos en

los homogenizados de los encéfalos utilizados.

La eliminacién de factores provenientes de encéfalo en los sistemas de propagacion de priones in vitro
vino de la mano de Legname y colaboradores que demostraron que era posible malplegar la PrP
recombinante (recPrP) de ratén in vitro, obteniéndose fibras amiloides en ausencia de PrP>¢. Estas fibras
obtenidas de novo y en ausencia de componentes encefalicos, sin embargo, no causaban enfermedad en
animales de genotipo silvestre, siendo necesaria su inoculacidon en modelos de sobreexpresién de PrP¢
murina para observarse una patologia similar a las EET [54]. El hecho de que estos modelos de
sobreexpresidn desarrollasen espontaneamente una enfermedad similar en edades avanzadas, fue
utilizado por los detractores de la hipotesis “solo proteina” para defender que las fibras generadas in vitro
Unicamente aceleraban una condicion preexistente y que, por tanto, no se habian generado priones in

vitro en ausencia de componentes encefalicos.

El siguiente paso hacia la generacidon de priones in vitro lo efectuaron Makarava y colaboradores,
mediante la utilizacion de un método de fibrilacion diferente al anterior, con el que obtuvieron priones
recombinantes de hamster en E. coli que infectaban hamsteres de genotipo silvestre. Pero estos priones
tuvieron periodos de incubacién largos y requerian de un segundo pase para dar lugar a signos clinicos
observables [55]. Paralelamente, Kim y colaboradores, generaron a través de PMCA priones infectivos
provenientes de proteina recombinante de hamster, pero la infectividad fue baja y la semilla de Prp>¢
utilizada para iniciar la propagacién provenia de encéfalo de hamster infectado [56]. En ambos casos, los
criticos con la hipdtesis de “solo proteina” todavia no veian indicios suficientes para apoyar dicha

hipdtesis.

Para muchos, la demostracion definitiva de esta hipotesis vendria de la mano del investigador Jiyan Ma 'y
su grupo, cuando a partir de PrP recombinante de raton, complementada con ARN vy lipidos como

cofactores, obtuvieron PrP% capaz de infectar a un ratén de genotipo salvaje. La ausencia de componentes
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provenientes de encéfalo, asi como la alta capacidad infecciosa en ratones de genotipo silvestre, en los
cuales producia la patologia tipica de las enfermedades pridnicas; confirmaban que las enfermedades
pridnicas estan causadas por un cambio conformacional en la PrP [57] y, por tanto, significaba la evidencia

definitiva de la naturaleza exclusivamente proteica del agente causal de las EET.
1.7 La hipétesis de “solo proteina” en la actualidad

En la actualidad, la controversia sobre la naturaleza del agente causal de las enfermedades pridnicas
practicamente ha desaparecido, a excepcion de un reducido nimero de investigadores escépticos que
siguen tratando de demostrar la presencia de acidos nucleicos asociados a estas enfermedades [58]. Las
diferentes caracteristicas bioquimicas, neuropatoldgicas, la variacion en los tiempos de incubacion, etc.,
que presentan las distintas cepas pridnicas es una de las principales criticas a la hipotesis de “solo
proteina”. Normalmente, la existencia de diferentes cepas se debe a cambios o mutaciones en los acidos
nucleicos de los agentes infecciosos, ya que estos les otorgan diferentes particularidades fenotipicas. Por
lo tanto, la ausencia de acidos nucleicos no podria a priori permitir la existencia de cepas entre los priones.
Sin embargo, esta hipdtesis se sostiene debido a que las singularidades de cada cepa estan atribuidas a
los cambios conformacionales que sufre la PrP* en el proceso de agregacion y propagacion [59]. Estas
diferencias estructurales se han puesto de manifiesto a través de diferentes experimentos como los
realizados mediante la técnica de PMCA, la cual es capaz de reproducir las caracteristicas de cepa [53].
También se han utilizado polimeros luminiscentes conjugados que son capaces de interactuar de diferente
manera dependiendo de la conformacion de los agregados proteicos [60] o diferenciadas por su tamafio
[61]. Asi como la unidn especifica a anticuerpos debida a la exposicion de diferentes epitopos [62].
También, el desarrollo de nuevas técnicas de propagacion pridnica in vitro mas sofisticadas y eficientes
sostiene esta hipdtesis. A destacar aquellas capaces de propagar priones infecciosos sin el uso de
componentes encefdlicos y que permiten la generacién de distintas cepas pridnicas, practicamente

indistinguibles de los aislados de encéfalos infectados [63-65].

Por ultimo, la presencia de agregados proteicos patolégicos que surgen como resultado de un cambio
conformacional sufrido por una proteina enddégena en humanos, no es exclusivo de las EET humanas. La
investigacion en enfermedades neurodegenerativas ha puesto de manifiesto que ciertas proteinas como
el péptido B-amiloide (AB) y tau en la enfermedad de Alzheimer, la a-sinucleina en el parkinson; o distintas
proteinas causantes de amiloidosis sistémicas como la a-amiloidosis, tienen mecanismos de propagacion
similares a los priones, denominandose proteinas prion-like. Este término se utiliza para denominar a
aquellas formas malplegadas capaces de inducir su conformacién a las proteinas nativas y, con ello,
provocan una patologia. Apoyando asi la hipétesis de “solo proteina” y la existencia de agentes patégenos

exclusivamente proteicos [65].

En definitiva, la naturaleza exclusivamente proteica del agente causal de las EET es hoy en dia
ampliamente aceptada por la comunidad cientifica. No obstante, todavia quedan muchas incégnitas para

la comprension de los mecanismos moleculares que rigen estos inusuales patégenos como la estructura
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que presenta la PrP>, el mecanismo de conversién de PrP® a PrP%, la posible existencia de otros cofactores
implicados en el proceso de conversidon, como se determinan las caracteristicas de cepa, o como se

desencadena la neurotoxicidad entre otros.

2 Bioquimica del agente causal

La proteina pridnica esta codificada en un gen de copia Unica denominado PRNP [28] y cuyo marco de
lectura abierta (ORF, del inglés open reading frame) esta contenido en un solo exdn tanto en los
mamiferos como en las aves en las que se ha estudiado [66]. El gen se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 20 en humanos [67] y su estructura estd altamente conservada entre mamiferos,
encontrandose en los cromosomas homalogos 2, 3, 13 y 13 en ratdn, rata, oveja y vaca, respectivamente.
Aun asi, el gen PRNP humano presenta 2 exones, siendo el ultimo el que contiene la ORF, a diferencia de
la PRNP murina que esta compuesta de 3 exones, estando la ORF en el Ultimo, igual que en otras especies
como la rata, la oveja y la vaca [68]. También se han identificado genes homdlogos al gen PRNP en otras
especies no mamiferas como aves [69], peces [70], reptiles [71] y anfibios [72], aunque por el momento
no se han descrito enfermedades pridnicas en ninguna de ellas, posiblemente debido a que presentan

una similitud de secuencia de alrededor de un 30 % respecto a las de mamifero [73].
2.1 PrP¢

La PrP¢ se expresa inicialmente como una proteina que consta de 250 aminodacidos (con pequefias
variaciones entre especies) y presenta péptidos sefal tanto en el extremo N-terminal, el cual dirige la
proteina a la membrana celular, como en el extremo C-terminal, que codifica un anclaje
glicosilfosfatidilinositol (GPI, del inglés glycosylphosphatidylinositol). La eliminacion de ambos péptidos
sefial resulta en una proteina de unos 208 aminodacidos con pequefias variaciones entre especies, cuyos
residuos comprenden desde el 23-230 de la proteina inmadura (figura 3) [74]. La PrP® se encuentra
anclada en la membrana mediante un GPI, mayoritariamente en balsas lipidicas, donde sufre una rapida
endocitosis constitutiva para su posterior reciclado o degradacién [75]. La PrP® madura consta de un
dominio amino terminal, concretamente del aminodcido 23 al 123, estructuralmente flexible [76] y que
contiene una regién de octarepeticiones (OR, del inglés octapeptide repeats), nombrada asi por la
presencia de cuatro o cinco repeticiones de la secuencia PHGGGWGQ [77]. Estas repeticiones varian en
funcidén de la especie, pero estan altamente conservadas entre mamiferos [78]. Cambios en esta region
han sido relacionados con algunas EET genéticas [79] [80]. Esta zona tiene un alto interés cientifico, no
solo por su alta conservacion o su relacion con ciertas patologias, sino porque se cree que podria tener
implicaciones en la funcién fisioldgica de la PrP¢ a través de su capacidad de coordinar diferentes cationes
bivalentes, en especial el cobre (Cu?*) [81] o por su capacidad de interaccién con polianiones como la
heparina / heparan sulfato [77]. Flanqueando la zona de los OR se encuentran dos zonas cargadas
positivamente conocidas como CC1 y CC2 (del inglés, charged cluster), estas zonas estan conectadas al
dominio globular por una regién hidrofébica, que va del aminoacido 111 al 134, llamada HC (del inglés,

hydrofobic core) [66].
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El dominio globular carboxilo terminal estd altamente estructurado y presenta una secuencia
aminoacidica y una conformacidon muy conservada entre mamiferos de diferentes especies. De hecho, a
pesar de la baja similitud entre las secuencias aminoacidicas de la PrP¢ de mamiferos con la de pollo,
tortuga o rana (aproximadamente de un 30 %), su estructura presenta un alto grado de conservacion [73].
El dominio se estructura con 2 ldminas-B antiparalelas, separadas por una region de hélice-a y seguidas

de dos regiones de hélice-a [73, 82]. También se encuentra un puente disulfuro entre las dos ultimas
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Figura 3. Representacion esquematica de la PrP¢ y estructura tridimensional de la PrP¢ resuelta por
cristalografia de rayos X. A) Representacion esquematica de los diferentes dominios de la PrP¢. Los nimeros
hacen referencia a la posicidn del aminodcido en la PrP¢ humana. En la region N-terminal se encuentra el péptido
sefial que dirige a la PrP¢ hacia la membrana plasmatica (residuos 1-22). A continuacidn, le sigue la regién de las
octarepeticiones y la zona rica en aminoacidos con cardcter hidrofébico. En el dominio globular aparecen dos
regiones estructuradas en forma de ldmina-B y tres regiones estructuradas en forma de a-hélice. Dentro de la
zona globular también aparecen esquematizados el puente disulfuro entre las posiciones 179 y 214, las
asparaginas (N) implicadas en la glicosilacion en las posiciones 181y 197 y el anclaje a GPI en el aminoacido 231.
Por ultimo, se encuentra una regién de unos 19 aminoacidos que determina la adicién del GPI, pero que es
eliminada durante la maduracidn de la proteina. B1 y B2: Regiones estructuradas en lamina-f. al, a2 y a3:
Regiones estructuradas en a-hélice. CHO: Grupo carboxilo de las asparaginas 181y 197 a los cuales se unen los
glicanos. GPI: Anclaje de Glicofosfatidilinositol a la membrana plasmatica. B) Estructura tridimensional de la PrP¢
ovina obtenida mediante —difraccidn de rayos X (Protein Data Bank code 1UW3). Se ha eliminado la regiéon N
terminal no estructurada y flexible que va desde el residuo 23 hasta el 120. (Modificado de Gill 2018).

hélices, mas concretamente en las cisteinas 179 y 214 y dos asparaginas, en las posiciones 181y 197, que
pueden ser glicosiladas de forma variable, pudiendo existir PrP¢ no glicosilada, monoglicosilada vy
diglicosilada. Estas glicosilaciones pueden tener acidos sidlicos en cantidades elevadas unidos, y se ha
observado que poseen cierto papel en el proceso de infeccion [83]. Sin embargo, todavia no se ha
demostrado la implicacion de los glicanos, asi como de su proporcidn relativa, en las funciones bioldgicas
de la PrP¢ o su conversidn, aunque hay estudios que sugieren que puedan tener cierto papel en el proceso

de infeccion y/o propagacién y en la seleccidn de cepas [84, 85].

La ultima caracteristica destacable de la PrP® madura es su anclaje mediante un grupo GPI a la membrana
celular. Este tipo de anclaje es bastante comun entre eucariotas, encontrandose entre un 10-20 % del

total de las proteinas de membrana. La unidon proteina-GPI se trata de un proceso biosintético complejo
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que tiene lugar en el reticulo endoplasmatico (RE), donde se elimina el péptido sefial para afiadir un GPI
preformado. Todos los anclajes GPI tienen una estructura comidn compuesta por una etanolamina fosfato
unida por un enlace amida al grupo carboxilo terminal, un nicleo altamente conservado formado por tres
residuos de manosa, una glucosamina, un grupo fosfatidilinositol y colas fosfolipidicas que anclan el GPI
a la membrana plasmatica. La adicién de glicanos en las ramificaciones y modificaciones en la fraccion
lipidica durante el transporte hacia la membrana, dependen del tipo celular y del organismo en el cual
ocurren, dando lugar a una amplia diversidad estructural [86]. La funcidn mas importante de los anclajes
de tipo GPI es ejercer una asociacion estable con la bicapa lipidica [87], aunque en el caso de la funcion
bioldgica de la PrPS, se desconoce si este ejerce un papel imprescindible. Sin embargo, si que se le atribuye
un papel clave en el proceso de infeccidn, asi como en el desarrollo de la patologia pridnica. Se ha
demostrado que cambios en la composicidon de las balsas lipidicas que alteren su comportamiento,
mutaciones en el GPI que impiden su correcta formacidn o no permiten su anclaje a membrana, asi como
modificaciones en la localizacidn del anclaje, provocan una reduccién o inhibicidn en la formacién de PrP>¢
[88-90]. Se ha observado en ratones transgénicos cuya PrP¢ no contiene GPI, que cuando se infectan con
priones presentan grandes cantidades de proteina malplegada y placas amiloides densas, pero no
muestran la caracteristica espongiosis tipica de las EET, asi como signos marcados de neurodegeneracion,
lo que se relaciona con una neurotoxicidad mas baja de la proteina sin GPI [91]. Este experimento parece
indicar que la ausencia del anclaje GPI esta mas relacionado con el proceso de neurotoxicidad que con el
de propagacion. Con relacién al papel del GPI; se ha especulado que, en los procesos infecciosos de las
EET, se dan lugar dos fendmenos: el primero, es la conversién de PrP¢ a PrP* o propagacion pridnica, el
segundo, es la neurotoxicidad, que como se ha mencionado anteriormente parece intimamente

relacionado con la presencia del GPI y su capacidad de iniciar cascadas de sefializacion intracelulares.

A pesar de los estudios realizados sobre la PrP¢ y el amplio conocimiento que se posee sobre su
bioguimica, todavia se desconoce cudl es su funcidn fisioldgica en la célula. Se sospecha que debe tener
una funcién sino esencial, importante debido a su ubicuidad y alta conservacion entre animales de
diferentes especies. No obstante, la generacion de ratones transgénicos knock out para el gen PRNP (PRNP
/) demostré que no padecian cambios significativos respecto a los de genotipo silvestre, salvo la
resistencia a la infeccién por priones [42]. Este mismo hecho también se observé en vacas PRNP 7, las
cuales no presentaron ningln cambio neuroldgico ni fisioldgico significativo hasta los 20 meses de edad,
siendo utiles para la obtencidn de productos derivados (leche, suero, etc.) libres de proteina pridnica [92].
Asi como la ausencia de PrP¢ en cabras en una poblacidn caprina concreta en Noruega debido a que estas
poseen mutacion en el gen PRNP de forma natural [93]. Estudios realizados con modelos similares sin PrP¢
demostraron, ademds, que su ausencia evita que se desencadenen los procesos neurotdxicos y
neurodegenerativos causados por priones [94]. El papel de la PrP¢en la neurotoxicidad también viene
respaldado por un estudio que demuestra que un injerto que expresa PrP¢ de forma normal, cuando es
implantado en modelos murinos PRNP7" es el Gnico tejido que se ve afectado por la infeccién por priones

a pesar de encontrar la PrP*diseminada por todo el encéfalo [95]. El papel de la PrP¢ como mediador de
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la neurotoxicidad no es exclusivo de las EET, ya que, in vitro, se ha observado que la PrP® interactia con
agregados oligoméricos formados por a-sinucleina, tau o proteina B amiloide, induciendo toxicidad, la
cual desaparece cuando la PrP¢ no esta presente, indicando un posible papel comun de esta proteina en
las diferentes proteinopatias neurodegenerativas [96]. La relacién entre la neurotoxicidad y la PrP¢ esta
clara, pero no es probable que esta sea su Unica funcién bioldgica debido al alto grado de conservacion
entre especies animales. De hecho, se sospecha que esta toxicidad no es una propiedad intrinseca de la
PrPS, sino un efecto derivado de su proceso de conversién a PrP* [97]. Por lo tanto, conocer la funcién
fisioldgica de la PrP¢ podria ayudar a entender mejor los mecanismos de toxicidad celulares, tanto de las

EET, como de otras enfermedades neurodegenerativas.

Continuando con el papel biolégico de la PrP¢, nos encontramos con un amplio abanico de experimentos
que tratan de dilucidar la funcién de esta proteina. Los primeros estudios se iniciaron con modelos
carentes de PrPC y con la identificacién de moléculas que interaccionaban con ella, con el tiempo, estos
estudios han ido evolucionando y mejorando con la ayuda de nuevos ensayos, tanto in vitro como in vivo,
permitiendo ampliar el conocimiento que se tiene sobre la PrPC. Entre las diferentes funciones que se le
han atribuido estan; plasticidad y transmisién sinaptica [98], formacion de la memoria [99, 100],
estabilizacion del suefio y ritmos circadianos [101], excitabilidad neuronal [102], homeostasis del calcio
[103], neuroproteccion [104], metabolismo del zinc, cobre y hierro [105, 106] y mantenimiento de la
mielina periférica [107]. Sin embargo, muchas de estas funciones deben de ser validadas, ya que los
resultados no son concluyentes o son contradictorios dependiendo del modelo usado (tratado en
profundidad en [108]. Del mismo modo, los mecanismos moleculares que controlan estas funciones se
desconocen, lo que dificulta esclarecer el papel biolégico de la PrP¢ [109]. Una de las funciones de las que
se tienen evidencias cientificas mas sdlidas, es su papel en el mantenimiento de la mielina periférica
presente en las neuronas, ya que la ausencia de PrP¢ en ratones transgénicos de avanzada edad, muestra
una polineuropatia desmielinizante crdnica, y, ademas, este fenotipo se ha observado en todas las lineas

de ratones PRNP”-, indicando la presencia de un fenotipo robusto [107, 110, 111].
2.2 Mecanismo de malplegamiento a PrP>*

Mientras que la informacidn que se tiene de la PrP® es extensa y se va ampliando a través de los diferentes
estudios, el mecanismo molecular de conversién a PrP> se desconoce completamente. De acuerdo con lo
que plantea la hipdtesis de “solo proteina”, el proceso de malplegamiento ocurre de manera
autocatalitica. Este proceso de conversién da como resultado una acumulacidén de fibras amiloides
compuestas principalmente por PrP en el encéfalo de los individuos afectados. Una diferencia
significativa entre las dos isoformas de la PrP es su estructura secundaria, es decir, la proporcién de a-
hélices y ldminas-B que presenta cada conformacién. Esta particularidad hace que ambas isoformas
presenten caracteristicas bioldgicas y bioquimicas diferentes [112]. La PrP¢ estd compuesta de ~40% de
a-hélice y ~3% de ldmina-B, siendo el resto de la estructura giros y zonas desestructuradas. En
contraposicion, la PrP5¢ tiene un ~75% de ldmina-B y una ausencia total de a-hélice, y el resto son giros y

zonas desestructuradas [113]. La proporcidn de a-hélice presente en la PrP* ha sido motivo de cierta
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controversia, ya que los primeros estudios realizados con FTIR calculaban un porcentaje de ~30%, el cual
fue descartado, debido al surgimiento de técnicas mas avanzadas como la resonancia magnética nuclear
en estado sélido (RMN) [114, 115]. Como consecuencia de este cambio conformacional, la PrP* presenta
otras caracteristicas bioquimicas diferenciales como la resistencia parcial a PK [34] y su insolubilidad en
detergentes no idnicos [33]. El tratamiento con PK elimina aproximadamente los 90 primeros aminoacidos
de la PrP%, siendo este numero dependiente de la compactacién del nucleo de la fibra, y este a su vez
dependiente de cepa [116]. La proteina digerida mantiene intacto un nucleo resistente de 27-30 kDa en
comparacion con el tamafio de 33-35 kDa que tiene la proteina completa. La solubilizacién de la Prp?7-30
en liposomas no disminuye su capacidad infectiva, demostrando asi que las fibras amiloides no son las
que portan la capacidad infectiva, sino que son los oligdmeros de PrP*¢ los que conforman los centros de
nucleaciéon que inician la propagacion pridnica [117]. En relacién a esta ultima teoria, Silveira y
colaboradores, realizaron un experimento donde desagregaron parcialmente la PrP* y las fracciones
resultantes se separaron en relacion a su tamafo y se inocularon en hamsteres. Las fracciones que
resultaron mas infecciosas fueron aquellas con un tamafio comprendido entre los 300 y 600 kDa, lo que
equivalia a particulas compuestas por entre 14-28 moléculas de PrP. Este estudio sugirié que estos

oligdmeros son las moléculas que mayoritariamente estan implicadas en la infeccién [118].

Experimentos de distinta indole han evidenciado que debe de existir una interaccién directa entre la PrP¢
y la PrP* y que esta es necesaria para la propagacién. Tanto los experimentos de Prusiner con ratones
transgénicos que expresaban la PrP¢ de hamster junto con la PrP¢ propia de ratén [119], como los de
Meier donde expresaban una PrP soluble y dimérica [120] o los de Engelke donde la PrP¢ presente en la
célula estaba dimerizada [121], demuestran la existencia de un complejo PrP%/PrP>¢ necesario para la
conversion. No obstante, este complejo no se ha podido aislar por lo que se desconoce si existen mas
moléculas que participen o se unan a ese complejo [66]. La formacidn de este complejo viene favorecida
cuando las secuencias aminoacidicas son idénticas o muy similares, explicando en parte el fendmeno de
barrera de transmisién que existe entre especies. Este hecho que ponia de manifiesto el concepto de
barrera de transmisidn (ver explicacion mas adelante) se demostré con un experimento in vitro, donde se
observaba que existia una interaccion entre las PrP¢ de ratdn y la PrP* de hamstery, con ello, la formacién
de un complejo entre ambas. Sin embargo, la tasa de conversién fue muy reducida, demostrando que las
diferencias aminoacidicas existentes entre ambas especies tenian un papel mas importante en el proceso
de conversidn que la unidn inicial de ambas PrP. Esto sugirié que, ademas, tras la unidn inicial entre ambas

proteinas, siguen ocurriendo y son necesarias una diversidad de interacciones moleculares [122].
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Debido a las limitaciones y a la escasa informacién que se tiene de los mecanismos moleculares que
dirigen la conversidn de PrP¢ a PrP>, actualmente se han descrito dos modelos puramente tedricos que

describen el proceso de malplegamiento (figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica de los modelos de conversion de priones. a) Modelo de nucleacién —
polimerizacion b) Modelo de conversidn inducida por molde. (Modificado de Corsaro 2012).

2.2.1 Modelo de conversién inducido por molde

Este modelo estd basado en la tedrica interaccion entre la PrPC y la PrP5, y el hecho de que esta
Ultima estaria actuando como molde en el proceso de malplegamiento de la PrP¢. De esta forma,
una conversién espontanea de PrP® a PrP> estaria muy desfavorecida, ya que la barrera
energética que requiere la conversion es muy alta. El hecho de que existan EET espontdneas y
genéticas se explicaria de forma que la PrP¢ estaria en un equilibrio con un estado de la PrP
llamada PrP*, un estado conformacional intermedio transitorio cuya formacion estaria catalizada
por la unién entre la PrP¢y una proteina X. La PrP* a través de su unién con otras de su misma
especie o con la PrP¢ conduciria a la formacién de PrP>. Por otro lado, las EET adquiridas se
desencadenan debido a la introduccién de una fuente exégena de PrP5¢ que actuaria como molde
y las EET genéticas se explicarian por unos niveles de PrP* anormalmente altos debido a un
proceso de desestabilizacién promiscuo por parte de la PrP¢y/o a un aumento de la estabilizacién
del dimero PrP*/PrP*, que derivarian en un incremento de la PrP* que iniciaria la replicacion.
Finalmente, las EET esporadicas empezarian con la aparicién de un evento muy infrecuente

basado en la formacién de un complejo PrP*/PrP* o una mutacién somatica que daria de forma
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espontdnea una PrP*¢ y provocaria un aumento de la PrP*, de tal modo que la enfermedad se

empezaria a desarrollar igual que las EET hereditarias [34].
2.2.2  Modelo de nucleacién-polimerizacién

En este modelo se parte de la premisa de que la PrP® y la PrP% estan en un equilibrio
termodindmico constante y reversible en solucién. Debido a la inestabilidad de la Prp>
monomérica, esta tenderia a agregar con otras PrP para poder estabilizarse, desplazando el
equilibrio hacia la formacién de mas moléculas de PrP>¢ [123]. El proceso estd comprendido en
dos fases: la primera de latencia en la que varias moléculas de PrP%¢ agregan muy lentamente
hasta llegar a la estabilizacion de los mondmeros gracias a la creaciéon de un nucleo o semilla
multimérica, y la segunda fase, en la que se daria un crecimiento exponencial debido a que los
mondmeros de PrP*¢ se irian uniendo al nucleo infeccioso, expandiéndolo. A medida que el
nucleo va aumentando de tamafio, este sufriria una fragmentacion que generaria varios nucleos
infecciosos, los cuales a su vez empezarian una fase de crecimiento exponencial reclutando mas

moléculas de PrP¢, favoreciendo la propagacion del agente [124].

En la actualidad ningin modelo ha sido descartado ni confirmado, es decir, ambos modelos
podrian ser totalmente validos para explicar el proceso de conversidn y propagacion. Aunque hay
varios factores que son desconocidos, como la existencia de una proteina X, la cual podria ser
parte del complejo infeccioso o una molécula que ayudara al proceso de malplegamiento. La
existencia de esta proteina nunca se ha podido demostrar y aunque en un principio se le asigné
una naturaleza proteica, la obtencion de priones recombinantes in vitro, en el cual solo
intervinieron factores altamente purificados y definidos, sefialé que este factor X, debia tratarse
de otro tipo de molécula que actuase facilitando la conversién [57]. Otros experimentos que
apoyan este modelo son aquellos que han demostrado la existencia in vitro de una especie
intermedia entre la PrP¢ y la PrP5 que seria la llamada PrP* [125]. Por otro lado, hay algunas
evidencias que apoyan el modelo de nucleacién, entre estas evidencias destacan los modelos
matematicos [126] y los datos cuantitativos obtenidos en diferentes ensayos libres de células.
Estos Gltimos denotan la necesidad de oligdmeros mds grandes que los dimeros de PrPs¢ que,

segun el modelo de induccidén por molde, iniciarian la propagacion [118].

Sin embargo, recientemente han aparecido detractores que critican ambos modelos, alegando que no

explican conceptos que suceden in vivo, como la heterogeneidad que existe entre cepas. Los

experimentos de Béringue y colaboradores, explican la necesidad de la existencia de una suPrP en el

proceso de replicacidn. Esta suPrP seria una subunidad oligomérica no infecciosa formada por un trimero

+ un mondmero con una alta resistencia a los agentes desnaturalizantes. Esta estructura seria muy estable

su caracteristica intrinseca seria la de contener los determinantes estructurales de cepa (SSD, del inglés,

strain structural determinant). Esta suPrP seria una pieza elemental y necesaria en la propagacién donde

39



INTRODUCCION

la estructura cuaternaria seria el resultado de la condensacidn y la reorganizacién de la suPrP que dirigiria
los ensamblajes formados por PrP*¢ hacia una conformacién determinada. Por tanto, la existencia de esta
pieza fundamental, la SSD, durante la formacién de los ensamblajes pridnicos explicaria los determinantes
estructurales que existen entre cepas, los mecanismos de molde existentes en la PrP> y su dispersion

durante la replicacién [127, 128].

2.3 PrP*

231 Modelos estructurales

Actualmente, la estructura tridimensional de la PrP* se desconoce y como consecuencia estd
siendo objeto de muchos estudios. Conocer su estructura es clave para entender los procesos
moleculares que tienen lugar durante la propagacion priodnica, la neurotoxicidad, asi como los
fenémenos de barrera de transmisién y de cepa. El estudio de la estructura de la PrP* entrafia
numerosas dificultades, siendo la mas importante su composicion molecular formada por
diferentes polimeros de distinto tamafio en un equilibrio dinamico [118]. Por otro lado, la
realizacién de este tipo de estudios estructurales a partir de muestras provenientes de encéfalos
presenta la dificultad afiadida de su adecuada purificacion [129]. Otro problema afadido es la
presencia de mezclas variables de formas sin glicosilar, mono y diglicosiladas [130]. Todo ello,
dificulta enormemente los estudios biofisicos con técnicas de alta resolucidn como la

cristalografia de rayos-X o la RMN [131].

A pesar de las limitaciones mencionadas, se han obtenido datos suficientes a partir de distintas
técnicas, que han llevado a proponer distintos modelos estructurales y han acercado la
resolucion estructural de estos patdgenos. Algunas de las primeras técnicas utilizadas fueron el
dicroismo circular y la espectroscopia FTIR, las cuales se utilizaron para evaluar la composicién
de a-hélice y ldamina-B presente en la PrP*. Estos estudios concluyeron con una presencia
mayoritaria de ldmina-B en la PrP% respecto la PrP¢ en varias cepas y especies [112]. La protedlisis
limitada también se ha utilizado para obtener informacidn sobre la estructura de la PrP>¢, siendo
la mas utilizada la llevada a cabo con proteinasa K. La PK digiere un fragmento que equivale a
aproximadamente los 90 primeros aminoacidos, siendo este dato variable y un reflejo de cuan
compactado esta el nucleo infeccioso y, por tanto, se utiliza para diferenciar y comparar
diferentes cepas pridnicas. Ademads, este procedimiento da lugar a otros fragmentos que
permiten localizar lazos y giros dentro del nicleo compacto [132, 133]. Otra técnica que ha
ofrecido mucha informacidn sobre la estructura de la PrP* ha sido el mapeo de epitopos [62]. El
estudio de accesibilidad de ciertas zonas de la PrP>¢ utilizando diferentes anticuerpos que
reconocen diferentes epitopos de la PrP, ha revelado que del aminodcido 90 al 120 se encuentra
una zona inaccesible a no ser que se someta a agentes desnaturalizantes y que, sin embargo,
algunas regiones del extremo carboxilo, como las comprendidas entre los aminodacidos 152 - 163

0 225 - 231, se encuentran mas expuestas a los anticuerpos [134]. Tanto la microscopia
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electrdnica de transmisién (TEM, del inglés transmission electron microscopy) [135], como la
microscopia de fuerza atdomica (AFM, del inglés atomic force microscopy) [136], y recientemente
la criomicroscopia electrénica [137] han aportado detalles de la ultraestructura de las fibras
amiloides de PrP>. Se pueden observar prion rods provenientes de encéfalo de forma nitida y
bien definidos tras sucesivos y exhaustivos protocolos de purificacion, lo que permite determinar
algunas caracteristicas estructurales. Pese a que no se ha podido llevar a cabo la correcta
obtencién de cristales de PrP*, si que se han podido obtener patrones de difraccion de baja
resolucion [138]. Tanto la cristalografia como la difraccion de rayos X han sido ampliamente
utilizados en estudios estructurales de diferentes amiloides que existen en la naturaleza [139].
Estos estudios mostraron un motivo estructural llamado spine o cross-8-sheet [140] que se ha
propuesto también para la PrP>. Se denomina cross-B8-sheet a una repeticion de hojas B
dispuestas perpendicularmente al eje longitudinal de la fibra. La difraccion de rayos X de
filamentos amiloides muestra un patrdn caracteristico con una sefial vertical de 4.8 A que indica
la distancia entre las ldminas-B apiladas a lo largo del eje vertical de la fibra, y otra horizontal de
~10 A que muestra la distancia entre laminas-B adyacentes [139]. Se ha postulado que las
estructuras de cross-8-sheet podrian ser diferentes para cada una de las distintas fibras de PrP*,
lo que respaldaria la existencia de cepas [141]. Otra metodologia de gran valor en el estudio
estructural de los priones se basé en la técnica de intercambio hidrégeno-deuterio acoplada a la
espectroscopia de masas (HXMS del inglés, hydrogen—deuterium exchange mass spectrometry).
Su uso ha permitido observar que la estructura de la PrP> muestra giros y ldminas B desde el

aminodacido 90 aproximadamente con una total ausencia de a-hélices [114].

Todos los datos obtenidos tras el uso de las diferentes técnicas de baja resolucidon han permitido

desarrollar diferentes modelos estructurales tedricos para la PrP%¢ (figura 5).

Modelo de hélice-8

Este modelo esta basado en los datos de microscopia electrénica (ME), y en una estructura de
hélice-B levdgira. La unidad basica de la PrP*¢ de este modelo estaria constituida por trimeros,
donde los residuos ~90 al 175 de la PrP?7-3, estarian formando hélices-B levdgiras, que estarian
apiladas horizontalmente e incluirian una zona desestructurada compuesta por los residuos del
145 al 163. El crecimiento de estos agregados llevaria a un apilamiento de los trimeros
verticalmente a lo largo del eje de la hélice [131, 142] (figura 52). Una de las mayores debilidades
de este modelo es que la zona de los puentes disulfuro (Cys 179 - Cys 214) se considera que esta
en un estado de a-hélice y los estudios de FTIR han descartado casi con total seguridad la

presencia de a-hélices en la estructura de la PrP5¢ [113].

Modelo de Idminas 8 paralelas en registro
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Este modelo propone una estructura formada por ldminas-B paralelas que se disponen en
registro, permitiendo un crecimiento infinito de las fibras, y donde cada molécula contribuye con
4.8 A a la altura de la fibra [143](figura 5b). Datos obtenidos en estudios de HXMS y RMN de
estado sdlido utilizando PrP% proveniente de encéfalo y PrP recombinante apoyan este modelo
de lamina paralela en registro. Ademas, estos han permitido determinar la arquitectura basica
de los multimeros sin proveer de estructuras a nivel atémico [144]. Modelos in silico de dinamica
molecular (MD, del inglés molecular dynamics) respaldan también los datos obtenidos. Estas
simulaciones revelan que los residuos ~124 - 227 estan mas predispuestos a sufrir un
empagquetamiento que los del ~90 - 123 (N-terminal) [115]. Sin embargo, los datos de difraccion
de rayos X contradicen el modelo, ya que, mediante esta técnica, tanto en la PrP* como en la
PrP2-3° se puede observar una unidad de 19.2 A que se repite y que no deberia aparecer si este

modelo fuera el correcto al estar formado por unidades de 4.8 A [113].

Modelo de Idminas 8 en solenoide de cuatro pisos

Este modelo estd basado en datos obtenidos a partir de estudios de criomicroscopia electrénica,
difraccion de rayos X y protedlisis limitada. El modelo muestra una estructura basada en el
apilamiento de laminas-B sobre si mismas formado un solenoide de cuatro niveles (figura 5c).
Cada solenoide equivaldria a una molécula de PrP* y estas, distribuidas una encima de otra,
formarian un protofilamento. A su vez cada protofilamento estaria asociado a otro
protofilamento formando una hélice [137]. Estudios de difraccion de rayos X realizados por Wille
y colaboradores a partir de PrP?’3° purificada de encéfalos de ratén infectados mostraron la
existencia de repeticiones de 19.2 A que coinciden con cuatro veces la unidad de 4.8 A, una sefial
caracteristica de las fibras amiloides [145]. Ademas, esta metodologia también evidencia la
ausencia de la unidad de ~10 A en las muestras de PrP* provenientes de encéfalo, en
contraposicidn a lo observado con las muestras de recPrP. La ausencia de esta sefial supone un
fuerte respaldo a este modelo dado que esta sefial se observa de forma muy caracteristica en las
estructuras consistentes en |laminas-p paralelas en registro [145, 146]. Por otro lado, los estudios
estructurales basados en criomicroscopia electrénica también han aportado datos que apoyan
este modelo. Vazquez-Fernandez y colaboradores observaron las mismas unidades repetitivas de
19.2 A utilizando una PrP?7-3 que carecia del anclaje GPI tras ser purificada a partir de encéfalos
de ratdn transgénicos especificos [137]. Finalmente, el uso de la técnica de protedlisis limitada
tanto en muestras de PrP% purificada a partir de encéfalos como en priones recombinantes

infecciosos ha permitido obtener datos relevantes que apoyan este modelo [133, 147].
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Los modelos que se barajan no solo deben cefirse a los datos que las diferentes técnicas
proporcionan, sino que deben ser modelos que se ajusten a la realidad. En este aspecto debemos
mencionar la glicosilacién que posee la PrP* dado que hay que tener en cuenta qué modelo
encaja mejor con la presencia de glicanos de una longitud variable. Asi, de los tres modelos
descritos, el modelo de laminas-p en solenoide es el que mejor encaja con los glicanos presentes

in vivo [148] [144].
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Figura 5. Representacion de los diferentes modelos estructurales de PrPsc. a) Modelo de B- hélice. (Modificado
de Govaerts 2004). b) Modelo de lamina-B paralela en registro. (Modificado Cobb 2007). c) Modelo de lamina-f
en solenoide en cuatro niveles. (Modificado de Requena 2018).

2.4 Fenémeno de cepa

Uno de los conceptos mas discutidos y que mas controversia ha generado en el marco de la hipétesis de
“solo proteina” es la existencia de cepas de priones. Esto era debido a que resultaba dificil explicar que
una misma secuencia aminoacidica diera como resultado diferentes fenotipos cuando son transmitidos a
un mismo hospedador. Estas caracteristicas fenotipicas se evidencian tanto en los signos clinicos, como
en el perfil de lesiones histopatoldgico, los tiempos de incubacién, patron de depdsitos de proteina
agregada y areas neuronales especificas en las que aparecen los depdsitos de proteina malplegada [149].
La evaluacién de los tiempos de incubacién y el perfil de lesiones son los métodos mas utilizados para la

clasificacion e identificacion de cepas [150].

De acuerdo con la hipodtesis de “solo proteina”, el fendmeno de cepa se explicaria a través de la existencia
de diferentes conformaciones que darian lugar a los diversos fenotipos. Estas diferencias se basarian en
cambios de la estructura secundaria y/o terciaria de la proteina. Uno de los primeros estudios acerca de
este fendmeno es el realizado por Bessen y colaboradores donde se caracterizan dos cepas de hamster.
Estas cepas, denominadas Hyper (HY) y Drowsy (DY), se manifestaban con dos fenotipos completamente
distintos y, ademas, después de la purificacion de la PrP> del encéfalo de animales infectados con cada
una de estas cepas, se observaron variaciones entre ambas en cuanto a la velocidad de sedimentacién y
la resistencia de cada cepa al tratamiento con agentes desnaturalizantes [151]. Posteriormente, utilizando
las mismas cepas, se observd que tras el tratamiento con PK, se generaban dos nucleos resistentes de
diferente tamafno segun su patron electroforético [152]. Dado que ambas cepas poseian la misma

secuencia aminoacidica, las diferencias se debian a que cada una poseia una conformacion diferente, de
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modo que en una de ellas aparecia una regidon mas expuesta a la digestién por PK en comparacidn con la
otra. Aunque la existencia de variantes conformacionales explica las caracteristicas observadas, debido a
que en la actualidad todavia no se conoce la estructura de la PrP¢ al detalle, no se ha podido verificar

cOmo estos cambios estructurales entre cepas dirigen la manifestacidn fenotipica de la enfermedad.

Otro rasgo distintivo y especifico de cepa es el porcentaje de PrP no glicosilada, monoglicosilada y
diglicosilada que presentan cada una. La proporcion de las formas glicosiladas es estable y se mantiene a
través de los multiples pases de inoculacién seriados in vivo [153] e in vitro [154]. Lo que indica que el
patrén de glicosilacidn parece ser relevante y podria estar implicado, junto con la estructura de la PrP*,
en la existencia de las diferentes cepas pridnicas. El patron de movilidad electroforética junto con el de
glicosilacion de la PrP permite discernir entre dos grupos de cepas pridnicas: las cepas clasicas y las
atipicas. Las cepas clasicas presentan el patron de tres bandas correspondientes con cada una de las
formas de glicosilacién en diferentes proporciones, y las cepas atipicas que, ademas de presentar las tres
bandas caracteristicas en algunos casos, también muestran fragmentos internos resistentes a PK y
escindidos de los extremos amino y carboxilo terminal de entre 6 y 8 kDa, dependiendo del tipo de cepa.
Las cepas atipicas han sido descritas en humanos, tanto en GSS [155] como en VPSPr [36], asi como en

pequefios rumiantes, con la cepa atipica de scrapie Nor98 [156].

Otra de las caracteristicas mas significativas de las cepas pridnicas es su tropismo celular diferencial. Esta
propiedad les permite propagarse y, por tanto, afectar a determinadas areas del SNC, resultando en
distintos patrones de depdsito de PrP> y signos clinicos. A pesar de que este acontecimiento se ha
estudiado ampliamente en varias lineas celulares capaces de propagar distintas cepas pridnicas, aun se
desconocen los mecanismos moleculares que explicarian este tropismo celular [157]. Se ha hipotetizado
que el comportamiento intrinseco de cada cepa podria estar definido por la estructura que presenta esta
y su capacidad de unirse o interaccionar con moléculas especificas, como por ejemplo receptores
neuronales. Por ello, su capacidad de propagacion se veria afectada acorde a los distintos tipos celulares
[66]. Esta hipdtesis pone de manifiesto la importancia de la interaccion de la PrP con distintos cofactores

presentes en el encéfalo, ya sean chaperonas, especies de ARN, entorno lipidico particular, etc. [158].

El fendmeno de cepa tiene especial relevancia cuando se trata de disefiar diferentes estrategias
terapéuticas, dado que en el caso de compuestos quimicos que se unen a la PrP* con el fin de bloquear
su propagacion, su eficacia podria verse afectada en funcién de cdmo estos ejercen su accion sobre los
diferentes conformeros estructurales. Esto puede traducirse en que compuestos que muestran actividad
antipridnica frente a determinadas cepas, no la muestren ante otras o incluso que favorezcan la formacion

de isoformas o cepas resistentes a determinados compuestos tras su seleccion [159-162].
2.5 Barrera de transmision

La capacidad de transmision de los priones entre diferentes especies se conoce desde practicamente el

inicio del descubrimiento de las EET, cuando Gadjusek y colaboradores, infectaron con kuru a chimpancés
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induciéndoles la enfermedad [12]. También, se ha observado la transmisién de priones procedentes de
diferentes especies a humanos, fenédmeno conocido como zoonosis. La zoonosis mejor estudiada es la
transmision del agente causal de la BSE a humanos causando la vCJD [163]. Debido a la relevancia de este
fendmeno desde el punto de vista de la salud publica, la transmisién entre especies ha sido extensamente
estudiado utilizando diferentes modelos animales transgénicos que expresan la PrP de distintos

mamiferos [164].

La propagacion de priones entre diferentes especies estd restringida por un fenédmeno denominado
barrera de transmision o de especie. El fendmeno se observa cuando las cepas de priones infectan
especies diferentes de las que proceden, manifestando periodos de incubaciéon mas largos y/o una tasa
de ataque incompleta (no todos los animales se infectan y, por tanto, no desarrollan la enfermedad) [165].
Conforme se realizan pases seriados en el nuevo huésped, los tiempos de incubacidn y tasas de ataque se
van reduciendo y aumentando, respectivamente. Durante este proceso, las cepas normalmente sufren un
proceso de adaptacion a la nueva especie. El nUmero de pases necesarios para lograr una estabilizacion
completa de la cepa pridnica en la nueva especie huésped permite también evaluar el grado de barrera

de transmisidn que existe.

Inicialmente, aun sin haberse descubierto la proteina del prion, el efecto de barrera se explico a través de
la suma de dos factores implicados: la eficiencia de conversién y la patologia causada por la cepa
seleccionaba [166]. Tras la demostracidn de que se requeria Unicamente la existencia de una proteina, la
explicacién de este fendmeno se enfocd en las diferencias que esta presentaba en su secuencia
aminoacidica entre la especie donante y la receptora [164]. Para llevar a cabo los estudios iniciales con el
fin de demostrar esta hipédtesis, se utilizaron ratones transgénicos que expresaban la PrP¢ de hamster
junto con la proteina enddgena de raton y estos fueron infectados con cepas de ambas especies. Aquellos
animales que se infectaron con priones de ratén mostraron mayoritariamente agregados de PrP>¢ de
raton, mientras que los animales infectados con priones de hamster mostraban agregados formados
principalmente por PrP* de hdmster [119]. La existencia de variantes polimdrficas y cémo estas afectan
al fendmeno de barrera de transmisidn, es otra demostracion de la importancia de la similitud de la
secuencia aminoacidica entre la cepa donante y la receptora. Uno de los ejemplos mas conocidos es el
caso de los genotipos a y b existentes en ratones, y cuya diferencia es de dos aminoacidos en la secuencia
de la PrP, pero sus tiempos de incubacidn son significantemente diferentes frente a las mismas cepas
[167]. Todos estos estudios han dejado patente que el fendmeno de barrera de especie esta determinado
no solo por la especie sino el tipo de cepa pridnica. De tal forma que dos cepas provenientes de la misma
especie y con la misma secuencia aminoacidica, podrian tener diferentes capacidades a la hora de superar

la barrera de transmision e infectar a otras especies [168].
2.6 Patogenia

Otro aspecto relevante de las EET es la identificacion de los mecanismos de neurotoxicidad que ocasionan

la neurodegeracion caracteristica de estas enfermedades. Los estudios de los primeros modelos murinos
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knock out para la PrP, demostraron que la neurodegeneracion no viene como consecuencia de la ausencia
de PrP¢o por la pérdida de su funcién debido a su conversidn en PrP5¢ [169]. En 2007, el grupo de Giovana
Mallucci utilizando modelos murinos con expresidn condicional de PrP¢ observé que, en animales con una
infeccién pridnica establecida, la eliminacidon de la PrP¢ revertia los efectos neurotdxicos de las fases
iniciales, evitando la pérdida neuronal, la progresion de la enfermedad y mostrando signos de
recuperacion. Cabe resefiar que los agregados amiloides de PrP*¢ presentes en los animales a los que se
desactivaba la expresién de PrP® eran iguales a los animales con PrP¢ en estadios terminales de la
enfermedad [170]. Esto deja constancia de la necesidad de la presencia de PrP¢ para que la neurotoxicidad
tenga lugar. Hecho que también se puede observar en los experimentos donde modelos murinos sin PrP,
alos cuales se les injertaba en el encéfalo un tejido neural con PrPS, solo desarrollaban neurodegeneracion
en la zona del injerto [171]. De forma similar, los estudios realizados con modelos animales que expresan
la PrP sin GPI, donde hay una significativa acumulacién de PrP>, muestran una la neurodegeneracion es
minima, lo que respalda la necesidad de una PrP®anclada a la membrana para que se dé este efecto [172].
Asi mismo, se ha observado una gran neurodegeneracién, pero niveles minimos de agregados de PrP*,
tanto en animales [173] como en humanos [174]. Estos resultados indican la existencia de una disociacion
entre la presencia de agregados amiloides y neurotoxicidad y sugieren que la responsable de esta ultima
podria ser una interaccién entre la PrP¢y pequefios multimeros de PrP* o incluso formas intermedias que

se generarian en los procesos de malplegamiento y formacidn de grandes fibras amiloides.

El hallazgo de diversas formas oligoméricas intermedias durante la amilogénesis de la PrP [175] y
posteriores estudios donde se demuestra que oligémeros solubles de un determinado tamafio son las
formas con mayor capacidad infectiva [118], descartan las fibras de mayor tamafio como responsables de
la neurodegeneracién. Experimentos llevados a cabo in vivo e in vitro confirman que son las formas
multiméricas de menor tamafio las responsables del dafio neuroldgico y no las fibras [176]. Sin embargo,
los mecanismos que desencadenan la neurotoxicidad o las interacciones dirigidas, en principio, mediadas
por la PrP¢, todavia se desconocen. Estudios recientes han demostrado que otras proteinas relacionadas
con enfermedades neurodegenerativas como la a-sinucleina en el parkinson o el péptido B-amiloide en
el alzhéimer, presentan también especies oligoméricas malplegadas como responsables de la

neurodegeneracion, siendo estas las formas mas neurotdxicas [177, 178].

A pesar de que todavia se desconocen los mecanismos moleculares que inician esta toxicidad vy
neurodegeneracion, hay diferentes estudios que han sugerido el papel de ciertos procesos celulares que
intervienen como resultado de la infeccién por priones y que podrian estar relacionados con la toxicidad

asociada a este proceso de malplegamiento proteico.

Afectacion del sistema de autofagia

La autofagia es el mayor mecanismo de eliminacién de proteinas agregadas o disfuncionales, por el cual

determinadas macromoléculas citoplasmdticas u organulos completos son dirigidos a los lisosomas para
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ser degradados. La estructura donde ocurre la degradacidn se llama vacuola autofagica o autofagosoma.
Se ha demostrado que, si los niveles de proteina agregada son muy elevados, el autofagosoma puede
iniciar una cascada de sefalizacion para inducir la muerte celular y, consecuentemente, producir dafio y
muerte neuronal [179-181]. Este tipo de vacuolas han sido observadas en diferentes modelos animales a
los que se les ha inducido una enfermedad pridnica, asi como en individuos afectados por alguna EET
humana [180, 182, 183]. A pesar de estos prometedores estudios, todavia se desconoce si la PrP*¢ tiene
un efecto téxico disminuyendo la actividad autofagica o, por el contrario, la induccién de la autofagia
resulta neuroprotectiva como consecuencia de un incremento en la eliminacion de la PrP malplegada, que

evita una cascada de sefializacién que seria toxica para la célula [184-186].

Induccion del sistema de apoptosis

La apoptosis se define como la muerte celular programada, un mecanismo necesario para el correcto
funcionamiento celular. Es un proceso activo y controlado que difiere totalmente de la necrosis
incontrolada [187]. El mecanismo de apoptosis se ha observado tanto en modelos experimentales como
en pacientes de EET [188, 189]. Aunque el papel de la apoptosis en la infeccion por priones es
desconocido, se ha demostrado que la delecidn de genes que codifican Bax, una proteina que favorece la
apoptosis, asi como la sobreexpresion de Bcl-2, la cual tiene una importante actividad antiapoptética, no
tienen ningun efecto. Lo que sugiere que las rutas apoptdticas mediadas por Bcl-2 y Bax no contribuyen
de forma esencial en el desarrollo de la enfermedad y posterior muerte neuronal que tiene lugar durante

una infeccién por priones [190, 191].

Inhibicion del sistema ubiquitino-proteosémico

El sistema ubiquitino - proteosémico (UPS, del inglés ubiquitin proteasome system) es el principal
mecanismo que tienen las células de mamifero para degradar proteinas. La degradacién proteica mediada
por UPS ocurre en dos fases, la primera donde la proteina se conjuga con moléculas de ubiquitina,
marcandola; y la segunda, donde la proteina ubiquitinada es degradada por la unidad 26S del proteasoma
[192]. Se ha observado una alteracion del UPS en las etapas iniciales de la infeccién por priones
acompafiado por la acumulacién de depdsitos de PrP¢ que precede a la pérdida neuronal [193]. Un
estudio demostré que los oligédmeros de PrP>* se unian a la subunidad 20S del proteasoma reduciendo la
entrada a este y, por tanto, reduciendo su capacidad de degradacién [194]. También, se ha descrito una
relacion directa entre la neuropatologia y una actividad deficiente del UPS [195], por lo que ha sido

considerado como una posible diana terapéutica.

Respuesta a proteinas malplegadas

La respuesta a proteinas malplegadas (UPR, del inglés unfolded protein response) es un mecanismo de
estrés celular que se dispara con el aumento de proteinas malplegadas o desplegadas. La UPR esta

controlada por determinadas cascadas de sefializacién que comienzan en la membrana del reticulo
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endoplasmatico (RE). Estas cascadas estan reguladas de manera independiente, siendo la mas importante
aquella que se regula a través de una quinasa llamada PERK (del inglés, PKR-like endoplasmic reticulum
kinase [196]. La fosforilacidn de la proteina PERK disminuye la traduccion proteica a través de la
fosforilaciéon de elF2a (del inglés, Eukaryotic translation initation factor 2) con el fin de evitar la produccién
masiva de proteinas malplegadas. En consecuencia, se activan genes de respuesta al estrés que, a su vez,
se regulan a través de la proteina GADD34 (growth arrest and DNA damage—inducible 34), la cual reduce

la fosforilacion de elF2a y restaura la traduccion proteica [197].

Algunos estudios han observado una cascada de sefalizacién aberrante mediada por la UPR durante la
progresion de una enfermedad pridnica, asi como la posterior muerte neuronal [198-200]. Se ha
observado que cuando se infecta con priones ciertos modelos murinos sobreexpresadores de PrP, estos
desarrollan una respuesta aberrante del mecanismo UPR, que desemboca en una activacién de PERK y
una fosforilacién de elF2a que acaba en una pérdida neuronal [198]. Por otro lado, cuando se fuerza la
expresion de GADD34, se reduce la fosforilacidon de elF2a, se recuperan los niveles normales de traduccion
y se evita la neurodegeneracion [200]. Estos datos sugieren que la disminucion de la sintesis proteica
mediada por PERK en el desarrollo de la infeccion pridnica tiene un papel decisivo en la
neurodegeneracion. Por el contrario, cuando la cascada de sefializacion mediada por PERK se inactiva o
reduce, se puede observar un efecto de neuroproteccién, a pesar de que la replicacién de la PrP* no se

vea afectada [181].

Aumento del proceso de estrés oxidativo

El aumento del estrés oxidativo celular y las EET se han relacionado en un gran nimero de estudios, sin
embargo, aln se desconoce si la progresion de la enfermedad causa el estrés oxidativo o es el estrés
oxidativo el que promueve la progresion de la enfermedad [181]. Un estudio realizado por Choi y
colaboradores demostré que, en hamsteres infectados con scrapie se observaban mitocondrias de las
neuronas del hipocampo y el cértex cerebelar con anormalidades estructurales, sugiriendo que el estrés
oxidativo era el responsable del mal funcionamiento mitocondrial causando con ello un aumento de la

neurodegeneracion [201].

Afectacion de la microglia

La microglia es un conjunto de células responsables de parte de la respuesta inmunoldgica en el SNC que
actuan principalmente a través de su actividad fagocitica. Aunque desempefia un papel fundamental en
la defensa y mantenimiento del SNC, su activacion puede tornarse perjudicial debido a su efecto
neurotoxico [202]. Se ha observado que la activacién de la microglia sigue un patrén y curso temporal
paralelo a la acumulacién de la PrP%. Ademds, la activacion de esta precede la muerte neuronal,
sugiriendo que la activacidn de la microglia podria estar relacionada con la neurotoxicidad [203]. Por otro
lado, Carroll y colaboradores observaron que, reduciendo al minimo los niveles de microglia presentes en

el coértex durante una fase temprana de la infeccidn, se aceleraba la vacuolacion, la astrogliosis y el
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acimulo de PrP%. Adicionalmente, los animales que no presentaban microglia tenfan signos clinicos
avanzados que requeria de una eutanasia 33 dias antes de aquellos que si presentaban microglia activada.
Estos resultados sugieren que el papel de la microglia seria beneficioso durante la infeccién pridnica a

través de la eliminacién de la PrP> presente [202].

3 Encefalopatias espongiformes transmisibles humanas

Las EET son enfermedades neurodegenerativas que comparten agente causal y caracterizadas por
cambios neuropatoldgicos producidos por la acumulacion de fibras amiloides en diferentes areas del

encéfalo.

Debido a que la patogénesis de estas enfermedades estd directamente relacionada con la conversion de
la PrP®a PrP%, muchos de los estudios que se han realizado sobre las EET humanas se han enfocado en
comprender los factores que desencadenan el inicio de este proceso de conversidn, asi como la
variabilidad entre individuos que padecen un mismo sindrome. Un factor determinante para la
susceptibilidad genética a estas patologias parece estar controlado por un polimorfismo en el codén 129
del gen PRNP que codifica la proteina del prion. El codén codifica la metionina (M) o valina (V) dando lugar
a tres variantes alélicas: homocigosis para metionina (129M), homocigosis para valina (129V) o
heterocigosis (129M/V) y cuya frecuencia en la poblacién es variable [204]. Se ha observado que estas
variables alélicas presentan una mayor o menos susceptibilidad a determinadas enfermedades pridnicas
y tienen implicacion en el desarrollo de signos clinicos especificos [205], por lo que resultan de especial

interés al hablar de EET humanas.

Las EET pueden mostrarse con una gran variedad de manifestaciones clinicas, por ello, una de las formas
de clasificacion mas comunes es teniendo en cuenta su etiologia y las caracteristicas patoldgicas que

presentan, clasificdndose en EET genéticas, adquiridas y esporadicas (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion etioldgica de las encefalopatias espongiformes transmisible humanas.

Etiologia Enfermedad

Enfermedad de Creutzfeldt Jakob genética (CID)
EET genéticas Insomnio Familia Fatal (FFI)
Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénico (iCJD)
EET adquiridas Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob variante (vCJD)
kuru
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadico (sCJD)
EET esporadicas Insomnio Familiar esporadico (sFl)

Prionopatia con Sensibilidad variable a Proteasas (VPSPr)
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3.1 Encefalopatias espongiformes transmisibles genéticas

Las EET genéticas, también llamadas hereditarias o familiares, representan aproximadamente un 10 - 15
% de los casos totales. Estas patologias estan directamente relacionadas con mutaciones autosdmicas
dominantes en el gen que codifica la PrP (PRNP) y cuya penetrancia entre individuos es heterogénea [206].
Entre las patologias descritas se encuentran la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob genética (gCJD, del
inglés, genetic CJD), el insomnio familiar letal (FFI) y el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS).
Actualmente hay descritas mas de 60 mutaciones en el gen de la PRNP relacionadas con el desarrollo de
alguna EET [38], incluyendo mutaciones puntuales, inserciones, deleciones en la zona de las

octarepeticiones y PrP¢incompletas por la aparicién de codones de terminacién prematuros [205].

La gCJD corresponde a entre el 5-15% de todos los casos de CJD diagnosticados. Aunque el origen
hereditario de esta enfermedad se conoce desde principios del siglo XX, no se asociaron a mutaciones en
la PrP hasta 1989 [207, 208]. Aunque la frecuencia de mutaciones en la poblacidn varia, hay ciertos grupos
geograficos o étnicos donde existe cierta prevalencia de determinadas mutaciones puntuales como la:
E200K, V2101, D178N y V180lI, siendo la E200K y la V210l las variantes mas comunes en Europa [209, 210].
Por otro lado, estan las gCJD provocadas por inserciones en la zona de las octarepeticiones. La PRNP
humana tiene una zona de nueve péptidos PQGGGTWGQ seguida por una repeticidon en tandem de cuatro
copias del octapéptido PHGGGWGAQ. Estas repeticiones estan localizadas entre los residuos 51 y 91. La
estructura normal de estas cinco repeticiones ha sido descrita asi: R1-R2-R2-R3-R4, siendo R1 el que
codifica para el nonapéptido y las estructuras del R2 al R4 las que codifican para una estructura de
octapéptido que tiene la siguiente formula P(H/Q)GGG(-/G)WGAQ. Los individuos con una insercion en la
seccién de octarepeticiones (OPRI, del inglés octa-peptide repeat insertion) pueden poseer desde una
hasta doce octarepeticiones adicionales en el gen [79, 211]. Cabe mencionar que los individuos con hasta
4 repeticiones extra suelen tener un fenotipo similar a los casos de CJD esporadicos [212], en cambio en
los individuos que tienen mas de 4 repeticiones extra, su fenotipo suele recordar a los que sufren GSS o

demencia atipica [213].

La aparicion de las primeras manifestaciones ocurre entre los 33 y los 85 afios, siendo la media de edad
~60 afios y la duraciéon de la fase clinica hasta el fallecimiento oscila entre unos meses hasta varios afios
siendo la media de aproximadamente 5 meses [205]. Como se ha mencionado anteriormente, el fenotipo
clinico-patoldgico en esta enfermedad se correlaciona en gran medida con el genotipo del codén 129. Las
mutaciones en el gen de la PRNP pueden jugar un papel importante en la patogénesis de las gCJD
incrementando la probabilidad de malplegamiento de PrP® a PrP%, la retencidn de agregados de PrP en
las vias secretoras y/o modulando los puentes de sal intramoleculares y de interacciones de enlaces de
hidrégeno. Se ha observado en la tipificacion bioquimica de cepas que, en las gCJD, normalmente, se
muestra un menor nimero de fragmentos no glicosilados [214]. En los casos de gCJD, los andlisis
bioquimicos por Western blot muestran mayoritariamente un patron electroforético similar a los casos

de CJD esporadico (tipo 1A o 2A), en el caso especifico de la mutacion E200K, se suele observar un patron
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de tipo 1B o 1A/B (los diferentes patrones electroforéticos y su clasificacion se explicaran mas adelante
en la seccién de enfermedades pridnicas esporadicas). Por otro lado, las gCJD tienen una neuropatologia
caracteristica que ayuda a su clasificacion dado que los encéfalos de los individuos afectados muestran
un cambio espongiforme variable y una pérdida neuronal acompafiada de astrogliosis. En los datos de
inmunohistoquimica se observan unos depdsitos lineales de PrP en la capa molecular del cerebelo y estos
son particularmente acusados en los casos de cuatro o mas repeticiones en la zona de las octarepeticiones

en el gen dela PrP [215, 216].

El insomnio familiar letal (FFI) es una EET genética que se caracteriza por la mutacién D178N asociada a
la metionina del polimorfismo 129 en el gen que codifica la PrP. Cabe destacar que cuando esta mutacion
estd asociada a una valina en el mismo polimorfismo, se desarrolla un fenotipo de gCJD [214, 217]. El FFI
tiene unaincidencia igual en hombres y mujeres y no hay diferencias significativas entre los polimorfismos
129M y 129M/V. Sin embargo, la duracidén de la enfermedad si depende del polimorfismo que se posea,
variando desde los 6 hasta los 72 meses, siendo la media significativamente mas corta en los sujetos con
el genotipo 129M, de unos 11 meses, en comparacién con la media de los 129M/V, que es de 23 meses
[218]. La aparicidn de los primeros signos clinicos ocurre a una edad de entre los 20 y los 72 afos, con una
media de aparicion a los 49 afios. Entre los varios signos clinicos, destacan el insomnio y suefio
interrumpido, ademds de mioclonia, ataxia, disartria, disfagia e hiperactivacion autonémica [207]. Aunque
los signos relacionados con el insomnio son un rasgo distintivo del FFI, estudios recientes indican que hay
pacientes que cursan sin signos de insomnio [218, 219]. Diferentes observaciones han sefalado que la
gravedad de los signos clinicos también varia dependiendo del genotipo del coddén 129, sefialando que el
hecho de ser homocigoto para metionina (129M) esta relacionado con un fenotipo tipico de FFI [219]. Los
sujetos con FFl exhiben de forma distintiva una fuerte astrogliosis talamica acompafiada de una pérdida
neuronal severa mas evidente en el nucleo talamico anterior. A diferencia de otras EET, la espongiosis es
dificil de detectar y se encuentra limitada principalmente al cerebelo. Finalmente, el patron

electroforético que se observa en las muestras de FFl suele ser de tipo 2A/B [215, 216].

Por ultimo, el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) es otra EET genética, cuya incidencia es
de aproximadamente 5 casos por cada 100 millones al afio [207]. Se caracteriza por un inicio de la
enfermedad temprano que va desde los 30 afios a los 60 y una progresion de la enfermedad lenta, cuya
duracion puede variar desde 3.5 a 9.5 afios [205]. Como en la gCJD, el GSS puede estar causado por
mutaciones de distinta indole. Entre las mutaciones puntuales asociadas a este sindrome destacan las
siguientes: la P102L, P105L, A117V, F198S y Q217R siendo la P102L la mas comun [207]. Mencionar,
también, la existencia de GSS causadas por un coddn de terminacidén prematuro como la Q227X o la Y226X
[220] o las causadas debido a inserciones en la regidon de las octarepeticiones, las cuales suelen ser
inserciones de mas de 100 pb [211]. Con relacidn a las manifestaciones clinicas, estas varian entre
individuos e incluyen: ataxia cerebelar prominente, alteraciones de la marcha, demencia, disartria,
dismetria ocular, mioclonia infrecuente, paraparesia espastica, signos parkinsonianos, e hiporreflexia o

arreflexia en las extremidades inferiores [207, 221]. Respecto a la neuropatologia, la caracteristica mds
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resefable es la presencia de placas amiloides multicéntricas en el cértex cerebelar, siendo la espongiosis
variable en su gravedad y distribucion, pudiendo no aparecer. Algunas mutaciones pueden mostrar
determinadas caracteristicas neuropatoldgicas como el caso de la mutacidn F198S donde se observan
nudos neurofibrilares en el cértex cerebral. Por ultimo, en relacién con su patrén electroforético en
Western blot, las muestras de GSS suelen mostrar un patréon de tipo 1B, 1A/B o caracterizado por un

fragmento de 7-8 kDa, siendo este ultimo conocido como patrdn atipico [211, 215, 216].
3.2 Enfermedades espongiformes transmisibles adquiridas

Las EET adquiridas son aquellas que se relacionan con la introduccion exégena del agente infeccioso ya
sea a través de practicas médicas (origen iatrogénico) o por la ingestion de material contaminado. Con
relacion a las EET iatrogénicas, fueron descritas por primera vez en el afilo 1974 en una persona que recibio
un trasplante de cérnea proveniente de un donante con CJD [222]. Desde entonces, los diferentes casos
descritos han sido asociados con trasplantes de duramadre o cérnea procedentes de donantes enfermos,
el uso de material quirdrgico contaminado, electrodos electroencefalograficos o el tratamiento con
hormona del crecimiento que provenia de la hipofisis de cadaveres infectados [223]. Existen mas de 492
casos de CJD iatrogénico, siendo la mayoria (>400) originados por los trasplantes de duramadre y los
tratamientos de hormona del crecimiento humana [224, 225]. La edad a la que aparece la enfermedad en
estos casos va desde los 26 hasta los 76 afios, con una media de 58 afios y cuya duracion tiene una media
de ~16 meses [224]. Los signos clinicos varian dependiendo de la ruta de exposicion; si la infeccién fue
por vias cercanas al SNC (p.ej.: trasplante de dura madre) los signos son parecidos al fenotipo de los que
padecen CID esporadico con una demencia progresiva rapida normalmente asociada a ataxia y mioclono.
En cambio, si la ruta de exposicion fue periférica (p. ej.: inyecciones intramusculares de hormona del
crecimiento) se observa un sindrome ataxico progresivo y un deterioro cognitivo menos prominente y
tardio [225, 226]. La neuropatologia en los casos de neurocirugia o trasplantes de dura madre es similar
a los casos de CJD esporadico, en cambio los que recibieron hormona del crecimiento, tienden a mostrar

placas amiloides como las que aparecen en los que han sufrido kuru [227].

De origen adquirido, destacan dos enfermedades muy particulares, ya que se contraen debido a la ingesta
de material infeccioso; una de ellas es el kuru, relacionada con rituales canibalisticos de la etnia fore que
hoy en dia se considera erradicada, y cuya caracteristica neuropatoldgica distintiva es la presencia de
numerosas placas amiloides distintivas, conocidas como placas de kuru, compuestas por un cuerpo sélido
y un borde filamentoso [10]. La otra patologia es la denominada variante de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (vCJD) originada por la ingesta de carne bovina contaminada por priones causantes de BSE. Es una
zoonosis descrita por primera vez en 1996 en 10 personas en el Reino Unido [163], aunque se han
reportado casos en 8 paises europeos y 4 no europeos, la mayoria de los casos sucedieron en el Reino
Unido [208]. Las primeras manifestaciones de la enfermedad se observaron a edades muy tempranas
respecto al resto de EET, con una media de 26 afios y una duracién media de 14 meses, que variaba entre
los 6 y los 40 meses [224, 228]. Los signos clinicos incluyen agitacion, agresidn, depresidn, ansiedad,

apatia, labilidad emocional, insomnio, falta de concentracidn, delirio paranoico o imprudencia, algunos
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individuos pueden mostrar signos de trastornos sensitivos tales como dolor, parestesia y disestesia [229].
Los signos neuroldgicos mas acusados aparecieron de media 6 meses después de la aparicion de los
primeros signos, con manifestaciones como ataxia cerebelar, deterioro cognitivo, movimientos
involuntarios que pueden ser disténicos, coreiformes o miocldnicos, incontinencia de orina, inmovilidad
progresiva y mutismo acinético [230]. La neuropatologia muestra un gran nimero de placas floridas en el
cértex cerebral y el cerebelo [163], una gran acumulacién de PrP> observable por inmunohistoquimica,
una marcada espongiosis, asi como una severa pérdida neuronal y astrogliosis en el tdlamo. Los analisis
por Western blot muestran un patrén electroforético de tipo 2B. Cabe mencionar que, aunque existen
estudios que sugieren que los tres genotipos existentes del coddn 129 de la PRNP podrian desarrollar la
enfermedad [231, 232], hasta la fecha todos los casos de vCID testados han sido homocigotos para
metionina en el coddn 129 (129M), salvo una excepcion cuyo genotipo ha sido heterocigoto 129M/V

[233].

Por otro lado, se han detectado cantidades importantes de PrP*¢ en el sistema linforreticular (amigdala y
apéndice vermiforme) de pacientes de vCJD pudiéndose utilizar para el diagndstico de la misma incluso
en sujetos clinicamente sanos (portadores) [234]. Un estudio llevado a cabo en pacientes en el Reino
Unido demostré que la acumulacion de priones en el sistema linforeticular es una caracteristica
consistente en los individuos con vCID [235]. Sin embargo, esta caracteristica no es comun en todas las
EET, siendo una particularidad de la vCID y algunas EET de animales [236]. El papel del sistema
linforeticular ha sido ampliamente estudiado en animales, observdndose acimulos de PrP* en estos
6rganos [237, 238] incluso en animales en estado preclinico de la enfermedad [239]. Ademas, la presencia
de PrP* en estos érganos se ha demostrado que es dependiente de cepa y que existen ciertas cepas de
priones que presentan tropismo por el sistema linforeticular, siendo este un tejido donde tiene lugar la
replicacion pridnica que en el caso de EET adquiridas parece ser previa a la invasion del SNC y la

propagacioén en el mismo [236, 240, 241].
3.3 Encefalopatias espongiformes transmisibles esporadicas

Las EET esporadicas son las EET mds comunes en humanos ya que representan el 85% de los casos
diagnosticados y se denominan asi porque parecen ocurrir de forma espontanea desconociéndose aun la
causa desencadenante. Entre ellas se encuentra la CID esporadica (sCID, del inglés, sporadic CID), el
insomnio letal esporadico (sFl, del inglés, sporadic Fatal Insomnia) y la prionopatia con sensibilidad

variable a proteasas (VPSPr).

La sCID es la enfermedad pridnica mas comin de este grupo con una incidencia anual de
aproximadamente 1,5 casos por milléon de habitantes [242]. Se han identificado casos en todo el mundo
y su distribucién es aleatoria [225]. La incidencia es igual en ambos sexos con un pico de edad de entre 55
y 75 afios y una duracion media de 8 meses [224]. Las manifestaciones clinicas clasicas son una demencia
progresiva rdpida, ataxia y mioclono, aunque también se han observado anomalias visuales, del habla y

de la marcha, asi como cambios de comportamiento como agitacién, confusién y depresion [207]. Las
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observaciones neuropatoldgicas muestran cambios espongiformes, una gliosis reactiva y acimulos de
PrPS¢ [225]. Es importante resefiar que existen varios fenotipos clinico-patoldgicos y moleculares
presentes en las sCID, lo cual ha llevado a clasificar estos fenotipos basandose en el polimorfismo del
codon 129 y el patrén electroforético que se observa por Western blot. Esta heterogeneidad se atribuye
a las diferentes caracteristicas bioquimicas de las cepas pridnicas. La clasificacion se hace teniendo en
cuenta las combinaciones posibles del codén 129 y las isoformas de PrP% que se han observado
biogquimicamente, dando lugar a 6 posibles combinaciones que son: MM1, MV1, VV1, MM2, MV2 y VV2
[243]. Sin embargo, no todos los casos de sCID se pueden clasificar dentro de estos grupos y en los
patrones electroforéticos se pueden apreciar variaciones ocasionales dentro de las dos isoformas,

llevando a la necesidad de afiadir subtipos [1A, 2Ay 1+2 (A)] [244].

En cuanto a la forma espordadica del insomnio letal, fue descubierta en el afio 1999 [245] y afecta a
individuos con una media de edad de 46 afios con una duracion media de 24 meses. Los pacientes
muestran sintomas muy parecidos a los pacientes de FFl, que incluyen insomnio y suefio interrumpido,
pero también se pueden observar otros signos como mioclonia, ataxia, disartria, disfagia, signos
piramidales e hiperactivacién autondmica [246]. La incidencia es muy baja, solamente existen 33 casos
confirmados [247]. El diagndstico de sFl se basa en cuatro caracteristicas; la primera es la presencia de
una severa perdida neuronal acompafiado de una reaccion astroglial marcada en el nicleo taldmico y sin
degeneracion espongiforme, la segunda es una atrofia de caracter variable en las olivas inferiores, la
tercera, la presencia de PrP% de tipo 2A, y la cuarta, que hasta la actualidad todos los casos descritos han

sido 129M y sin mutaciones en el gen de la PrP [247].

La prionopatia con sensibilidad variable a proteasas (VPSPr) es una nueva forma de demencia atipica que
fue descrita por primera vez en el aflo 2008 en 11 pacientes, la mayoria con una historia familiar de
deterioro cognitivo [36]. Se estima que entre el 2-3% de las EET esporadicas son VPSPr, pero se cree que
pueda estar infraestimada y clasificada como una demencia atipica. La aparicidn de esta enfermedad se
da de alrededor de los ~70 afios con una duracion media de 24 meses [248]. La caracteristica
predominante de esta patologia es que la PrP presenta una menor resistencia al tratamiento por
proteasas que en el resto de EET [36]. Las manifestaciones clinicas comprenden psicosis o cambios de
humor, déficit del habla y disminucidn cognitiva [246]. Entre los pacientes de esta enfermedad podemos
encontrar individuos con los tres genotipos del codén 129 (129M, 129M/V, 129V) siendo variable la
sensibilidad frente a la digestién con PK que muestra la isoforma PrP5¢en funcién de este genotipo [249].
La neuropatologia que se observa esta caracterizada por la presencia de un cambio espongiforme con

vacuolas de tamano intermedio y microplacas amiloides [216].

Cabe resefiar que la aparicidn de estas patologias esporadicas no ha podido ser relacionada con ninguna
alteracién genética, ni con ningun factor de riesgo conocido [225]. Se han propuesto diferentes teorias
para explicar la aparicidn espontdnea de estas, siendo una de las mas discutidas la posible zoonosis. Sin

embargo, los estudios epidemioldgicos [250-252] evidencian que las EET esporadicas no se relacionan con
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una mayor presencia de EET en animales, descartando el origen exégeno. Para comprobar esta ultima
afirmacidn, se han realizado diferentes experimentos para determinar la transmisibilidad de los agentes
causales del scrapie y el CWD en modelos murinos humanizados y/o primates no humanos. Aunque se ha
demostrado que estos patégenos pueden transmitirse en ciertas circunstancias y modelos, existe un
fuerte efecto de barrera de especie [253, 254] que sugiere la ausencia de relacién directa entre los casos
de EET en animales y las enfermedades esporadicas humanas. Por lo tanto, la hipdtesis mas aceptada es
que estas enfermedades aparecen como resultado de una conversion espontdnea de la PrPC a la PrP*¢, un

fendmeno que tendria una frecuencia extremadamente baja [225].

4 Modelos utilizados en el estudio de las EET

El desarrollo de sistemas capaces de mimetizar in vitro el proceso de propagacidn y conversidon que tiene
lugar en animales y humanos afectados por enfermedades pridnicas es uno de los mayores logros y
avances en el campo de los priones. Para estudiar los mecanismos de conversién de los priones se han
desarrollado distintos sistemas y técnicas in vitro que buscan imitar los procesos moleculares de la
infecciéon por priones, pero con una reduccion considerable de costes y tiempos con respecto a los
experimentos realizados con modelos animales. Sin embargo, los estudios in vivo realizados con modelos
animales transgénicos siguen siendo ampliamente utilizados para corroborar los datos obtenidos con los
diferentes sistemas in vitro y, ademas, son esenciales para estudiar ciertos procesos que ocurren durante
el desarrollo de la infeccion como la propagaciéon de la proteina a través del SNC, la neurohistopatologia
que presentan las diferentes enfermedades, asi como para evaluar la eficacia de farmacos y terapias
frente a las EET, siendo los Unicos que permiten evaluar las propiedades farmacodinamicas y
farmacocinéticas, asi como los problemas asociados a la toxicidad o los derivados del uso de distintas vias

de administracion.

Por ello, en este apartado se describiran los modelos mas utilizados en el campo de los priones, resaltando
aquellos que resultan de gran utilidad en el estudio de las estrategias terapéuticas frente a las

enfermedades pridnicas, y centrdndose en las técnicas in vitro e in vivo utilizadas a lo largo de esta tesis.
4.1 Modelos in vitro de propagacion de priones

El primer sistema de propagacién de priones in vitro fue desarrollado por Byron Caughey y colaboradores
y se denomind ensayo de conversion libre de células [50]. El desarrollo de este sistema de propagacién
ha permitido identificar diferentes factores que afectan tanto al proceso de propagacién como al
fendmeno de barrera de transmision [255]. Este sistema demostré por primera vez, la capacidad de la
PrPS¢ para transformar la PrP¢ en una isoforma aberrante sin la necesidad de la interacciéon de ningin otro
componente, respaldando la teoria de “solo proteina”. Sin embargo, el bajo rendimiento del proceso de
conversiéon y el exceso de PrP> necesario para iniciar la propagacién, ha dificultado mucho la

caracterizacion de la proteina malplegada generada in vitro.
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Con el objetivo de mejorar el rendimiento del ensayo anterior [50], en el afio 2000 se realizé el primer
experimento de conversién in vitro de PrP®en PrP*¢ de forma ciclica [51]. Este estudio supuso el inicio de
la técnica llamada amplificacidn ciclica de proteinas malplegadas (PMCA, del inglés protein misfolding
cyclic amplification). Para el desarrollo de esta técnica fueron claves dos elementos: i) la demostracion de
que la capacidad de propagacién se podia reproducir en un tubo de ensayo [50] vy ii) un sistema ciclico
basado en un bafio de ultrasonidos/incubacion que facilitaba el proceso [51]. Conceptualmente, la PMCA
es analoga ala PCR (del inglés polymerase chain reaction) donde a partir de un molde se genera un nimero
exponencial de copias en una reaccidn ciclica. Posteriormente, el sistema de PMCA fue automatizado con
el objetivo de aumentar la sensibilidad, especificidad y rendimiento del proceso [53, 256-258]. La técnica
se fundamenta en un proceso ciclico compuesto por dos fases. Durante la primera fase, la muestra que
contiene cantidades minimas de PrP> y que actiia como molde o semilla, se incuba en presencia de un
gran exceso de PrP¢, el sustrato de la reaccién, induciendo la formacién de agregados de PrP*. Después
de la fase de incubacidn, la muestra se somete a la accidn de ultrasonidos a través de la sonicacion lo que
se cree que aumenta el numero de nucleos de crecimiento para la siguiente fase de incubacion. La
utilizacién de ciclos sucesivos permite el aumento exponencial de semillas de PrP> que aceleran el
proceso de conversion [256]. De este modo, tras varios ciclos de incubacidn-sonicacién, el nimero de
moléculas de PrP* que eran indetectables a través de técnicas bioquimicas como el Western blot, se

incrementan hasta niveles facilmente detectables.

La técnica de PMCA ha sido modificada y adaptada varias veces, con la incorporacion de distintos
componentes, sofisticacion de equipos y nuevas aplicaciones como elementos imprescindibles para su
actualizacidn. A pesar de ello, el proceso molecular que tiene lugar en la replicacidn in vitro se desconoce
todavia. Se ha sugerido que la primera fase de incubacion, donde ocurre la nucleacidn inicial, podria ser
el evento mas relevante para conseguir un buen nivel de amplificacién. La nucleacién es un proceso
delicado que puede ser inhibido o alterado por distintos factores fisicoquimicos, por ejemplo: semilla y
sustratos no homologos, temperatura, concentracién de PrP o inhibidores de nucleacién o propagacion

presentes en diferentes fluidos biolégicos o tejidos, entre otros.

La PMCA ha demostrado mimetizar muchos de los aspectos fundamentales de la replicacion pridnica que
ocurren in vivo. Entre ellos, permite la propagacion in vitro de diferentes cepas de priones manteniendo
sus caracteristicas intrinsecas de cepa [154], y reproduce el fendmeno de barrera de transmisién [259].
La técnica de PMCA nacié con el objetivo de mejorar el diagndstico de las EET a partir de diferentes
muestras de tejidos o fluidos corporales donde las cantidades de PrP> eran indetectables por técnicas
bioguimicas estandar. A modo de ejemplo, esta técnica se utilizé para detectar por primera vez priones
en sangre de animales tanto sintomaticos como presintomaticos [52, 260], un procedimiento que se ha
aplicado a lo largo de esta tesis para la deteccidén de priones no sélo en tejido encefélico, sino también en

tejido linforeticular.
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Por otro lado, la técnica de PMCA ha sido de gran utilidad en la confirmacién de la hipdtesis de “solo
proteina”, especialmente cuando la técnica se utilizé para la generacidn de priones infecciosos utilizando
sustratos basados exclusivamente en PrP recombinante (recPrP), sin la necesidad de ningun cofator

sintético o procedente de mamifero [261].

Otro avance importante lo realizd el grupo liderado por Jiyan Ma cuando demostré que era posible
generar priones recombinantes infecciosos in vitro de manera espontanea, es decir, sin la necesidad de
ninguna semilla de PrP*. Para ello, utilizd un sustrato formado por recPrP complementado con ARN y
lipidos como cofactores. El prion recombinante que se obtuvo de este experimento fue infeccioso in vivo
en animales de genotipo salvaje [262], incluso tras su inoculacidon por via intraperitoneal [263].
Posteriormente, nuevos estudios han confirmado la reproducibilidad en la generacién de priones
sintéticos con alta capacidad infecciosa. Los mas relevantes son los realizados por el grupo de Surachai
Suppattapone y colaboradores utilizando fosfatidiletanolamina como cofactor [264] o los generados por

el grupo de Joaquin Castilla utilizando diferentes cofactores [63].

Aprovechandose de su versatilidad, la técnica de PMCA ha sido también empleada para el cribado de
nuevos compuestos antipridnicos, aprovechando su capacidad para mimetizar los procesos implicados en
la propagacién pridnica que ocurren in vivo. Por ello, a priori se podria asumir que, si un compuesto es
capaz de inhibir el malplegamiento en PMCA, este podria tener también un efecto in vivo. Un ejemplo de
esto, son el compuesto anle138b [265] y el tetrapirrol TMPyP-Fe(lll) [266] que han demostrado poseer
una actividad inhibitoria en PMCA, y cuya inhibicién in vitro también se ha confirmado. Sin embargo,
ninguno de estos compuestos ha podido pasar a fase clinica al detectarse problemas de otra indole como
una elevada toxicidad o una muy baja eficacia debido a problemas asociados a sus farmacodinamicas y

sus farmacocinéticas [267, 268].

Otro de los métodos in vitro de malplegamiento de proteinas mas utilizados es el denominado RT-QuIC
(del inglés, real-time quacking induced conversion). Esta técnica se basa en la agitacion como fuente de
energia, y en el uso de un sustrato preparado exclusivamente con PrP recombinante, tioflavina T (ThT, del
inglés thioflavine T), sales y detergentes [269]. La ThT permite monitorizar la formacidon de fibras amiloides
a tiempo real [270] mediante el uso de un lector de fluorescencia que posibilita la automatizacién de la
técnica. Por ello, esta técnica es rapida, sensible y reproducible, y se ha utilizado para testar librerias de
compuestos con actividad inhibitoria [271] y, sobre todo, para el diagndstico clinico de EET utilizando
diferentes tipos de muestras y tejidos provenientes tanto de humanos como de animales [272-274]. En el
caso de las EET humanas ha demostrado una sensibilidad del 96% y una especificidad del 100% utilizando
muestras de liquido cefalorraquideo y raspados nasales de pacientes con sCJD [273]. Sin embargo, su
principal desventaja frente a la PMCA es que las fibras amiloides producidas no son infecciosas, no
pudiendo ser considerados priones bona fide (que recapitulan todas las caracteristicas de los priones
propagados en el encéfalo) y, por lo tanto, su uso es limitado para estudios de infectividad, estructurales

o para el testado de compuestos.
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Si bien tanto la PMCA como el RT-QuIC son técnicas ampliamente utilizadas y consolidadas, ambas
presentan ciertas limitaciones. Por ello, con el objetivo de unir las ventajas de ambos sistemas, se ha
desarrollado recientemente una nueva técnica de propagacion in vitro llamada PMSA (del inglés, protein
misfolding shaking amplification). Este método de propagacién principalmente basado en la PMCA
sustituye la sonicacion por la agitacion como fuente de energia y complementa el sustrato de PrP
recombinante con dextrano sulfatado como cofactor, sales y detergente. Sin embargo, a diferencia del
RT-QuIC, la PMSA permite obtener priones bona fide de manera reproducible, sencilla y facilmente
escalable. Los priones obtenidos a través de esta técnica presentan unas tasas de ataque del 100%,
provocan signos clinicos clasicos de las enfermedades pridnicas con cambios espongiformes vy
acumulacion de PrP malplegada en el SNC cuando son inoculados en modelos animales de genotipo
salvaje [65]. Por ello, ya se estda trabajando en su adaptacion para el cribado masivo de compuestos con

potencial actividad antipridnica [275, 276].
4.2 Modelos in vivo de propagacion de priones

A pesar de que los ensayos de propagacion in vitro de proteinas malplegadas o los sistemas de cultivos de
células infectadas con priones han contribuido al conocimiento de las enfermedades pridnicas, existen

muchos aspectos de las EET que solamente pueden ser estudiados con detalle en modelos animales.

En los primeros estudios enfocados a conocer la capacidad de transmision de las EET se emplearon
chimpancés u ovejas como modelos naturales. Mds adelante, se utilizaron roedores que facilitaron el
estudio de las enfermedades pridnicas, aunque solamente permitian el estudio de priones adaptables a
estos roedores [16]. Décadas despuésy, gracias al desarrollo de modelos murinos transgénicos, se generé
una amplia variedad de modelos transgénicos que expresaban la PrP¢de diferentes especies animales o
con diversas mutaciones, que han permitido abordar cuestiones como la funcién biolégica de la PrPS, las
barreras de transmisidn o las caracteristicas bioquimicas e histopatoldgicas de distintas cepas, ademas de
servir como modelos para evaluar las distintas estrategias terapéuticas desarrolladas a lo largo de los

anos.

4.2.1 Modelos murinos de fenotipo silvestre

Una de las cepas de ratones mas utilizadas en los estudios de transmision de enfermedades
pridnicas es la cepa C57BL/6, ratones de genotipo silvestre ampliamente utilizados en
investigacion biomédica debido a que presentan un fondo genético idéntico y estable. Esto
permite que su fenotipo sea uniforme entre los individuos de la misma cepa. El uso de estos
animales con el fin de caracterizar la infectividad de priones provenientes de diferentes especies
animales presenta ciertas limitaciones debido a su baja susceptibilidad a determinadas cepas
pridnicas y a los largos periodos de incubacién como resultado del fendmeno de barrera de
transmision [41]. Por ello, se utilizan habitualmente como receptores de cepas pridnicas

adaptadas mediante inoculaciones sucesivas a modelos murinos.
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4.2.2 Modelos murinos transgénicos

La generacién de distintas lineas de ratones PRNP-knock out (PRNP7") en la década de los 90,
gracias al uso de técnicas de recombinacion homodloga y de clonacidn del cDNA [277], ha
permitido profundizar en los estudios relacionados con la funcién de la PrP. Experimentos clave
realizados en estos modelos mostraron como la PrP¢ no era esencial para la supervivencia ni el
correcto desarrollo del animal [278, 279] y su ausencia conferia a los ratones una resistencia
completa a la infeccién por priones [42]. Estos modelos PRNP7 han permitido generar lineas de
ratones transgénicos que expresan PrP¢ de distintas especies, con polimorfismos de muy baja
frecuencia o, incluso PrP® con mutaciones inexistentes en la naturaleza disefiados para el estudio
del papel de determinados aminoacidos o regiones de la proteina y de elementos como el GPly
las glicosilaciones. Asi, hoy en dia se cuenta con una amplia variedad de lineas transgénicas que
expresan distintos niveles de PrP¢ de muchas especies diferentes y con una diversidad de
mutaciones en el gen PRNP; todo ello sin la interferencia de la PrP® enddgena [280, 281]. Entre
estos modelos, algunos han permitido esclarecer la relevancia de la secuencia de PrP en la
barrera de transmision o determinar que los periodos de incubacion y la progresién de la

enfermedad es inversamente proporcional a la cantidad de PrP expresada en los ratones [44].

Uno de los modelos transgénicos que esta teniendo una gran relevancia en el campo de los
priones es aquel que expresa la PrP del topillo rojo (Myodes glareolus) (en inglés, Bank Vole) y
qgue se denomina de forma genérica como TgVole (del inglés, transgenic Vole). El topillo rojo es
un roedor que muestra una alta susceptibilidad a la infeccidn por priones de distintas especies
llegandose a denominar receptor universal de priones [282, 283]. La PrP de este animal presenta
un polimorfismo en el aminoacido 109, que puede ser metionina o isoleucina. Ademas, los
individuos que sobreexpresan la PrP 1109 muestran una predisposicién a desarrollar una
enfermedad pridnica de forma espontdnea y presentan tiempos de incubacién extremadamente
cortos tras ser inoculados con priones de diversas especies [49, 284]. Ambas caracteristicas
convierten al topillo rojo en un modelo animal de gran relevancia para estudios tanto de
transmisibilidad como para comprender las enfermedades pridnicas esporadicas. Sin embargo,
el topillo rojo es un roedor que vive en estado salvaje y, por tanto, mas dificil de obtener y
mantener en condiciones de cautividad que las cepas de ratones que se han adaptado durante
décadas al trabajo de laboratorio. Por ello, se han desarrollado varias lineas de ratéon transgénico
que expresan distintas cantidades de la PrP 1091 del topillo rojo (TgVole). El TgVole es capaz de
reproducir en gran parte aquellas caracteristicas de mayor interés que presenta el topillo rojo
[49, 285], lo que le convierte en un modelo muy util para estudios enfocados en evaluar
compuestos con actividad antipridnica, asi como aquellos que tratan de abordar estrategias

terapéuticas frente a las enfermedades pridnicas esporadicas.
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5 Estrategias terapéuticas

Las enfermedades pridnicas son patologias neurodegenerativas cuyo desenlace es invariablemente fatal.
A pesar de los conocimientos que se poseen sobre el agente causal, en la actualidad no existe ninguna
terapia efectiva frente a las EET, existiendo Unicamente tratamientos para paliar alguno de sus sintomas.
Los tratamientos que se han ido explorando y testando desde el descubrimiento de las EET hasta la
actualidad han sido muy diversos. Inicialmente, antes de la confirmacién de la hipotesis de “solo
proteina”, se creia que las EET estaban causadas por un virus lento, por ello los farmacos que se analizaron
formaban parte del grupo de los antivirales. Durante la década de los setenta y ochenta se probaron el
aciclovir [286], amantadina [287], interferdon [288] y vidarabina [289], resultando todos ineficaces. A partir
de la demostracién de la naturaleza proteica del agente causal, el tratamiento con antivirales se abandond
para enfocarse en el tratamiento de las manifestaciones clinicas. Con este objetivo los farmacos que
destacan son los analgésicos como el flupirtina [290] y los anticonvulsionantes como el levetiracetam

[291].

A partir de la completa aceptacidn de la teoria de “solo proteina” y tras el avance en el conocimiento de
los procesos de propagacion, diseminacion, neurotoxicidad y estructura de la PrP, se han ido disefiando
nuevas estrategias terapéuticas que actuan en diferentes partes del proceso patoldgico (figura 6). Aqui se
han agrupado en: estrategias basadas en inmunoterapia, estrategias basadas en la disminucidn de la PrP¢,
estrategias basadas en la eliminacidn de la PrP*¢ y estrategias basadas en la inhibicién del malplegamiento

de la proteina pridnica.
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Figura 6. Representacion esquematica de las principales estrategias terapéuticas frente a las encefalopatias
espongiformes transmisibles y sus dianas de accion. (Adaptado de Vorberg y Chiesa 2019).
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5.1 Estrategias basadas en inmunoterapia

El papel del sistema inmunitario en las EET parece ser poco relevante. Esto se debe a la existencia de
tolerancia, como consecuencia de que la secuencia aminoacidica de la PrPCy la PrP* es idéntica y, por
tanto, el organismo no desencadena una respuesta inmunitaria robusta contra la isoforma patogénica.
Ademas, la propagacion del agente infeccioso y sus efectos nocivos tienen lugar en su mayoria en el SNC,
cuya proteccidon por la barrera hematoencefdlica dificulta el desarrollo de una respuesta inmunitaria
eficaz que controle la diseminacién de la enfermedad. Sin embargo, si que se observa un aumento de la
actividad de la microglia en el desarrollo de las EET, la cual actia de forma similar a los macréfagos y
desempefia un papel fundamental en la defensa y mantenimiento del SNC [202]. Por esta razdn, se ha
propuesto lainmunizacion como una de las aproximaciones para tratar de controlar la neurodegeneracion
que tiene lugar en las enfermedades pridnicas. Esta estrategia ha sido positiva en otras patologias
neurodegenerativas donde existe un proceso de malplegamiento proteico [292]. El método mas eficaz
podria ser la inmunizacion activa, la cual consiste en estimular el sistema inmunitario mediante vacunas
contra la PrP% generando anticuerpos que inicien una respuesta inmunitaria duradera. Debido a la
tolerancia, el objetivo de la inmunoterapia activa seria que el sistema inmunitario reconociera la PrP*
como un agente externo y desarrollara la respuesta inmunitaria pertinente, sin reconocer también como
tal la PrPC. Existen estudios que demuestran que la inmunizacidn de ratones a través de proteina pridnica
recombinante resulta en un retraso en la aparicion de los signos caracteristicos de la enfermedad [293].
Aunque se desconoce el mecanismo de accidn de este tipo de vacunas, se cree que la produccién de
anticuerpos actuaria estabilizando la PrP¢ evitando su malplegamiento o bien bloqueando la interaccién
entre la PrPCy la PrP>. Otra aproximacidn ha sido la generacidn de vacunas basadas en la estructura de la
PrP, esquivando de este modo la tolerancia y problemas asociados a respuestas autoinmunes contra la

PrP¢[294, 295].

La inmunizacion pasiva se basa en la administracién de distintos anticuerpos capaces de unirse a
determinadas zonas de la PrPS, estabilizandola o impidiendo su interaccién con la PrP* y evitando asi la
conversién. La habilidad de los distintos anticuerpos para inhibir la conversién de la PrP® ha sido
extensamente estudiada mediante sistemas in vitro [296, 297]. Respecto a los experimentos in vivo,
mencionar los anticuerpos ICSM 18 y ICSM 35, ya que ambos consiguieron retrasar la enfermedad
significativamente, aunque este retraso ocurrié solamente cuando tanto el anticuerpo como el agente
infeccioso se inocularon de forma intraperitoneal, evidenciando la imposibilidad de estos anticuerpos de
cruzar la barrera hematoencefalica [298]. Destacar el desarrollo del anticuerpo PRN100, un anticuerpo
monoclonal humanizado anti-PrP¢ ICSM 18, que ha demostrado eficacia en ratones [298] y que

actualmente esta siendo administrado con caracter compasivo a pacientes afectados de CJD [299].

Aunque los estudios de inmunoterapia han avanzado significativamente, la dificultad de los anticuerpos
para cruzar la barrera hematoencefalica [300] y la posible neurotoxicidad asociada a los anticuerpos anti-

PrP que se unen al dominio globular y en ocasiones inician una neurotoxicidad similar a la asociada a las

61



INTRODUCCION

EET [301-303], evidencia que aun se requieren mas estudios con el fin de obtener una inmunoterapia

eficaz y segura.

5.2 Estrategias basadas en la disminucién de la PrP¢

En los Gltimos afios se ha puesto de manifiesto que la PrP¢ puede ser una diana terapéutica capaz de
intervenir en la progresién de la enfermedad. En la década de los 90, los modelos murinos knock-out para
la PrP® mostraron una clara resistencia a la infeccién por priones [304]. Afios mas tarde el grupo de
Giovanna Mallucci demostré que la eliminacion de la PrP¢ revertia la espongiosis una vez iniciada la
infeccion por priones [94]. Una de las conclusiones que se extrajeron de estos estudios, fue que la
presencia de PrP¢era una condicién imprescindible para que se diera la enfermedad y que su disminucién
o eliminacidn evitaria la aparicion de la enfermedad. Sin embargo, también se evidenciaria que la ausencia
total de PrP® en modelos murinos provoca diferentes deficiencias en ciertas funciones que se han
vinculado a la PrP[108]. Por tanto, aunque la eliminacién completa de la PrP¢ podria no ser recomendable
por su potencial papel en el correcto funcionamiento neuronal, una aproximacion que parece adecuada

consistiria en la reduccién en la expresién de la PrPC.

Se han testado diferentes estrategias para reducir los niveles de PrPS, siendo una de ellas la utilizacién de
compuestos quimicos que reducen la expresidn de PrPC [186] o cambian su localizacién celular para evitar
la interaccion PrP® - PrP¢ [305]. En la misma direccidn se ha desarrollado con resultados muy
prometedores una nueva estrategia basada en la utilizacidn de nucleétidos antisentido (ASO, del inglés
antisense nucleotides). Los ASO son oligonucledtidos de cadena Unica capaces de unirse a una cadena de
RNA cuya secuencia sea complementaria y de este modo modular la traduccion [306]. Estos ASO han sido
utilizados en otras enfermedades neurodegenerativas, estando algunos ya en fases clinicas [307, 308]
[309]. La utilizacion de estas moléculas con el fin de retrasar el curso de una EET ha demostrado un
aumento de la supervivencia en modelos murinos infectados con priones. Estudios recientes han
demostrado que su eficacia contra las enfermedades pridnicas esta causada por la reduccién de los niveles
de PrP‘y no por una interaccién aptamérica entre los ASO y la PrP que evite la interaccién PrP¢ - Prpsc
[310]. Desafortunadamente, se ha observado cierta toxicidad asociada a la administracion de estos ASO
durante un ensayo clinico [311], observandose trombocitopenia en algunos pacientes [312]. Por esta
razén, son necesarios mas ensayos de toxicidad y efectividad que demuestren que el uso de los ASO es

eficaz y seguro en humanos afectados de una EET.
5.3 Estrategias basadas en la eliminacién de la PrP5¢

La identificacién de la PrPS¢ como agente causal de las EET, convierte a esta molécula en la diana ideal de
diferentes acciones terapéuticas. Por ello, se han disefiado una diversidad de estrategias cuyo objetivo es
el de disminuir la PrP>. Una de estas estrategias ha consistido en la administraciéon de compuestos capaces
de unirse a los agregados u oligdmeros de PrP> para evitar su propagacion y reducir los niveles de estos.
Entre estos compuestos se encuentra el rojo Congo (del inglés, Congo red), un fluoréforo que tiene

afinidad por las estructuras amiloides y que inhibe la propagacion pridnica [313, 314]. Otra aproximacion
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consiste en incrementar la eliminacidn de los agregados proteicos utilizando mecanismos existentes en la
célula, como la induccion del aumento de la respuesta UPS. Se ha observado en células infectadas con
priones, que la activacion del complejo UPS a través de una molécula llamada IU1 induce la eliminacidn
de PrP> [193]. Por otra parte, existen diferentes estudios en los que se han utilizado farmacos que
inducian el proceso de autofagia, reduciendo la neurodegeneracion en diferentes modelos de la
enfermedad [184-186]. Uno de los ejemplos mas relevantes es el de la rapamicina, que actla inhibiendo
mMTOR y consecuentemente induce de forma significativa la autofagia [315]. Sin embargo, este tipo de
estrategias, en las que se actla sobre una diana cuya regulacién es compleja, aunque muestren cierta
eficacia no son recomendables, ya que intervienen en multiples cascadas de sefializacién provocando con

frecuencia efectos no deseados [316].

Finalmente, cabe mencionar los fadrmacos que actian sobre la UPR, cuya funcidn principal es actuar sobre
la cascada de sefalizacién de este mecanismo de homeostasis celular, controlando asi la sintesis de
chaperonas y otras proteinas que ayudan a corregir plegamientos incorrectos en el RE. Estos compuestos
evitarian la respuesta exacerbada de la UPR que ocurre durante la infeccidn por priones y, por
consiguiente, el dafo neuronal asociado al mismo. Como regulador de la UPR, estd el compuesto
GSK2606414, que actua inhibiendo la quinasa PERK y previene la neurodegeneracion, aumentando el
tiempo de supervivencia en modelos murinos [200] o un compuesto llamado ISRIB que actua inhibiendo
de forma parcial ISR (del inglés integrated stress response) [317]. La principal desventaja de estos
farmacos es que poseen una toxicidad muy alta, dado que interfieren en mecanismos de control celular

derivando en efectos no deseados [199].
5.4 Estrategias dirigidas a evitar la conversién de la PrP¢ en PrP5¢

En la actualidad las estrategias cuyo objetivo es inhibir el proceso de malplegamiento son las que han sido
mas estudiadas y mejores resultados han conseguido, llegando algunas a evaluarse a través de ensayos
clinicos en pacientes. Existen diferentes maneras de evitar la conversion de la PrP¢ en PrP>: 1) compuestos
que actlan como chaperonas estabilizando la PrP¢, 2) moléculas que se unen a la PrP¢ evitando su
interaccion con la PrP>¢ y 3) compuestos que se unen a la PrP> evitando la elongacién y/o rotura de las
fibras. En la mayoria de los casos, aunque los compuestos estudiados (muchos de ellos encontrados a
través del cribado de moléculas) muestren una patente inhibicidn de la conversion, se desconoce cuales
son los mecanismos de accidn por los cuales actuan para conseguir una reduccion de la propagacion
pridnica. El conocimiento a nivel molecular acumulado a lo largo de esta ultima década sobre los
principales componentes de la propagacion pridnica estd permitiendo disefiar novedosas aproximaciones
terapéuticas. En este apartado se describiran aquellos compuestos que han alcanzado fases preclinicas

y/o clinicas y cuyos resultados han sido mas prometedores.

Entre los compuestos que inhiben el malplegamiento proteico y que han sido testados en pacientes
afectados de una enfermedad pridnica estan: la quinacrina, el pentosan polisulfato, y la doxiciclina [318].

La quinacrina es un agente lisosomotrépico que resultd ser muy eficaz inhibiendo la propagacion de
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distintas cepas de priones en cultivos celulares infectados [319, 320], pero no en modelos animales [321]
[322]. Sin embargo, cuando se evalud en ensayos clinicos tanto en el Reino Unido [323] como en Estados
Unidos [324], no se observaron diferencias en la supervivencia de los grupos de pacientes tratados y no
tratados [323, 324]. Otro compuesto extensamente estudiado es el pentosan polisulfato (PPS, del inglés
pentosan polysulfate). Se trata de un polisacarido semisintético que fue descubierto por primera vez por
Farquhar y Dickinson en 1986, cuando inyectaron PPS por via intraperitoneal a ratones infectados con
scrapie y descubrieron una inhibicion de la propagacién de priones en el sistema linforeticular y un
aumento en la supervivencia [325]. A pesar de su buen funcionamiento inhibiendo la replicacion
periférica, el PPS presenta un alto numero de cargas negativas que no le permiten traspasar la barrera
hematoencefalica. Esto obligd a utilizar la via intraventricular como alternativa para la administracion del
compuesto directamente al encéfalo. A través de esta via de administracion, el PPS inhibié la acumulacion
de PrP>, redujo la neurodegeneracidon y aumenté la supervivencia en ratones transgénicos infectados
[326]. Con este resultado tan prometedor, se realizé un ensayo clinico con 11 pacientes, con un resultado
negativo dado que no hubo ninguna mejora en los signos clinicos ni en la supervivencia de los sujetos
sometidos a estudio [327]. Por ultimo, la doxiciclina, un antibidtico del grupo de las tetraciclinas, que ha
mostrado una significativa capacidad para inhibir la propagacién pridnica in vivo e in vitro [328]. Siguiendo
estos estudios, se realizd un ensayo en 121 pacientes con distintos CJD, aunque no se encontraron
diferencias entre los grupos control y tratado [329]. Sin embargo, el grupo liderado por Inga Zerr en 2016
realizé un ensayo clinico doble ciego de fase Il con 12 individuos, asi como un ensayo clinico observacional
con 55 pacientes en una etapa temprana de sCJD y 33 controles, observandose en ambos ensayos un
ligero aumento, aunque significativo, de la supervivencia [330]. Por otro lado, la doxiciclina esta siendo
administrada de forma continuada en un ensayo clinico observacional a un grupo de individuos que
poseen la mutacién D178N/129M, que da lugar a FFI, de forma preventiva. Este ensayo tiene una duracién
de 10 afios y se lleva realizando desde el 2010 y finalizard en el afio 2021 [331], cuando se evaluara si

realmente a la doxiciclina ha reducido la incidencia de la enfermedad en los portadores de la mutacion.

Existen otros compuestos que han mostrado una actividad inhibitoria significativa tanto in vitro como in
vivo, y aunque no se han realizado aun ensayos clinicos con ellos, merece la pena destacarlos debido a su
potencialidad como futuros farmacos. Entre ellos destacan el compB, las antraciclinas y los tetrapirroles.
El compB [4-(oxazol-5-yl) phenyl)-2-((pyridin-4-yl) methylene)hydrazine)] presenta el inconveniente de
que su eficacia es dependiente del tipo de cepa pridnica y, ademas, su degradacién puede generar un
metabolito tdéxico [332]. Las antraciclinas son compuestos utilizados en quimioterapia que han
demostrado in vivo también un efecto antipridnico reduciendo los depdsitos amiloides presentes en el
encéfalo. Su mayor inconveniente es que poseen una alta toxicidad [333, 334]. Los tetrapirroles son
compuestos formados por un anillo tetrapirrélico, donde cada anillo pirrélico estd unido mediante
puentes metinos, pudiendo contener un atomo metalico en el centro [335]. Entre los distintos
tetrapirroles que estan descritos, hay un grupo de compuestos que destacan por ser metabolitos

naturales y se denominan porfirinas.
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5.4.1 Porfirinas

Las porfirinas son compuestos ciclicos que poseen 4 anillos pirrdlicos enlazados por puentes
metina (=HC-). Las porfirinas que se producen de manera natural presentan una diversidad de
cadenas laterales que reemplazan los ocho atomos de hidrégeno de los pirroles. Ademas, algunas
poseen la propiedad de formar complejos con iones metalicos unidos al &tomo de nitrégeno de
los anillos de pirrol [336]. Estos compuestos, aunque muestran cierta toxicidad cuando se

presentan en una alta concentracion, son bien toleradas por el organismo [337].

Se cree que estos compuestos actian como chaperonas moleculares estabilizando la estructura
de la PrP¢y evitando su malplegamiento. Diferentes estudios in vivo, in vitro e in cellula han
corroborado el potente efecto inhibidor de estas moléculas [266, 338, 339]. Una de las porfirinas
mas conocidas es el TMPyP-Fe(lll) (del inglés, Iron (Ill) meso-Tetra (N-methyl-4-pyridyl) porphine),
y ha demostrado la capacidad de unirse a la PrP® en una ratio 1:1 con una constante de
disociacién (Kd) de pocos micromoles [266, 340]. Ademas, el TMPyP-Fe(lll) ha sido utilizado como
compuesto terapéutico frente a otras enfermedades neurodegenerativas evitando la agregacion
de las distintas proteinas responsables; evitando la oligomerizacién de la a-sinucleina [341] o la
agregacion del amiloide AB [267]. Ademas, el hecho de que sea un compuesto fototdxico ha
permitido utilizarse también como terapia antitumoral [342, 343]. En relacién con el estudio de
los priones, el TMPyP-Fe(lll) fue descrito por su accidn antipridnica por primera vez por el grupo
de Byron Caughey en 1998, que testaron su actividad inhibitoria, tanto en células infectadas con
scrapie (SCNB) como en un sistema de propagacion de priones in vitro basada en PrP de hamster,
con resultados discretos [338]. A partir de este primer estudio, se han ido desarrollando diversos
experimentos evaluando la actividad inhibitoria de este compuesto. La actividad antipridnica in
vivo se testd en ratones transgénicos que expresaban la PrP de hamster infectados de forma
intraperitoneal mostrando un aumento significativo de la supervivencia cuando el TMPyP-Fe(lll)
se administraba de forma intraperitoneal el mismo dia de la infeccidn y no cuando se trataba de
forma posterior [339]. También se ha observado un efecto inhibitorio en células infectadas con
diferentes cepas murinas [266]. No obstante, los modestos resultados obtenidos y errores en el
disefio experimental hicieron, entre otros, que se abandonase por el momento esta estrategia

terapéutica.

Sin embargo, dada su similitud con TMPyP-Fe(lll) y el hecho de que sean metabolitos naturales,
hace que las porfirinas sigan considerandose una buena alternativa terapéutica frente a las EET.
Dentro del amplio grupo de las porfirinas destaca la uroporfirina | (URO 1), un metabolito
intermediario de la ruta de biosintesis del grupo hemo cuya acumulaciéon en el organismo genera
una patologia llamada porfiria (ver apartado a continuacion) [344]. La uroporfirina | es un

isomero de la uroporfirina lll, y se considera la molécula con mayor capacidad de inhibicién de la
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conversién de PrP¢ a PrP> detectado hasta la fecha, razén por la que su actividad antipridnica es

el objeto de investigacion de esta tesis.

6 Porfirias

Las porfirias son un grupo de enfermedades metabdlicas causadas por un error o una funcién anormal en
alguna de las enzimas que participan en la ruta biosintética del grupo hemo y que se caracterizan por una
acumulacion excesiva de porfirinas y/o sus precursores [345]. En esta ruta metabdlica participan ocho
enzimas que, desde el inicio de la ruta biosintética, que parte de la glicina y el succinil-CoA, catalizan la
formacion del grupo hemo, que es el metabolito final [337]. Existen diversos sindromes que se engloban
bajo el término de porfiria, cuyas diferencias dependen de la enzima afectada en la ruta biosintética del
grupo hemo, lo que lleva a la acumulacién de distintos metabolitos secundarios. Tradicionalmente las
porfirias se han clasificado en hepdaticas o eritropoyéticas segun el lugar principal de la acumulacion y
sobreproduccién de estas porfirinas o sus precursores, aunque en algunos casos quedan superpuestas.
Las hepaticas se caracterizan por una sobreproduccién y acumulacién inicial principalmente en el higado
mientras que en las eritropoyéticas este hecho ocurre principalmente en las células eritroides de la
médula dsea [346]. Dentro de este Gltimo grupo esta la porfiria eritropoyética congénita (CEP, del inglés
congenital erythropoietic porphyria) que es una de las porfirias menos comunes y estd incluida dentro de
las porfirias cronicas. La CEP es una patologia hereditaria causada por una actividad deficiente de la
enzima citosélica uroporfirinégeno Il sintasa (UROIIIS) [344]. Esta UROIIIS es la cuarta enzima de la ruta
biosintética del grupo hemo, la cual reordena y cicla el hidroximetilbilano lineal (HMB), para dar lugar a la
forma isomérica Il del uroporfirinégeno. En condiciones normales, una fraccion de este HMB se escapa
de la accion de la UROIIIS, lo cual resulta en una conversion no enzimatica hacia el isdmero
uroporfirindgeno | [347]. El exceso de estos uroporfirinégenos se excreta por la orina en sus formas

oxidadas que son la uroporfirina | y Ill (URO |y URO Ill, respectivamente [348].

En el caso de los pacientes con CEP, un defecto en la enzima UROIIIS reduce en gran medida la capacidad
de la misma de catalizar la formacion de uroporfirinégeno lll, lo que lleva a la acumulaciéon de su sustrato,
el HMB, el cual de forma no enzimatica se convierte en uroporfirindgeno I. Debido a que la ruta no
funciona correctamente, este uroporfirindgeno se acumula en grandes cantidades, y sufre una

autooxidacion hacia uroporfirina I, cuya acumulacién es la causa principal de la CEP [344].

La acumulacién de URO | ocurre en su mayoria en el precursor eritroide de la médula ésea, donde se
produce el grupo hemo necesario para la hemoglobina y, consecuentemente, para los eritrocitos. La URO
| acumulada en estas células eritroides se libera al plasma por hemdlisis o por difusidn, y se deposita en
diferentes tejidos, principalmente, en la piel y los huesos; el resto se excreta a través de la orina. También
se puede encontrar un exceso de URO | en el bazo y en menor medida en el higado [349, 350]. Los signos
clinicos de los pacientes con CEP, derivados de la acumulacion de UROI como consecuencia del déficit de
uroporfirindgeno Il y, por tanto, de los productos posteriores de la ruta biosintética del grupo hemo,

varian entre pacientes, asi como la edad de aparicion y la severidad de estos. En la mayoria de los casos
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la enfermedad aparece entre el periodo neonatal y los 10 afos, y su fenotipo esta dominado por una
fotosensibilidad en la piel debido a las propiedades fototéxicas de la URO |, problemas hematoldgicos,
anemia hemolitica, trombocitopenia y esplenomegalia debidas a la deficiencia de uroporfirindgenos IlI
[351]. También pueden presentar otros signos clinicos como presencia de porfirinas en la orina,
otorgandole un caracteristico color rojo, problemas oculares como ulceras corneales, eritrodoncia y
osteopenia, todo ello causado por el depésito de porfirinas [352]. Sin embargo, se ha observado una
amplia heterogeneidad clinica y una variabilidad fenotipica entre pacientes, incluyendo entre miembros

de la misma familia [351].

Aunque es una enfermedad crdnica, existen varios tratamientos para evitar, en su mayoria, las lesiones
cutaneas provocadas por la fototoxicidad de las porfirinas, ya que la severidad de las manifestaciones
cutaneas es dependiente de los niveles de porfirina acumulados en el tejido expuesto y el grado de
exposicion a la luz [353]. Estos tratamientos se basan en evitar la exposicion a los rayos del sol y
ultravioleta, ademas de un meticuloso cuidado de la piel. La anemia que sufren los pacientes de CEP puede
ser severa y algunos requieren de transfusiones, pudiéndose requerir incluso una esplenectomia para
reducir el nimero de transfusiones. Recientemente se ha publicado una posible y esperanzadora terapia
curativa mediante la administraciéon de una chaperona farmacoldgica que recupera en gran parte la
funcionalidad de la UROIIIS [354]. Sin embargo, los trasplantes de médula son por el momento, el Unico
tratamiento que se ha demostrado que puede curar a pacientes con CEP moderada-severa [355, 356]
[337], a la espera de que se realicen los pertinentes ensayos clinicos de la chaperona farmacoldgica

recientemente descrita.
6.1 Modelos animales de CEP

Debido a que la CEP es una enfermedad rara con una prevalencia de 1 o menos personas afectadas por
cada 1 000 000, el desarrollo de un modelo animal capaz de desarrollar esta enfermedad era necesario
para comprenderla y estudiarla de forma sistematica. Verneuil y colaboradores desarrollaron un ratén
transgénico que presenta un fenotipo tipico de CEP. Este modelo animal presenta de forma homocigota
la mutacion P248Q en la enzima UROIIIS (la segunda mutacién causante de CEP mas abundante en
personas) ya que los heterocigotos presentan el mismo fenotipo que los modelos de genotipo silvestre.
Su fenotipo muestra las siguientes caracteristicas, todas ellas causadas por la acumulacién de porfirinas,
principalmente la URO I: orina de color rojo y eritrodoncia desde las primeras semanas de vida,
fotosensibilidad que lleva a dermatitis en tejidos blandos (orejas, ojos, etc.), asi como esplenomegalia y
hepatomegalia. Ademas, los huesos son anormalmente mas fragiles y presentan cierta coloracion rojiza.
Sin embargo, con los cuidados oportunos y una estabulacion con una menor luminosidad diaria presentan
un peso y una supervivencia equivalente al animal silvestre [357]. Este modelo ha resultado de una gran
utilidad para evaluar la eficacia del URO | como compuesto antipridnico, ya que presenta de forma
enddgena unos niveles sistémicos de URO | en sangre de entre 60 y 200 uM y en el cerebro de entre 1y
2 uM, que son concentraciones que serian complicadas de conseguir de forma exdgena debido a la baja

solubilidad del compuesto.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipétesis

La uroporfirina |, dada su similitud estructural con otros tetrapirroles como el TMPyP-Fe(lll) que
previamente ha demostrado una buena actividad antipridnica, podria presentar un efecto igual o mejor
que este y, por tanto, convertirse en una opcién terapéutica prometedora frente a las encefalopatias

espongiformes transmisibles.
Objetivos

1. Evaluar la capacidad de la uroporfirina | para inhibir la propagaciéon de priones in vitro
comparativamente con la del tetrapirrol mas efectivo descrito hasta la fecha, el TMPyP-Fe(lll).
a. Determinar sila uroporfirina | presenta especificidad en cuanto a su capacidad de inhibir
la propagacion de priones de diferentes especies y distintas cepas.
b. Determinar sila uroporfirina | inhibe la propagacién de priones humanos.
2. Dilucidar el posible mecanismo de accion de la uroporfirina | mediante el estudio de su unién a
la PrP humana por resonancia magnética nuclear.
3. Estudiar las caracteristicas farmacocinéticas de la uroporfirina | y su capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica.
4. Evaluar la capacidad de la uroporfirina | para inhibir la propagacion de priones in vivo utilizando
modelos animales que presentan niveles elevados de este metabolito natural en sangre.
a. Determinar si la uroporfirina | inhibe la propagacién de distintas cepas pridnicas en
modelos animales de enfermedad pridnica inducida.
b. Determinar sila uroporfirina l inhibe |la propagacién de priones en modelos animales de
enfermedad pridnica espontanea.
5. Evaluar el trasplante de médula 6sea productora de uroporfirina | como estrategia terapéutica
frente a las enfermedades pridnicas.
a. Evaluarsi es posible alcanzar niveles elevados de uroporfirina | en animales de fenotipo
silvestre mediante el trasplante de médula ésea de los modelos transgénicos que

producen niveles elevados del compuesto.
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1 Construccion de los plasmidos de expresion de las PrP recombinantes de humano

La generacién de las PrP recombinantes (recPrP) de humano se realizé mediante la utilizacién de vectores
plasmidicos para la expresiéon de genes eucariotas en procariotas; en este caso, los vectores pOPIN
desarrollados por Oxford Protein Production Facility UK (OPPF). Estos vectores estan disefiados para la
clonacién mediante recombinacion homdloga, concretamente utilizando el método In Fusion, que
permite una alta expresion de la proteina introducida [358]. En este caso, se utilizd el plasmido pOPIN E,
el cual estd basado en el vector pTriEx2 cuyas principales caracteristicas son su resistencia al antibidtico
ampicilina, la presencia de un enhancer (del inglés, potenciador) hibrido de Citomegalovirus (CMV), del
promotor de B-actina que permite la expresidn de proteinas eucariotas en bacterias E. coliy de una diana
para la carboxipeptidasa A seguida de una cola de 6 histidinas, necesarias para la purificacidon de proteinas
mediante el sistema de cromatografia de afinidad Niquel - Acido Nitriloacético (Ni-NTA, del inglés Niguel

- Nitriloacetic Acid).

El vector pOPIN E se digirid con las enzimas de restricciéon Ncol y Pmel (New England Laboratories)
siguiendo el protocolo de la OPPF (A Guide to using the OPPF pOPIN Vector suite for HTP In-Fusion
Cloning). Tras su digestidn, los fragmentos de ADN se separaron utilizando electroforesis en gel de agarosa
al 1 % (p/v) (Thermo Scientific) y se visualizaron mediante tincion con RedSafe (iNtRON Biotechnology)
segun las especificaciones del fabricante. Por ultimo, el vector linealizado de 5151 pares de bases se

purificé mediante el kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.

Mediante la utilizacion de la técnica de PCR se adecuaron los extremos de las secuencias del gen de la PrP
humana 129M y 129V para la clonacidén de esta secuencia en el vector pOPIN E a través del sistema In
Fusion. Para ello, los oligonucleétidos fueron disefiados teniendo en cuenta las especificaciones sefialadas
en el protocolo de la OPPF. El disefio de estos oligonucledtidos es critico para una adecuada
recombinacién homdloga entre los extremos de la secuencia a clonar y el vector. Por ello, los
oligonucledtidos disefiados para tal fin se hicieron coincidir al menos 15 pares de bases con los extremos
del vector. Ademas, en el oligonucledtido del extremo carboxilo terminal se introdujo un codén de
terminacion (TTA) en la posicidn de la lisina de la cola de histidinas para evitar la expresion de estas y el
corte con carboxi-peptidasa A tras la purificacion. El uso de esta enzima seria necesario para eliminar la
cola de histidinas de la proteina purificada tal como esta indicado en el protocolo del fabricante de los
vectores pOPIN E. Sin embargo, la expresién de la cola de seis histidinas es innecesaria debido a la
existencia de numerosas histidinas en la zona de las octarrepeticiones de la proteina del prion, que
cumplen con la misma funcién que una cola de histidinas afiadida de forma artificial para su posterior
purificacion por cromatografia de afinidad. Las secuencias 5’-3’ de los oligonucleétidos utilizados son las

siguientes:

- Oligonucleétido del extremo amino terminal para la PrP de humano 129My 129V
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AGGAGATATACCATGAAGAAGCGCCCGAAGCCTGG
- Oligonucledtido del extremo carboxilo terminal para la PrP de humano 129M vy 129V:

GTGATGGTGATGTTAGCTGATCCTCTCTGGTAATA

Se realizé una PCR para amplificar la secuencia de ADN de interés mediante los oligonucledtidos
especificamente disefiados y mostrados anteriormente. Para ello, se utilizd como molde el ADN de la PrP
de humano de los plasmidos que contenian este gen, previamente generados en el laboratorio a partir de
ADN gendmico. Los reactivos presentes en las reacciones de PCR fueron: 2 - 10 ng de ADN gendmico, 50
ng de cada uno de los oligonucledtidos (Sigma), 1.25 unidades LongAmp™ Taq DNA Polymerase (New
England Biolabs), 10 ul 5X LongAmp™ Taq Reaction Buffer (New England Biolabs), 0.4 ul dNTP 10 mM
(Sigma-Aldrich), H20 desionizada (hasta alcanzar un volumen final de reaccién de 50 ul). La PCR consté
de, un ciclo inicial de desnaturalizacién del molde de ADN de partida mediante calentamiento a 95 °C
durante 5 min, a continuacion, 35 ciclos de amplificacién y finalmente, un periodo adicional de 10 min a
72 °C que permite la extension de los productos de PCR incompletos. Cada ciclo de amplificacion consistio
en una fase de desnaturalizacidn a 95 °C durante 20 s, seguido de un periodo de 45 s a 56 °C que facilita
la hibridacidn de los oligonucledtidos con el molde de ADN y finaliza con uno de 60 s a 72 °C que permite
la polimerizacion de las nuevas cadenas de ADN. El producto de PCR se almacend y conservé a 4 °C. Para

realizar las PCR se empled el termociclador DNA Engine Peltier Thermal Cycler, PTC-200 (Bio-Rad).

Tras comprobar que el tamafio del fragmento amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1
% (p/v) era correcto, se continud con el protocolo descrito por la casa comercial y el producto de PCR se
digirié con la enzima de restriccion Dpnl (New England Biolabs) para eliminar los fragmentos de ADN
metilados procedentes del molde utilizado para la reaccién. Las muestras digeridas se purificaron

mediante el kit Q/IAquick PCR purification (Qiagen) siguiendo las especificaciones del fabricante.

Después de la linealizacion del vector pOPIN E y la adecuacion de los extremos de los insertos que
contienen el gen de las PrP humanas, se realizd la clonacion de estos fragmentos en el vector mediante el
método de clonacidn In Fusion Dry-Down PCR Cloning Kit (Clontech), siguiendo el protocolo establecido
por el fabricante. Para ello, y tras determinar las concentraciones de vector e inserto mediante el equipo
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), los reactivos se mezclaron en una ratio molar 2:1 (vector:inserto),

utilizando concretamente, 150 ng de vector y 60 ng de inserto.

Para terminar, los productos de la recombinacion se transformaron en bacterias ultra-competentes
Escherichia coli DH5 XL-Gold® (Stratagene) siguiendo el protocolo estandar de transformacion mediante
choque térmico descrito por Inoue et al (Inoue, Nojima et al. 1990). Algunas de las colonias bacterianas
obtenidas en placas con 50 pg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich) se cultivaron en 2 ml de medio de cultivo
Luria Bertoni (LB) (Pronadisa) con 50 pug/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C en agitacién toda la noche.
A partir de los cultivos, los plasmidos procedentes de colonias bacterianas se purificaron empleando el kit

QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para verificar que los
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pldsmidos purificados tenian incorporados los genes que codifican las PrP de humano 129M vy 129V, se
realizé un analisis de restriccion del plasmido con la enzima de restriccion Aval (New England Biolabs)
siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente, con el fin de asegurar que los plasmidos obtenidos
contenian la secuencia correcta, el gen de la PrP y los extremos adyacentes se secuenciaron
completamente mediante el servicio de secuenciacién de Stabvida empleando el oligonucleétido

universal T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). Obteniendo los siguientes plasmidos:

e pOPIN E PrP23231humana 129M

e  pOPIN E PrP23-231humana 129V

2 Expresion y purificacion de las PrP recombinantes humanas
2.1 Transformacion de plasmidos en bacterias E. coli DE3 mediante choque térmico

Con el objetivo de producir las proteinas recombinantes completas [recPrP (23-231)], a partir de los
plasmidos de expresidon pOPIN E descritos anteriormente, los vectores se transformaron en bacterias
super competentes E. coli Rosetta (DE3)™ (EMD Millipore), desarrolladas para la sobreexpresion de
proteinas. Los plasmidos pOPIN E se transformaron en estas bacterias mediante el protocolo estandar de
transformacion por choque térmico (Inoue, Nojima et al. 1990) y se conservaron posteriormente a -802C
en medio LB con glicerol a una ratio de 1:1 (v:v).

2.2 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes para su uso en resonancia

magnética nuclear

Las bacterias Rosetta DE3 transformadas con los plasmidos de interés se cultivaron en 2.5 ml de medio LB
(Pronadisa) en presencia de ampicilina (20 pg/ml) a 37 °C en agitacién a 200 rpm durante 5 h.
Posteriormente, se centrifugaron estos 2.5 ml a 3000 g durante 5 minutos para pelletear las bacterias sin
dafiarlas. El objetivo de esta purificacion proteica es obtener suficiente recPrP nativa para analizarla
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN), por lo tanto, debe de cumplir una serie de
caracteristicas, como un marcaje isotépico homogéneo, superior al 97 %, por lo que se produjo en medio

minimo. El medio minimo consta de una solucion base de M9 1x

[6 g de Naz2HPO4 (Sigma-Aldrich), 3 g de KH2PO4 (Sigma-Aldrich), 0.5 g de NaCl (Sigma-Aldrich) por litro
ajustado a pH 7] filtrado al que se le afladen 1 g/I de NH4Cl, marcado con N*° (Cambridge Isotopes
Laboratory), 3 g/l de glucosa (Sigma-Aldrich), 1 mM de MgS04 (Sigma-Aldrich), 0.1 mM de CaCl: (Sigma-
Aldrich), 10 mg/l de tiamina (Sigma-Aldrich) y biotina (Sigma-Aldrich). Una vez preparado puede

conservarse a 4 °C 24 horas maximo.

El pellet obtenido del cultivo de 2.5 ml se resuspendié en 500 ml de medio minimo marcado con N** a una
concentracion de 20 pg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich) y se incubd a 37 °C en agitacion a 200 rpm toda
la noche. Al dia siguiente, se mezclaron estos 500 ml con 5 | de medio minimo marcado con N*°y se dejé

a 37 °C en agitacién a 200 rpm hasta alcanzar una densidad dptica en la longitud de onda de 600 nm
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(DOs0o) de 0.6 - 0.8. Cuando se alcanzé esta densidad, para inducir la sintesis de la proteina en las bacterias
cultivadas, se afiadid al cultivo bacteriano Isopropil-B-D-1-tiogalactopiradsido (IPTG) (Gold Biotechnology)
a una concentracidn final de 1 mM y se mantuvo toda la noche a 200 rpm y a 30 °C. Al dia siguiente, la
induccion se detuvo centrifugando a 4500 g durante 15 minutos a 4 °C (Centrifuga Sorvall Legend XTR,
Thermo Scientific), de este modo se precipitaron las bacterias que acumulan la proteina recombinante

producida en forma de cuerpos de inclusion.

El pellet bacteriano se resuspendié en 120 ml de buffer de resuspension [20 mM fosfato de sodio
(NaX(POa) (Sigma-Aldrich), 1 mM ditriotreitol (DTT) (Panreac), 300 mM de cloruro sédico (NaCl) (Sigma-
Aldrich), 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich), pH ajustado a 6.0]. El producto
resuspendido se separd en fracciones de 40 ml y se enfrié con abundante hielo. Una vez enfriado, se
sonicé a una amplitud del 60 % durante 6 ciclos de 30 s de sonicacién y 60 s de incubacién en hielo.
Después de la sonicacion, la muestra se centrifugd a 35 000 g (Beckman - Coulter ultracentrifuga XL -
100K) utilizando un rotor de 45 Ti (Beckman Coulter) durante 1 h a 4 °C. Posteriormente, se elimind el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 60 ml de buffer de inclusion [20 mM fosfato de sodio
(NaX(P0Qa))(Sigma-Aldrich), 1 mM ditriotreitol (DTT) (Panreac), 0.5M de cloruro sddico (NaCl) (Sigma-
Aldrich), 6 M de cloruro de guanidinio (Gnd-HCl) (Fisher Scientific), pH ajustado a 6.0] y a continuacion se
incubd toda la noche a 37 °C en agitacidn a 200 rpm. Al dia siguiente, se centrifugd a 25 000 g con el rotor
45 Ti (Beckman Coulter) a 60 minutos a 4 °C, se recogio el sobrenadante y se sometio a sonicacién 2 veces
durante 15 segundos al 60 % de amplitud con un sonicador de punta acoplado a un sistema Misonix Q-
700 (Qsonica). Posteriormente, se pasaron las muestras por filtros de 0.22 um (Minisart, Sartorius Stedim)

y se almacenan a -80 °C hasta su posterior purificacion.

Para purificar la PrP recombinante para ser utilizada en RMN, se realizd un protocolo de purificacion con
plegamiento en columna. Para ello, la PrP se purificd utilizando columnas de afinidad Ni-NTA HisTrap FF
Crude 5 ml (GE Healthcare Amersham) acopladas a un sistema de FPLC (AKTA™ start, GE Healthcare
Amersham). Las columnas se equilibran con 20 ml de solucidn de equilibrio [20 mM NaX(POa4) (Sigma-
Aldrich), 300 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 5 mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 6 M Gnd-HCI (Fisher Scientific), 1
mM DTT (Panreac) ajustado a pH 7.0]. Seguidamente, el extracto de cuerpos de inclusidn solubilizado se
cargd en la columna y se lavé mediante un gradiente que iba desde el 100 % de solucidn de equilibrio
hasta un 100 % de solucién de lavado [20 mM NaX(POa) (Sigma-Aldrich), 300 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 5
mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 1 mM DTT (Panreac) ajustado a pH 7.0]. Una vez la realizado el lavado, de
aproximadamente 50 ml, la proteina plegada en columna se eluyd utilizando 165 ml de soluciéon de elucidn
[20 mM NaX(POa4) (Sigma-Aldrich), 300 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 500 mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 1 mM
DTT (Panreac) ajustado a pH 6.0]. Las proteinas purificadas mediante columnas de afinidad HisTrap se
dializaron cargdndose en una tripa de dialisis con un limite de exclusidon de 10 kDa SnakeSkin Dialysis
Tubing, 10K MWCO (Thermo Scientific) durante 4 h frente a acetato de sodio (AcNa, ajustado a pH 6.0)
(Sigma-Aldrich) a 4 °Cy con 3 cambios sucesivos de buffer de didlisis, dejando en el dltimo cambio que la

didlisis transcurriera durante toda la noche. En el proceso de dialisis se observd la formacion de acimulos
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blanquecinos de proteina anormalmente plegada. Para la eliminacidén de este precipitado las muestras
dializadas se centrifugaron a 19 000 g durante 15 min a 4 °C (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific).
Posteriormente se concentraron hasta alcanzar, como minimo, 75 uM o 1.875 mg/ml mediante filtros de
centrifugacidon con un limite de exclusion de 10 kDa (Amicon Ultra-15 10 kDa Centrifugal filter unit,
Millipore). Una vez dializada, la proteina se utilizé en un plazo maximo de 2 - 3 dias, conservandose

mientras tanto a 4 °C.

La pureza de la proteina recombinante obtenida y la eficacia del proceso de purificacion se evaluaron
mediante tincion de proteina total tras electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE, del inglés Sodium Dodecyl! Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (Criterion TGX 4 — 15 %,
Bio-Rad). A lo largo del proceso de purificacidn se fueron recogiendo muestras de 10 pl de varios de los
eluidos obtenidos. En concreto se recogieron muestras de 10 pl antes de cargar la proteina en la columna
de afinidad (fraccién de lisis), de la muestra filtrada tras su paso por la columna (fraccion de carga) y de la
proteina final purificada (fracciéon de elucion). A continuacion, se precipitaron afiadiendo 56.7 pl de
metanol frio (Fisher Chemical) y tras centrifugar durante 30 min a una velocidad de 19 000 g a 4 °C
(Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific), el material precipitado se resuspendié en 16 pl de solucion
de carga NUPAGE (Invitrogen Life Technologies) diluido 1:3 en PBS (del inglés Phosphate Buffer Saline)
(Fisher Bioreagents) y se cargd en un gel de electroforesis desnaturalizante. Por ultimo, el gel se incubd
durante 1 h a temperatura ambiente en solucion de tincidn para proteina total BlueSafe (Nzytech).

2.3 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes para su uso en los sistemas de

propagacion in vitro

Las bacterias DE3 transformadas con el plasmido deseado se cultivaron en 50 ml de medio LB (Pronadisa)
en presencia de ampicilina (20 pg/ml) a 37 °C en agitacién a 200 rpm durante toda la noche. A
continuacion, estos 50 ml se mezclaron con 2 | de medio LB con ampicilina (20 pug/ml) (Sigma-Aldrich) y se
incubaron a 37 °C en agitacién a 200 rpm hasta alcanzar una densidad dptica en la longitud de onda de
600 nm (DOeoo) de 0.8 - 1. Una vez alcanzada, se aiiadié al cultivo bacteriano IPTG (Gold Biotechnology) a
una concentracion final de 1 mM con el objetivo de inducir la sintesis de proteinas en las bacterias DE3.
Una vez afiadido el IPTG se mantuvieron las condiciones de temperatura y agitacién descritas durante 3
h. Pasadas las 3 h, la induccidn se detuvo mediante la incubacién de los cultivos bacterianos en hielo
durante 15 min. Finalmente, los cultivos se centrifugaron durante 15 min a una velocidad de 4500 g y a
una temperatura de 4 °C (Centrifuga Sorvall Legend XTR, Thermo Scientific) con el objetivo de precipitar

las bacterias que acumulan la proteina recombinante producida en forma de cuerpos de inclusidn.

El pellet bacteriano se resuspendié en 50 ml de buffer de lisis [S0 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 5 mM
EDTA (Sigma-Aldrich), 1 % Triton X-100 (Amresco), 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich), 100 pg/ml Lisozima
(Sigma-Aldrich), pH ajustado a 8.0] y a continuacién se incubd durante 30 min en agitacién a 200 rpm a
temperatura ambiente en presencia de 100 U/ml de deoxyribonucleasa (DNAsa) (Sigma-Aldrich) y 20 mM

de cloruro de magnesio (MgClz) (Sigma-Aldrich). El lisado se centrifugd a 4 °C durante 1 h a una velocidad

75



MATERIALES Y METODOS

de 8500 g (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) y el material precipitado obtenido se resuspendid
en 50 ml de buffer de lavado [20 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 1 mM
EDTA (Sigma-Aldrich), 1 % Sarkosyl (Sigma-Aldrich), pH ajustado a 8.0]. Con el objetivo de disolver
totalmente los cuerpos de inclusidn presentes en el precipitado, el lisado se centrifugd en las condiciones
anteriormente descritas y el material precipitado se disolvié en 6 ml de buffer de inclusion [20 mM Tris-
HCI (Fisher Bioreagents), 0.5 M NaCl (Sigma-Aldrich), 6 M cloruro de guanidinio (Gnd-HCl) (Fisher
Scientific), pH ajustado a 8.0] y se incubd a 37 °C en agitacién durante toda la noche. A continuacién, las
muestras se centrifugaron a 4 °C durante 1 h a una velocidad de 8500 g. Los sobrenadantes se filtraron a
través de filtros de jeringa con un tamano de poro de 0.22 um (Minisart, Sartorius Stedim) y se sonicaron
3 veces utilizando un sonicador de punta acoplado a un sistema Misonix Q-700 (Qsonica) con una amplitud

del 60 % durante 15 s para reducir su viscosidad antes de la purificacion.

Una vez filtrada y sonicada, la PrP recombinante presente en la muestra se purificé utilizando columnas
de afinidad Ni-NTA HisTrap FF Crude 5 ml (GE Healthcare Amersham) acopladas a un sistema de FPLC
(AKTA™ start, GE Healthcare Amersham). Las columnas se equilibraron con 35 ml de solucién de unién
[20 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 500 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 5 mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 2 M
Gnd-HCI (Fisher Scientific), ajustado a pH 8.0]. Seguidamente, la muestra se cargd en la columna, se lavd
con 75 ml de solucién de unién y finalmente la PrP se eluyd utilizando 30 ml de solucién de elucion [20
mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 500 mM NacCl (Sigma-Aldrich), 500 mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 2 M
Gnd-HCI (Fisher Scientific), ajustado a pH 8.0]. Las proteinas purificadas se desnaturalizaron
completamente aumentando la concentracién de Gdn-HCl hasta 6 M y posteriormente se concentraron
hasta alcanzar 1000 uM o 25 mg/ml mediante filtros de centrifugacion con un limite de exclusion de 10
kDa (Amicon Ultra-15 10 kDa Centrifugal filter unit, Millipore). Finalmente, las proteinas recombinantes

se almacenaron a -80 °C hasta su posterior utilizacién.

La pureza de las proteinas recombinantes obtenidas y la eficacia del proceso de purificacién se evaluaron
mediante tincién de proteina total tras electroforesis en gel SDS-PAGE (Criterion TGX 4 — 15 %, Bio-Rad).
A lo largo del proceso de purificacidn se fueron recogiendo fracciones de 10 pl de varios de los eluidos
obtenidos. En concreto se recogieron muestras de 10 ul antes de cargar la proteina en la columna de
afinidad (fraccién de lisis), de la muestra filtrada tras su paso por la columna (fraccién de carga) y de la
proteina final purificada (fraccién de elucion). A continuacion, se precipitaron afiadiendo 56.7 pl de
metanol frio (Fisher Chemical) y tras centrifugar durante 30 min a una velocidad de 19000 g a 4 °C
(Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific), el material precipitado se resuspendié en 16 ul de solucion
de carga NUuPAGE (Invitrogen Life Technologies) diluido 1:3 en PBS (Fisher Bioreagents) y se cargd en el
gel de electroforesis. Por ultimo, el gel se incubd durante 1 h a temperatura ambiente en solucion de

tincién para proteina total BlueSafe (Nzytech).
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3 PMCA para la propagacion de priones in vitro

En este apartado se detallan la preparacion de los dos tipos de sustratos utilizados para testar la

capacidad inhibidora de la URO | in vitro y se describe el proceso de propagacién mediante PMCA.

3.1 Preparacion de sustratos basados en homogeneizado de encéfalo de mamifero

Para evaluar la capacidad de inhibicién de la URO | en un modelo mas cercano a una situacion in vivo
respecto a la utilizacién de PrP recombinante, se utilizaron homogeneizados de encéfalos de ratones de
genotipo silvestre (wild-type) o transgénicos que expresan PrP¢ de otras especies como sustrato, asi como
homogeneizados de otros mamiferos disponibles en el laboratorio. Los ratones transgénicos que se
utilizaron en los diferentes experimentos realizados fueron: ratones Tg338, que sobreexpresan 6x la PrP¢
ovina V136, R154 y Q171 [280], ratones transgénicos TgVole, que expresa 1x la PrP¢ de topillo rojo con el
polimorfismo 1109 [65], ratones transgénicos TgWV, que expresan 1x la PrP¢ humana 129V [359], ratones
Tg12, que expresan 2x la PrP¢ del wapiti [360] y ratones Tg7, que expresa 1x la PrP® de hamster sirio [119,
361]. Los ratones se sacrificaron por inhalacién de CO2 y fueron perfundidos mediante puncién cardiaca
con 50 ml de solucidon de perfusion [PBS (HyClone, sin iones de Cay Mg) y 5 ml de EDTA (Sigma-Aldrich)]
con el objetivo de eliminar la mayor cantidad de sangre posible. Utilizando un homogeneizador de tipo
Potter-Elvehjem (Fisherbrand) los encéfalos perfundidos se homogeneizaron al 10 % (p/v) en solucion de
conversion fria (CB, del inglés Conversion Buffer) [0.15 M NaCl (Sigma-Aldrich), 1 % Triton X-100 (v/v)
(Sigma-Aldrich)] a la que se le habia afiadido previamente un inhibidor de proteasas (Complete™ Cocktail
1x, Roche). El proceso de homogeneizacion se realizé en su totalidad en hielo para evitar el calentamiento
de las muestras debido a la friccién. Por ultimo, los homogeneizados utilizados como sustratos para PMCA
se alicuotaron convenientemente y se conservaron a -80 °C hasta su uso. Por otro lado, para la realizacién
de un experimento se utilizd encéfalo de vaca parda de montaina perfundido que se obtuvo a través del
centro de Encefalopatias Espongiformes Transmisibles de Zaragoza (Universidad de Zaragoza). El encéfalo
de vaca se complementé con 0.5 % (p/v) de dextrano sulfatado (Sigma-Aldrich) que promueve la
propagacion de los priones causantes de la encefalopatia espongiforme bovina. Igual que los sustratos
basados en homogenizados de encéfalo de raton, se homogenizé al 10 % (p/v) en solucidn de conversién
fria con inhibidor de proteasas y tras la adicion de dextrano se alicuoté y almacend a -80 °C hasta su uso.

3.2 Preparacion de sustratos basados en PrP recombinante complementada con

homogeneizado de encéfalo de pollo

Las PrP recombinantes de humano 129M y 129V se diluyeron 1:5 en PBS (Fisher Bioreagents) y se
dializaron frente a PBS durante 1 h a temperatura ambiente empleando casetes de dialisis con un limite
de exclusién de 10 kDa (Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette 10K MWCO, Thermo Scientific). Tras la dialisis, las
muestras se centrifugaron a 19 000 g durante 15 min a una temperatura de 4 °C (Centrifuga Sorvall ST
16R, Themo Scientific), con el fin de eliminar la proteina recombinante anormalmente plegada y que
precipita como consecuencia del proceso de dialisis, y se recogié el sobrenadante que contenia la proteina

soluble. Finalmente, medimos su concentracion utilizando el kit BCA Protein Assay (Fisher Scientific)
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siguiendo el protocolo del fabricante. Para la técnica de PMCA se aceptd un rango de concentracién de la
proteina que oscila entre 0.5 mg/mly 1 mg/ml, lo que equivaldria a, aproximadamente, entre 20 y 40 uM.
Dependiendo de la concentraciéon de la proteina soluble tras la didlisis, esta se diluyé utilizando PBS o se
concentré mediante filtros de centrifugacién de 10 kDa (Microcon Ultra - 0.5 10 kDa, Millipore) hasta

obtener una concentracién dentro de este rango.

Con el objetivo de complementar los sustratos con factores que fomentan la propagacion de priones
presentes en el SNC y testar la URO | con PrP recombinante, pero en un modelo mas parecido a una
situacion in vivo, se emplearon homogeneizados de encéfalo de pollo (Gallus gallus domesticus), que,
aunque contiene su PrPS, no interviene en el proceso de propagacién al no ser convertible. Debido a la
complejidad de llevar a cabo la perfusiéon en estos animales, los cerebros fueron extraidos lo mas
rapidamente posible tras su decapitacidn en la planta de procesamiento y se lavaron externamente con
solucion de perfusion [PBS (Fisher Bioreagents), EDTA 5 mM (Sigma-Aldrich)] para eliminar la mayor
cantidad de sangre posible. El proceso de homogeneizado se realizé del mismo modo que con los
encéfalos murinos. Sin embargo, el homogeneizado resultante se centrifugd a 19 000 g durante 15 min a
4 °C para eliminar restos de tejido no homogeneizado correctamente, quedandonos con el sobrenadante.
Por ultimo, la PrP recombinante dializada y cuantificada se mezcld con el sobrenadante del
homogeneizado de encéfalo de pollo a una ratio 1:10 (PrP recombinante:encéfalo de pollo), se alicuotd y
se conservo a -80 °C hasta su posterior uso.

3.3 Propagacion in vitro de priones mediante PMCA y testado de compuestos URO | y

TMPyP-Fe(lll)

La propagacion in vitro de priones se realizd basandose en el procedimiento de PMCA descrito por Castilla
y colaboradores [51, 53, 258] que permite replicar la propagacion de priones in vitro mimetizando el

proceso que tiene lugar in vivo, pero con una cinética acelerada.

Todos los experimentos se realizaron en tubos de 0.2 ml de pared fina (Axygen) para favorecer la
penetracidn de las ondas ultrasénicas. El volumen final empleado en todos los casos fue de 50 pl. Se utilizé
un sonicador Misonix Q-700 con sistema de microplaca (Qsonica) programado para llevar a cabo ciclos de
30 min de incubacién y 15 - 20 s de sonicacidn a una potencia del 60 - 80 %. La temperatura a lo largo del
proceso se mantuvo constante a 38 °C utilizando un bafio de agua circulante (Thermo Scientific). También
se afiadieron particulas de zirconio-silice de 1.0 mm (BioSpec Products, Inc) para favorecer la

homogeneidad de los resultados [362].

Para evaluar la capacidad antipridnica de los compuestos quimicos mediante PMCA, se llevaron a cabo
diluciones seriadas de las distintas semillas utilizadas para cada sustrato. Los indculos utilizados se listan
a continuacién: hamster sirio 263K (aislado cedido por Robert Rohwer, Universidad de Maryland) para
Tg7, Dawson para Tg338, sCJD VV2 (aislado cedido por Wenquan Zhou, Universidad Case Western
Reserve) para TgWV, CWD (aislado cedido por Debbie McKenzie, Universidad de Alberta) para Tgl2,

Denovo-A-Vole (una cepa pridnica generada en el laboratorio de forma espontanea) para TgVole, BSE

78



MATERIALES Y METODOS

clasica (cepa pridnica proveniente de la propagacién por PMCA en el laboratorio) para el encéfalo de vaca
y la cepa murina RML (cepa pridnica proveniente de la propagacion por PMCA en el laboratorio para el
encéfalo de raton. Basandonos en la experiencia previa del laboratorio, las diluciones de cada indculo se
adecuaron a la capacidad propagativa que presentan las diferentes semillas de priones utilizadas y del
tipo de PrP recombinante o PrP de mamifero del sustrato, y se indican en cada caso. Una vez realizadas
las diluciones seriadas se afiadieron los compuestos a testar a concentraciones variables que se indican
en cada caso, de uroporfirina | hidrocloruro (URO 1) (Frontier Scientific) o0 5,10,15,20-Tetrakis(N-metill-4'-
pyridyl) porfinato de hierro (lll) cloruro [TMPyP-Fe(lll)] (Calbiochem). También se utilizaron como
controles las mismas diluciones seriadas con vehiculo Dimetil Sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) como
control positivo. A continuacion, las diluciones seriadas se sometieron a 24 o0 48 h de PMCA utilizando las

condiciones especificadas anteriormente.

4 Digestion de muestras con proteinasa K

La digestidn con proteinasa K (PK) es el método por excelencia para la deteccidn de PrP*¢ en cualquier tipo
de muestra, ya sea procedente de técnicas in vitro, in cellula o in vivo. Debido a que a lo largo de esta tesis
doctoral se utilizaron diferentes métodos de propagacidn, las condiciones de digestion se adaptaron a los

diferentes tipos de muestra utilizadas.

Las muestras procedentes de PMCA basadas en PrP recombinante complementada con encéfalos de pollo
se digirieron de la siguiente forma: 10 pl de cada muestra se diluyeron 1:1 en PBS con 10 % de Sarkosyl
(N-Laurilsarcosine sodium salt) (Sigma-Aldrich). A continuacidn, las muestras se digirieron utilizando una
concentracion de PK (Roche) de 85 pug/ml durante 1 h a 42 °C en agitacion constante a 450 rpm utilizando
un Thermomixer (Eppendorf). Por Ultimo, el proceso de digestién se detuvo con la adicion de 10 pl de

solucidn de carga NUPAGE 4X (Invitrogen Life Technologies).

En los casos de las muestras de PMCA basadas en homogeneizados de encéfalos de mamifero se digirieron

dependiendo de la muestra utilizada de la siguiente forma:

- Encéfalo de vaca: 5 pl de cada muestra se diluyeron 1:3 en PBS con 2 % de Tween-20 (Sigma-
Aldrich) + 2 % de Nonidet P40 (Sigma-Aldrich) + 5 % de Sarkosyl. Después, se digirieron a una
concentracion de PK de 85 pg/ml.

- Encéfalo de ratén wild-type: 5 ul de cada muestra se diluyeron 1:3 PBS con 2 % de Tween-20 + 2
% de Nonidet P40 + 5 % de Sarkosyl. Después, se digirieron a una concentracién de PK de 85
ug/ml.

- Encéfalo ratdén transgénico Tg338: 3 pl de cada muestra se diluyeron 1:6 en PBS con 2 % de
Tween-20 + 2 % de Nonidet P40 + 5 % de Sarkosyl. Después, se digirieron a una concentracion de

PK de 170 pg/ml.
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- Encéfalo ratén transgénico TgWV: 10 ul de cada muestra se diluyeron 1:1 en PBS con 2 % de
Tween-20 + 2 % de Nonidet P40 + 5 % de Sarkosyl. Después, se digirieron a una concentracion de
PK de 170 pg/ml.

- Encéfalo ratén transgénico Tgl2: 10 ul de cada muestra se diluyeron 1:1 en PBS con 2 % de
Tween-20 + 2 % de Nonidet P40 + 5 % de Sarkosyl. Después, se digirieron a una concentracion de
PK de 85 pg/ml.

- Encéfalo ratdn transgénico Tg7: 10 pl de cada muestra se diluyeron 1: 1 en PBS con 2 % de Tween-
20 + 2 % de Nonidet P40 + 5 % de Sarkosyl. Se digirieron a una concentracién de PK de 85 pg/ml.

- Encéfalo raton transgénico TgVole: 5 ul de cada muestra se diluyeron 1: 3 en PBS con 2 % de
Tween-20 + 2 % de Nonidet P40 + 5 % de Sarkosyl. Después, se digirieron a una concentracion de

PK de 85 pg/ml.

Todas las muestras de sustrato cuya PrP¢ provenia de un encéfalo de mamifero, se digirieron durante 1 h
a 56 °C con agitacion constante a 450 rpm utilizando un Thermomixer (Eppendorf). Y el proceso de

digestion se detuvo con la adicién de 10 pl de solucidn de carga NuPAGE 4x (Invitrogen Life Technologies).

Las muestras de tejido de encéfalo y recombinante utilizadas como controles negativos sin digerir se
prepararon de la forma siguiente, independientemente de su origen: 3 ul de sustrato de PMCA se

diluyeron 1:6 en PBS.

5 Deteccion de proteinas mediante electroforesis y Western blot

La deteccidn de PrP proveniente de las muestras sometidas a PMCA se realizé mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida y Western blot. Todas las muestras, tanto digeridas con PK como no digeridas, se
hirvieron durante 10 minutos a 100 °C. La separacion proteica se llevd a cabo mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE), y en todos los casos se utilizd para la
separacion proteica el sistema Criterion TGX gel 4 — 15 % (Bio-Rad), donde se cargaron 16 pl de cada
muestra digerida con PK, excepto de los controles sin digerir, de los que se cargaron 4 pl. Los geles
corrieron a 70 V 10 min, 110 V 10 min y 150 V durante aproximadamente 1 h. Para la transferencia de las
muestras se utilizaron membranas adsorbentes de difluoruro de polivinilideno (PVDF, del inglés
PolyVinylidene DiFluoride) (Trans-Blot Turbo Transfer Pack PVDF, Bio-Rad) y se realiz6 una
electrotransferencia con el equipo Trans Blot Turbo System (Bio-Rad). Tras el bloqueo de la membrana
utilizando solucidn de bloqueo [PBS (Fisher Bioreagents), 5 % (p/v) leche deslipidada, 0.05 % (v/v) Tween-
20 (Sigma-Aldrich)] durante 1 h, la membrana se incubd con los anticuerpos primarios 3F4 (1:10 000)
(Palex Medical) para la PrP humana y la PrP de hamster, Saf 83 (1:400) (Vitro S.A.) para la PrP de topillo
rojo y la PrP de ratén wild-type, 12B2 (1:2 500) para la PrP de oveja (Central Veterinary Institute), Sha 31
(1:5 000) para la PrP de vaca (Bertin Pharma) y Bar 224 (1:1 000) para la PrP de wapiti (Cayman chemical).
Como anticuerpo secundario se utilizd el anticuerpo secundario policlonal anti-lgG de ratén conjugado
con peroxidasa de rabano (Thermo Scientific Pierce) para los anticuerpos primarios Saf 83, 3F4, Bar 224,

12B2 y Sha 31. Tras la incubacidn de cada anticuerpo durante 1 h a temperatura ambiente se realizaron
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lavados (el primero de 10 min y tres mas de 5 min) con una solucién de PBS (Fisher Reagents) + 0.05 %
(v/v) de Tween-20 (Sigma-Aldrich). Por Gltimo, la membrana se reveld para la visualizacion de las bandas
por quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West Pico (Thermo Scientific Pierce) y la
visualizacién de imagenes digitales se llevo a cabo utilizando el equipo FluorChem Q (Alpha Innotech) y el

software Alphaview (Alpha Innotech).

6 Analisis mediante Resonancia Magnética Nuclear de la interaccion entre la UROl y
la PrP recombinante humana

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es un método potente y robusto para identificar y cuantificar las
interacciones proteina-ligando debido a su resolucién atémica. Gracias a su gran sensibilidad al entorno
quimico de los atomos que componen las sefiales de resonancia, esta técnica es capaz de distinguir
distintos modos de unidn entre proteina-ligando y su naturaleza quimica, siendo esta ultima muy util en
el desarrollo y optimizacién de compuesto terapéuticos farmacoldgicos. Por ello, decidimos caracterizar
la interaccidn entre la UROI y la PrP recombinante humana mediante este método. El primer paso
consistio en determinar el espectro de la proteina de manera aislada, para lo que utilizamos la recPrP

humana 129M marcada con N*° con una pureza 97 %.

La proteina marcada en estado soluble se llevé a una concentracién de 75 uM en una solucién de 20 mM

de acetato de sodio (AcNa) (ajustado a pH 6.0) y a un volumen de 500 pl.

Dado nuestro interés en caracterizar la unién de URO |y la recPrP humana, paralelamente se preparé una
soluciéon stock a 2 mM de URO | en DMSO deuterado con el que procedimos a realizar una titulacion.
Todos los experimentos de titulacion mediante RMN se realizaron en un Espectrometro de RMN Bruker
Avance Il de 800 MHz equipado con una criosonda a una temperatura de 298 K. El programa de pulsos
fhsqcf3gpph [fast-HSQC, phase-sentitive ge 2D 1H-15N HSQC con watergate (3-9-19)] fue usado para
obtener la correlacidon de los grupos HN unidos covalentemente entre los cuales destacan los grupos
amina de la cadena principal y de algunas cadenas laterales (Arg, Trp, GIn, Asn). Cada espectro necesario
para la determinacion de la unién de URO | a recPrP conllevd 1 h de colecta y los espectros se procesaron
con TopSpin 4.0.6. La asignacion de los espectros se realizd usando el programa CCPNMR teniendo como
referencia los desplazamientos quimicos depositados en BMRB (del inglés, Biological Magnetic Resonance
Data Bank) con niumero de acceso 4 402. El analisis de los desplazamientos quimicos se realizé mediante
scripts propios hechos en MatLab. Para la representacion de los datos sobre la proteina recPrP se usd la

entrada del PDB (del inglés, Protein Data Bank) nimero 1QLZ [363].

7 Estudios de permeabilidad de la uroporfirina | a la barrera hematoencefilica in
vitro

Para realizar los estudios de permeabilidad in vitro, se utiliz un sistema capaz de mimetizar la barrera
hematoencefalica. Para ello, se cultivaron tanto células endoteliales bEND.3 como astrocitos CTX-TNA2

(ambas obtenidas de la American Type Cell Culture collection, ATCC). Ambas lineas celulares se cultivaron

81



MATERIALES Y METODOS

con medios completos de cultivo de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Todos los cultivos
celulares se mantuvieron en condiciones estandar (37 °C, 5 % de CO2 y un 95 % de humedad). Cuando las
células alcanzaron una confluencia de entre el 70 y el 90 %, se subcultivaron en frascos nuevos. Para ello,
se retird el medio de cultivo, las células se lavaron con HBBS (Hank’s balanced buffer saline) (Sigma-
Aldrich) y se les afadio tripsina (Sigma-Aldrich) durante 3 - 6 minutos para despegarlas de la superficie y
tenerlas en suspension. Con las células en suspension, la tripsina se neutralizé con medio completo
[DMEM (Sigma-Aldrich) + 10 % FBS (Suero Fetal Bovino) (GIBCO)], y éstas se centrifugaron a 1500 g, a 21
°C durante 5 minutos, se contaron y se subcultivaron de nuevo en nuevos frascos T75 (Nunc EasYFlask 75

cm?) con medio completo.

Para la preparacién del co-cultivo celular necesario para simular la BHE, los insertos, que van colocados
individualmente en cada celda de las placas de 24 pocillos, se recubrieron con 25 pl cada uno de una
solucion de fibronectina (15 pl de la solucion stock) (Sigma-Aldrich) y colageno (35 pl de la solucién stock)
(Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 1 h a 37 °C, 5 % de CO2 y un 95 % de humedad relativa, después
los insertos se lavaron 3 veces con HBBS. Una vez lavados los insertos correspondientes, se sembraron las
células bEND.3 a razén de 10 000 células por inserto (6x10* células/cm?). Paralelamente, en las placas
donde se incorporaran los insertos, se sembraron las células CTX-TNA2 a razén de 20 000 células por
pocillo. Posteriormente, los insertos con las células bEND.3 se colocaron sobre los pocillos con las CTX-

TNA2.

La integridad de la monocapa celular se verificé a través de la medicion de la resistencia eléctrica
transendotelial (TEER, del inglés TransEndothelial Electrical Resistance). La TEER se midié manualmente a
diario utilizando un Volt-ohmetro EVOM2 acoplado a unos electrodos STX2 (World Precision Instruments
inc.). Para calcular el valor TEER de cada inserto, a la resistencia de cada inserto con células se le restd la
media de los valores de resistencia de tres celdas libres de células y este valor se multiplicé por la

superficie del inserto (0.33 cm?).

El resultado se expresa en Q*cm?. Tras la medicidn del TEER, el medio de cultivo se reemplazé por medio

BHE (medio completo e hidrocortisona a 500 nM).

Para testar la toxicidad de la URO | sobre la linea celular bEND.3 y sobre los astrocitos inmortalizados (CTX-
TNA2), se realiz6é un ensayo de viabilidad celular sobre estas lineas a partir del ensayo colorimétrico MTT
(bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio). Para ello, se cultivaron las células en una
placa de 96 pocillos con medio completo, después de 24 h se retird el medio y se le afiadié medio completo
nuevo con URO | (Frontier Scientific) a diferentes concentraciones, siendo la concentracion maxima de 2
mM, y se incubd durante 24 h. Posteriormente, se le afadid el MTT (M6494, Invitrogen) a una
concentracion final de 0.5 mg/ml. Las placas se incubaron durante 2 h a 37 °C,5 % de CO2y a un 95 % de
humedad. Al cabo de las 2 h, el medio fue retirado y se afiadié 100 pul de DMSO (Sigma-Aldrich). Las

medidas colorimétricas se realizaron utilizando un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 520 nm.
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Para los estudios de permeabilidad, los insertos con un cultivo celular confluente de las células bEND.3,
se lavaron 3 veces con solucién HBBS complementada con Ca*?, Mg*? y sin rojo fenol (Sigma-Aldrich) y se
transfirieron a una nueva placa, que contenia solucién HBBS complementada con Ca*?, Mg* y sin rojo
fenol en la zona basolateral. Por otro lado, se preparé la solucién de estudio (100 o 200 uM de URO |,
HBBS, Ca*?, Mg*? y sin rojo fenol). Al inicio del ensayo, se afiadieron 200 uM de la solucidn de estudio en
la zona apical de cada celda de la placa (donde estan los insertos) y cada celda se incubo durante 1 h en
agitacion orbital de 60 rpm a 37 °C. La permeabilidad se midié en direccion apical-basolateral. Alos 30y
60 min se tomaron muestras del compartimento basolateral, y a tiempo 0y a los 60 min de la zona apical.
La concentracion de URO | se analizé mediante HPLC/FL (Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada
a un detector de fluorescencia) (HPLC ALLIANCE 2695 y 474 Scanning Fluorescence Detector, Waters). El

método cromatografico que se siguio se explica mas adelante.

El coeficiente de permeabilidad (Pe) de la URO | se calculd utilizando la siguiente ecuacion, que permite

obtener un valor de permeabilidad independiente de la concentracion.

1 _ 1 1

PS me mf

Pe, cm =PS/S
G

Donde PS es la permeabilidad y s la superficie del inserto (0.33 cm?), me y mf son las pendientes de las
curvas de aclaramiento con relacién al tiempo correspondiente al inserto con células endoteliales (me) o

sin células (mf). Cada condicion se testo por triplicado.

Los valores obtenidos fueron las medias * la desviacidn estandar (SD, del inglés Standard Deviation), que
fueron contrastados con una prueba de Levene para confirmar la homogeneidad de las varianzas entre
los diferentes grupos y una prueba de Kolmogorov-Smirnoff para la normalidad. Para comprobar la
existencia de diferencias entre los grupos, se realizé un t-test y un ANOVA de un solo factor con una
prueba post-hoc de Bonferroni-Dunn, donde un valor p<0.05 se consideré como estadisticamente

significativo.

8 Descripcion y generacion de los diferentes modelos transgénicos murinos
utilizados en los estudios in vivo

8.1 TgURO

El modelo TgURO con el que se realizaron diferentes experimentos fue desarrollado por el grupo de de
Verneuil [357]. Los modelos se adquirieron a través de un repositorio de embriones europeo y, a partir
de estos, se establecié nuestra propia colonia. Este modelo se caracteriza por poseer la mutacion P248Q,
que es una mutacion puntual que causa un fenotipo severo en individuos humanos homocigotos debido
a la deficiencia de la enzima uroporfirindgeno Ill sintetasa (UROIIIS) en el caso de los individuos

heterocigotos estos son completamente sanos y tienen la enzima funcional. Esta mutacién también
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genera la misma deficiencia en la enzima de ratones. La mutacidn P248Q se realizd a través de
mutagénesis dirigida, sustituyendo una adenina por una citosina, localizada en el exdn 10. Los clones que
contenian el constructo con la mutacidn se seleccionaron a través de un marcador de seleccion negativa.
Una vez seleccionado los clones con la mutacion, se generaron blastocitos con la mutacién y se
microinyectaron en ratones, generando quimeras. Las quimeras se cruzaron con ratones wild-type
C57BL/6, se seleccionaron los animales heterocigotos y se cruzaron entre ellos hasta obtener animales
homocigotos para la mutacion P248Q [357]. Como causa del defecto en la UROIIIS, los animales
homocigotos poseen las siguientes caracteristicas clinicas/fenotipicas causadas por la acumulacién de
URO I: orina de color escarlata, eritrodoncia, fotosensibilidad, esplenomegalia, hepatomegalia y huesos
de coloracidn roja. Sin embargo, a pesar de su fenotipo, estos animales poseen una esperanza de vida
similar a los animales wild-type, si se mantienen en unas condiciones de estabulaciéon determinadas, ya
que debido a su fenotipo requieren proteccion de la luz ultravioleta directa. Los niveles de URO | de estos
animales que presentan la mutacion P248Q en homocigosis varian entre 100 - 200 uM en sangre,
existiendo una amplia variabilidad entre individuos, mientras que los TgURO heterocigotos (HE) presentan
un fenotipo igual a los wild-type y sus niveles de URO | son insignificantes, por lo que se han utilizado en

determinados experimentos como controles de los TgURO homocigotos (HO).

TgVole y TgVole 4x

El modelo TgVole fue desarrollado por nuestro grupo de investigacién en colaboracién con el del
Dr. Glenn Telling (Universidad de Colorado) [65] y se caracteriza por presentar una
susceptibilidad intrinseca a la infeccién por priones. La generacion del modelo se realizé de la
siguiente manera: la PrP del topillo rojo (BvPrP o volePrP), la cual codifica para una isoleucina en
el residuo 109 se sintetizd de acuerdo con la secuencia de la BvPrP (GeneBank AF367624.1 y
EF455012.1) sobre el que se realizé la mutacion en el residuo 109 cambiando el codén ATG a ATT.
El vector para transgénesis pJB, que contenia la secuencia de la PrP de ratén clonado previamente
mediante la diana Xhol (MoPrP.Xho) fue modificado reemplazando el Xhol por BsiWI y Fsel. La
secuencia codificante BvPrP 109l fue clonado en el vector de transgénesis en los sitios BsiWI y
Fsel, confirmandose su secuencia mediante la secuenciacion del DNA. El cassette de expresién
transgénica fue liberado con Notl y microinyectado en un pronucleo de odcitos FVB/N fertilizados
con lo que se establecié una linea transgénica nombrada Tg(BvPrP-1109)C594*/~. Los niveles de
expresidon de BvPrP® en los cerebros de estos ratones transgénicos se determind mediante
Western blot y se comparé con ratones FVB wild-type. Los ratones Tg(BvPrP-1109)C594*~ (aka
TgVole) expresaban los mismos niveles de PrP¢ que los ratones FVB wild-type, por lo que pasamos
a nombrarlo TgVole Este modelo presenta unas caracteristicas fenotipicas muy similares a las
del topillo rojo, como los cortos periodos de incubacion cuando son infectados con determinadas
cepas pridnicas [284], ademéas de poseer unos niveles de expresiéon de PrP¢ indistinguibles del

topillo rojo [65].
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Respecto al modelo TgVole 4x, sobreexpresa hasta 4 veces la PrP¢ del topillo rojo, ya que posee
varias copias del transgén fruto de un proceso de transgénesis idéntico al descrito para el
TgVole, permitiendo asi estudios de espontaneidad en un corto periodo de tiempo (desarrollan
los primeros signos neuroldgicos a los ~150 - 200 dias de edad de forma espontdnea, a diferencia

de los TgVole que no desarrollan patologia espontanea a lo largo de su vida).

TgURO - TgVole (TqVUR) y TqURO - TgVole 4x (TqgVUR 4x)

Los modelos TgURO - TgVole y TgURO - TgVole 4x, también llamados TgVUR y TgVUR 4x, se
utilizaron para diferentes experimentos de eficacia, tanto para enfermedades pridnicas
adquiridas como espontdneas, y fueron desarrollados por nuestro grupo a través de una serie
de cruces sucesivos de las lineas presentadas anteriormente. El objetivo era obtener un modelo
que expresara la mutacién P248Q en homocigosis (URO**) y la PrP¢ 1x o 4x del topillo rojo en
ausencia de la PrP® endégena murina. Los modelos TgVUR se utilizaron para los experimentos
de inhibicién de la propagacion pridnica cuando se infectaba al modelo con una cepa concreta
(enfermedad adquirida). Por otro lado, los modelos TgVUR 4x se utilizaron para los
experimentos de supervivencia cuando el modelo desarrolla la enfermedad de forma
espontanea.

La primera fase de los cruces sucesivos para la generacion de los modelos TgVUR 4x empezo con
el modelo TgURO (HO), que expresaba la mutacién P248Q** al que se le elimind la PrP de ratén
mediante cruces con animales knock out para la PrP de ratén (129/0la de Manson et. al) [279].
Este cruce dio como resultado una progenie del 100 % con el genotipo raténPrP*-y URO*". Los
ratones obtenidos de este cruce se cruzaron entre ellos dando como resultado una progenie
con diversos genotipos, de los cuales se seleccionaron los que poseian el genotipo raténPrP
URO**, con una proporcién 1/16 del total, y el genotipo raténPrP”- URO7*, siendo esta 2/16 del
total. Los animales seleccionados se cruzaron entre ellos dando la mitad de la progenie con el
genotipo raténPrP”- URO** y la otra mitad ratéonPrP”/- URO”*. Los animales resultantes con el
genotipo ratdnPrP”- URO*/* se cruzaron con el modelo TgVole 4x dando como resultado, en la
mitad de la progenie, un TgVUR 4x (HE), cuyo genotipo tenia la raténPrP7-, URO*"y volePrP*/".
Estos animales resultantes se cruzaron entre ellos hasta obtener un TgVUR 4x homocigoto
[TgVUR 4x (HO)] que posefia la raténPrP”", volePrP*" y URO*/*, en una proporcidn 2/16.

Para obtener los modelos TgVUR (HO), con los que se realizaron los estudios de supervivencia,
se utilizo el modelo animal preexistente TgURO (HO) que no presenta la PrP de ratdén (raténPrP-
~URO**), el cual se obtuvo para los estudios de espontaneidad, y se cruzé con el modelo TgVole.
De estos cruces se obtuvo toda la progenie con el genotipo raténPrP7,, URO*" y la volePrP*".
Estos animales se cruzaron entre ellos hasta obtener los TgVUR raténPrP”-, URO** y la

volePrP**, en una proporcién de 1/16 del total de la progenie.
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8.2 Proceso de trasplante de médula dsea de ratones TgURO homocigotos en ratones de

genotipo silvestre/wild-type
En este apartado se explicara todo el proceso de trasplante de médula dsea desde la extraccion de células
hematopoyéticas de los animales donantes necesarias para inducir el cambio de fenotipo hasta la ablacion

de la médula dsea de los animales receptores y el propio proceso de trasplante.

8.2.1 Procedimiento de ablacion de la médula ésea

La ablacion de la médula dsea consiste en la eliminacion de la médula dsea propia del huésped
para introducir una nueva de un receptor escogido, lo que en este caso se realizd6 mediante la

irradiacion de los animales receptores.

Los animales receptores de médula, de genotipo silvestre, se irradiaron 24 horas antes del

137 en el equipo

proceso de trasplante. Nosotros utilizamos para la irradiacién una fuente de Cs
de irradiacion gamma modelo Gammacell 1000 Elite (MDS Nordion), del Laboratorio de Imagen
Molecular perteneciente al SEA de la Universidad de Salamanca. Este equipo proporciona una
tasa de radiacién de 243 cGy/min, con una energia de emision de 0.662 MeV. Los animales se
dispusieron dentro de un contenedor cilindrico compartimentalizado, donde cada animal se
encontraba de forma individual. Este contenedor gira durante la exposicidn a la fuente de Cs'*’,
de manera que todos los ratones recibieron una dosis de radiacién homogénea. La dosis que se
les administro fue de 7.5 Gy, siendo la dosis letal minima, es decir, la dosis mas baja que permite
la eliminacion de la médula [364, 365]. Después de la realizacion del proceso de irradiacion, los

animales se mantuvieron separados en jaulas con sistemas de ventilacién independiente para

animales inmunodeprimidos del SEA de la Universidad de Salamanca.
8.2.2  Extraccion de células hematopoyéticas de la médula dsea

Los animales donantes, homocigotos de la linea TgURO, se seleccionaron de acuerdo con su edad,
escogiendo los que tenian entre 60 y 100 dias. La extraccidon de células hematopoyéticas
procedentes de la médula ésea se realizd a partir de las tibias y los fémures de los animales
donantes. Para ello, se sacrificaron por dislocacién cervical e inmediatamente después, se limpid
la zona dorsal, lumbar y de las patas traseras con etanol al 70 % (v/v), se corto la piel y se desolld
la zona de las patas traseras. Tras la separacidon de la piel, las patas traseras se cercenaron a la
altura de la cadera y el tobillo. Una vez los miembros estaban separados, se procedio a separar
el musculo del hueso, dejando tanto la tibia como el fémur lo mas limpio posible de cualquier
tejido externo. A continuacidn, y en una cabina de flujo laminar, con una aguja de 26 0 27 G se
agujerearon las epifisis de los huesos hasta que no se detectd resistencia. Después, con una
jeringuilla, se introdujo en los huesos previamente agujereados, unos ~6 ml de medio IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) (Invitrogen), el producto obtenido del lavado con IMDM

se recogié en un Falcon® de 50 ml con un tamiz de 70 uM (BD Falcon) (Bedford), previamente
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humedecido con el medio IMDM. La médula extraida se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min a
4 °C, se retir6 el sobrenadante y se conservo el precipitado. El precipitado puede presentar un
color rojizo debido a la presencia de eritrocitos, que se deben descartar para tener solo las células
hematopoyéticas aisladas. Por lo tanto, el precipitado se resuspendid en 5 ml de solucién de lisis
de eritrocitos [140 mM NH4Cl (Sigma-Aldrich) en Tris-base 17 mM (Sigma-Aldrich), ajustado a pH
7.4] y se dejé actuar durante 5 min, para finalizar la reaccion se afiadié PBS hasta 50 ml. En este
momento se tomaron 100 ul de la muestra y se mezclaron con 100 pl de azul tripan (Sigma-
Aldrich) para contar el nimero total de células viables extraidas utilizando una camara Thoma.
Para ello, se depositaron 10 pl de la muestra mezclada con el azul tripan en la cdmara y se
contaron todas las células que se observaban por 10 000 [volumen liquido contenido en la
cuadricula (1 mm x 1 mm x 0.1 mm)] por el volumen de la muestra de PBS mas el buffer de lisis

por 2 (dilucion derivada de la adicidn del azul tripan).
Cél.extraidas = cél.observadas * 10000 * (Vol. muestra + vol. buf fer lisis) * 2

Paralelamente, el resto de la muestra se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min a 4 °C. Para
finalizar, se retird el sobrenadante y se resuspendid el precipitado en un volumen determinado
de PBS, el cual venia definido por el nimero de células extraidas, siendo el minimo 7.5x10° células
para trasplantar por animal, en un volumen maximo de 150 pl. Las muestras de células de médula
Osea extraidas fueron conservadas a 4 °C hasta el trasplante, el cual debia de llevarse en un

tiempo inferior a 3 h desde la extraccidn para asegurar la viabilidad celular.
8.2.3 Trasplante de las células hematopoyéticas

Tras la extraccion de médula ésea de los animales donantes [(TgURO (HO)], se realizd el
trasplante en los animales receptores (ratones de genotipo silvestre) por via intravenosa a través
del plexo retroorbital [364, 366]. Para realizar la intervencidn, se anestesié a los animales
receptores de la médula con anestesia inhalada del tipo isoflurano (Isoflo, Ecuphar) mediante
una caja de induccidn conectada a un equipo de anestesia (CA-EAC20, CIBERTEC) hasta que el
animal adquirié un plano anestésico profundo, después se inoculd con una aguja de 30 G a través
del plexo retroorbital, una concentracion variable de células hematopoyéticas con un volumen
maximo de 150 pl. Una vez se realizaron las inoculaciones, los animales receptores se trasladaron
a jaulas de ventilacion independiente y no se les realizé ninguna manipulacién hasta pasado un
tiempo minimo de dos semanas. Este tiempo es el minimo necesario para asegurar que la médula
se ha injertado completamente y el trasplante ha funcionado, ya que, si esto no fuera asi, el
animal falleceria en este periodo de tiempo. Una vez pasado este periodo, los animales pudieron

ser estabulados en condiciones normales.
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9 Estudios de infectividad in vivo

Para determinar si elevadas concentraciones de URO | mostraban la capacidad de inhibir la propagacion
priénica in vivo, se utilizaron los modelos animales generados previamente, tanto inoculados con

diferentes cepas pridnicas como los que presentan enfermedad pridnica espordadica.

En aquellos modelos de enfermedad pridnica adquirida, los animales se anestesiaron con ketamina (75
mg/kg) (IMALGENE 100mg/ml solucion inyectable, Merial) mezclada con medetomidina (1 mg/kg)
(DOMTOR 1 mg/ml solucién inyectable, Ecuphar) y como reversor se empled el atipamezol (1 mg/kg)
(Reverse 5 mg/ml solucidén inyectable, Fatro) intraperitoneal y se inocularon con priones
intracerebralmente utilizando una aguja hipodérmica de calibre 27 G con 15 - 20 ul del indculo de interés

homogenizado al 10 % (p/v) y diluido 1:10 en PBS (inéculo al 1 % final).

La evolucién de la fase clinica, tanto para los animales inoculados como para aquellos que desarrollaban
la enfermedad espontaneamente, se evalué mediante la observacién de signos clinicos en los animales
de forma continua (monitorizacion diaria). Para considerar que un ratén tenia una sintomatologia
asociada a una enfermedad espongiforme transmisible (EET) y por consiguiente proceder a eutanasiarlo,
fue necesario detectar un minimo de tres signos clinicos de disfuncion neurolégica de manera simultanea.

Los signos clinicos evaluados fueron:

e Andar anadeante.

e Pelo erizado, dspero o alborotado.

e Cabeza embotada (poco alerta, no sigue estimulos externos con la cabeza).
e  Mayor excitabilidad.

e Incontinencia urinaria.

e Espalda aplanada.

e Anormalidad evidente en la marcha.

e Descargas oculares pegajosas (legafias).

e Pérdida de peso.

e Animal con joroba y/o encorvado (cifosis).

Cuando la progresion de la enfermedad era evidente (con al menos 3 de los signos mencionados
detectados simultdneamente) se procedié a la eutanasia de los animales por razones éticas mediante
dislocacién cervical o inhalaciéon de CO2 para la toma de muestras bioldgicas. Las muestras extraidas
fueron: sangre completa en tubos con EDTA (Microtainer, BD), bazo y encéfalo completo. Con relacidn al
encéfalo, se realizé un corte longitudinal de manera que se separaron los dos hemisferios. Uno de los
hemisferios cerebrales se congeld y almacend a -80 °C para su posterior examen bioquimico mediante
Western blot, mientras el otro se fijé inmediatamente en paraformaldehido al 4 % (Sigma-Aldrich) para

estudios histopatoldgicos. La sangre fue alicuotada y congelada a -20 °C para su posterior anélisis
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mediante HPLC y el bazo fue congelado a -80 °C para utilizar como semilla en PMCA y para su posterior

estudio bioquimico mediante Western blot.

10 Estudios estadisticos para la obtencidn de las curvas de supervivencia

El procesamiento y analisis de los datos obtenidos de los estudios in vivo de supervivencia y de los datos

de URO | obtenidos mediante HPLC, se realizaron a través del programa estadistico SPSS.

Para empezar, en todos los casos, los datos fueron sometidos a un analisis descriptivo. Los resultados
fueron contrastados con una prueba de Levene para confirmar la homogeneidad de las varianzas entre

los diferentes grupos y una prueba de Kolmogorov - Smirnov para la normalidad.

Para analizar los datos de supervivencia se realizé una prueba de Kaplan-Meier y los datos se contrastaron
con un test log-rank, donde se consideré un valor p<0.05 estadisticamente significativo.

Las pruebas de correlacidn se realizaron a través de la prueba Rho de Spearman, donde un valor de p<0.05
se considerd estadisticamente significativo.

Por otro lado, para comprobar la existencia de diferencias entre los niveles de URO | entre los diferentes
grupos de estudio, se realizé una prueba U de Mann-Whitney, donde un valor p<0.05 se consideré como

estadisticamente significativo.

11 Estudios neuropatolégicos

Uno de los hemisferios de los cerebros procedentes de los ensayos de infectividad in vivo fue fijados en
paraformaldehido al 4 % (Alfa Aesar) y se deshidrataron a través de concentraciones crecientes de alcohol,
a través de xileno y finalmente se incluyeron en parafina. Las seis secciones encefalicas analizadas para
cada muestra fueron: hipocampo, talamo, corteza cerebelosa, cerebelo, cuerpo estriado y tronco
encefalico. Secciones de 4 um se montaron sobre portaobjetos de vidrio y se tifieron con hematoxilina -
eosina (HE) para su evaluacién morfoldgica. Los cortes se montaron sobre portaobjetos de vidrio

recubiertos con 3-trietoxisilil-propilamina para los estudios inmunohistoquimicos.

El estudio inmunohistoquimico (IHQ) para la observacién de la PrP>¢ se realizd previo tratamiento de los
cortes desparafinados en acido férmico y ebullicién a pH bajo en una olla a presion. Las peroxidasas
enddgenas se bloquearon y las muestras se pretrataron con PKy se incubaron durante toda la noche con
el anticuerpo primario 6C2 (Prionics AG, 1:1 000). El revelado se realizd utilizando el sistema DAKO
EnVision [polimero conjugado a los anticuerpos secundarios con peroxidasa] junto con la

3,3’diaminobencidina (como sustrato cromdgeno) para visualizar los depdsitos de PrP>c.

La evaluacion positiva de los animales a través de HE se determiné por cambios espongiformes, presencia
de vacuolizacidn (intraneuronal) o espongiosis (en el neuropilo) de la sustancia gris. Se traté de discernir
la espongiosis causada por EETs de la que se podia deber a la neurodegeneracién neuronal asociada a la

edad (sustancia blanca) o de la relacionada con la sobreexpresion de la proteina del prion (cuerpo calloso
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y capas profundas de la corteza, sin estar asociada a depdsitos de PrP>¢). En los ensayos de IHQ se buscaron
depdsitos de proteina mal plegada, minimizando el marcaje de la PrP¢ e identificando patrones de
acumulacién especificos de la PrP*: patrén punteado, granular fino, intraneuronal, linear (axones), placas

(extracelular), estrellado (células gliales) y perivascular.

12 Determinacion de los niveles de uroporfirina | en diferentes tejidos por HPLC
12.1 Procesamiento de encéfalo y sangre

La URO | se encuentra de forma natural en el citosol de las células, por eso mismo se debe extraer para
poder medir de forma precisa los niveles de URO | presentes en solucién. Para la correcta medicion, todas

las muestras se procesaron por triplicado.

En el caso de las muestras de encéfalo, se le afiadié HCI (T3Q) 6 M en una proporcidn 1:10 (encéfalo:HCl),
se le afnadieron particulas de zirconio de 2.3 mm (BioSpec Products, Inc) y se homogeneizd en un
homogenizador Tissulyser (QIAGEN) durante 10 min, repitiendo si no se hubiera homogeneizado
correctamente. Después, se sonicaron las muestras 6 veces con un ciclo de 30 s de sonicacién y 60 s de
incubacion a 37 °C a un 60 % de amplitud, en un sonicador Misonix Q-700 con sistema de microplaca
(Qsonica). Después, se incubaron las muestras en una estufa a 37 °C durante 30 min, se centrifugaron 10
min a 19 000 g para eliminar los restos de tejido y fibras y se congelaron las muestras del sobrenadante
obtenido a -80 °C. Posteriormente, las muestras se filtraron utilizando filtros de centrifugacién con un
tamafio de poro de 0.22 um (Corning Costar Spin-X), centrifugados 10 min a 4 °Cy 15 000 g. Este proceso
se repitié hasta que la muestra estuvo completamente filtrada. Finalmente, las muestras se almacenaron

a-20 °C hasta su procesamiento por HPLC.

El proceso de extraccidon de la URO | en sangre se realizd de forma similar al que se utilizé para encéfalo,
pero con ciertas variaciones. A las muestras de sangre se les afiadid HCI 6 M en una proporcion 1: 10y se
agitaron vigorosamente en un vértex para homogeneizar la muestra. Después, las muestras se sonicaron
siguiendo los mismos ciclos que con las muestras de encéfalo (vide supra) y se incubaron en una estufa a
37 °C durante 1 h. Seguidamente, las muestras se congelaron a -80 °C. Posteriormente, se
homogeneizaron las muestras y se filtraron a través de centrifugacion a 15000 g durante 15 minutos a 4
°C en unos filtros de centrifuga con un tamafio de poro de 0.22 um (Corning Costar Spin-X). Este paso se
repitié hasta el completo filtrado de las muestras. Para acabar, las muestras se almacenaron a -20 °C hasta

su posterior analisis por HPLC.
12.2 Método de procesamiento por HPLC

La deteccion de la URO | se realizd mediante un equipo de cromatografia liquida de alta eficacia HPLC
ALLIANCE 2695 Waters acoplado a un detector de fluorescencia Waters 474 Scanning Fluorescence
Detector (HPLC, del inglés high performance liquid chromatography). Las muestras procesadas se
cargaron en una columna KROMASIL 100 C18 250 x 4.6 mm (Teknokroma, Thermo Scientific). La fase movil

consta de la mezcla de dos solventes, siendo la fase A acetato de amonio 0.1 M ajustada a pH 5.16 con
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acético y la fase B de acetonitrilo al 100 %. EI método cromatografico utilizaba el gradiente siguiente: de
0 % a 65 % de fase B en los primeros 30 min, permanece 5 min al 65 % de fase B, pasa del 65 % al 0 % de
fase B en 15 min y permanece al 0 % de fase B 10 min para reequilibrar la columna entre muestras. Todo
ello se realizé con un flujo de 1 ml/min y las muestras se mantuvieron a una temperatura de 10 °C,
mientras la columna se mantuvo a una temperatura de 25 °C. La concentracion de URO | se midié con el
detector de fluorescencia acoplado al HPLC (FL 405/610, Waters). Los volimenes de inyeccién variaron
dependiendo de la muestra, entre 5y 20 pl. La URO | se observé a una longitud de onda de emisién de

405 nm y una de excitacion de 610 nm. Todas las muestras se analizaron por triplicado.

12.2.1 Procesamiento de datos para la determinacion de los niveles de URO I

presentes

Los valores de URO | obtenidos del analisis mediante HPLC fueron las medias * la
desviacion estandar (SD). Los resultados fueron contrastados con una prueba de Levene
para confirmar la homogeneidad de las varianzas entre los diferentes grupos y una
prueba de Kolmogorov - Smirnov para la normalidad. Para comprobar la existencia de
diferencias entre los grupos, se realizé una prueba U de Mann-Whitney, donde un valor

p<0.05 se considerd como estadisticamente significativo.

13 Procesamiento de bazos para deteccién de PrP* mediante PMCA

Para la deteccién de PrP* en los bazos de los animales utilizados en los estudios de eficacia in vivo
mediante PMCA, se extrajo y purific parcialmente la PrP> antes de realizar el ensayo de propagacién in

vitro propiamente dicho.

Para la extraccidn de PrP>¢, se disgregd el bazo con un bisturi de hoja desechable y se homogeneizé con
PBS con un 10 % de Sarkosyl (v/v) (Sigma-Aldrich). Después se re-homogeneizé en un disgregador de
tejidos Tissuelyser LT (QIAGEN) utilizando particulas de zirconio (BioSpec Products, Inc) de 2.3 mm de
didmetro que favorecen la homogeneizacion. Las muestras se sonicaron con un sistema Misonix Q-700
con un sistema de microplaca (Qsonica) a un 60 % de amplitud hasta una aparentemente completa
homogeneizacion del tejido. Posteriormente, se centrifugd 4 veces a 4000 g a 4 °C durante 15 min con el
fin de eliminar el maximo posible de tejido fibroso no homogeneizado y se retird el sobrenadante. Se
preparé un colchén de sacarosa (Sigma-Aldrich) al 20 % (p/v) sobre el que se depositaron los
sobrenadantes obtenidos de cada bazo. Las muestras se centrifugaron en tubos de 13 ml (Ultra-Clear™,
Beckman Coulter) en una ultracentrifuga (Beckman - Coulter ultracentrifuga XL-100K) a 30 000 g a 4 °C
durante 1 h. Finalmente, se descartaron los sobrenadantes y el precipitado de cada muestra se
resuspendiod al 10 % (p/v) respecto al tejido utilizado inicialmente, en una solucién de PBS. Las muestras

se congelaron a -80 °C hasta su posterior andlisis.
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La PrP> en solucidn extraida se utilizé como inéculo en un sustrato de homogeneizado de encéfalo de
raton wild-type. Utilizando un homogeneizador de tipo Potter-Elvehjem (Fisherbrand) los encéfalos
perfundidos se homogeneizaron al 10 % (p/v) en solucidén de conversidn fria a la que se le habia afiadido
previamente un inhibidor de proteasas (Complete™ Cocktail 1, Roche). El proceso de homogeneizacién
se realizd en su totalidad en hielo para evitar el calentamiento de las muestras debido a la friccion. Por
ultimo, los homogeneizados utilizados como sustratos para PMCA se alicuotaron convenientemente y se

conservaron a -80 °C hasta su uso.

La propagacion in vitro de priones se realizd mediante PMCA. Todos los experimentos se realizaron en
tubos de 0.2 ml de pared fina (Axygen) para favorecer la penetracion de las ondas ultrasénicas. El volumen
final empleado en todos los casos fue de 50 pl. Se utilizéd un sonicador Misonix Q-700 con sistema de
microplaca (Qsonica) programado para llevar a cabo ciclos de 30 min de incubacién y 15 - 20 s de
sonicacion a una potencia del 60-80 %. La temperatura a lo largo del proceso se mantuvo constante a 38
°C utilizando un bafio de agua circulante (Thermo Scientific). También se afiadieron particulas de zirconio-
silice de 1.0 mm (BioSpec Products, Inc) para favorecer la homogeneidad de los resultados (Fernandez-

Borges 2009).

Para evaluar la capacidad propagativa de la PrP* extraida de los bazos de los animales TgURO (HO) y los
animales control de genotipo wild-type, se realizé una Unica dilucidon 1:5 (semilla:sustrato) de los distintos
indculos. También se utilizaron como controles positivos de propagacion, los mismos sustratos inoculados
con un homogenizado de encéfalo de un animal infectado con la misma semilla también a 1:5. A
continuacion, las diluciones se sometieron a 48 h de PMCA utilizando las condiciones especificadas

anteriormente.

La propagacion pridnica se determind mediante digestion con proteinasa K (PK) y Western blot. Las
condiciones de digestion utilizadas fueron las siguientes: 15 ul de cada muestra se diluyeron 3:1 en PBS
con 2 % de Tween-20 (Sigma-Aldrich) + 2 % de Nonidet P40 (Sigma-Aldrich) + 5 % de Sarkosyl. Después,
se digirieron a una concentracién de PK de 85 pg/ml. Las muestras de sustrato se digirieron durante 1 h a
56° C con agitacion constante a 450 rpm utilizando un Thermomixer (Eppendorf). Y el proceso de digestion

se detuvo con la adicidn de 10 pl de solucién de carga NUPAGE 4X (Invitrogen Life Technologies).

Todas las muestras, tanto digeridas con PK como no digeridas, se hirvieron durante 10 min a 100 °C. La
separacion proteica se llevo a cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida del 4 — 12 % que
utiliza el sistema NuPage® Novex® (NuPAGE Midi gel, Invitrogen Life Technologies), y en todos los casos
se utilizé para la separacidn proteica el sistema Criterion TGX gel 4 — 15 % (Bio-Rad), donde se cargaron
30 ul de cada muestra digerida con PK, excepto de los controles no digeridos, de los que se cargaron 4 pl.
Los geles corrieron a 70 V 10 min, 110 V 10 min y 150 V durante aproximadamente 1 h. Para la
transferencia de las muestras se utilizaron membranas adsorbentes de difluoruro de polivinilideno (PVDF,

del inglés PolyVinylidene DiFluoride) (Trans-Blot Turbo Transfer Pack PVDF, Bio-Rad) y se realizé una
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electrotransferencia con el equipo Trans Blot Turbo System (Bio-Rad). Tras el bloqueo de la membrana
utilizando solucidn de bloqueo [PBS (Fisher Bioreagents), 5 % (p/v) leche deslipidada, 0.05 % (v/v) Tween-
20 (Sigma-Aldrich)] durante 1 h, la membrana se incubé con el anticuerpo Saf 83 (1:400) (Vitro S.A.). Como
anticuerpo secundario se utilizé el anticuerpo policlonal anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa de
rabano (Thermo Scientific Pierce). Tras la incubacion de cada anticuerpo durante 1 h a temperatura
ambiente se realizaron lavados (el primero de 10 min y tres mas de 5 min) con una solucién de PBS (Fisher
Reagents) + 0.05 % (v/v) de Tween-20 (Sigma-Aldrich). Por ultimo, la membrana se revelé por
quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West Pico (Thermo Scientific Pierce) y la visualizacion
de imagenes digitales se llevé a cabo utilizando el equipo FluorChem Q (Alpha Innotech) y el software

Alphaview (Alpha Innotech).
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1 Lauroporfirina l inhibe la propagacion de priones in vitro con mayor eficiencia que
el TMPyP-Fe(lll)

Dentro de las terapias existentes frente a las EET, una de las estrategias que mejores resultados ha logrado
en términos de mayor numero de posibles candidatos, es el uso de chaperonas farmacoldgicas capaces
de unirse a la PrPCestabilizando su estructura y evitando el proceso de conversién [367]. En este grupo,
uno de los compuestos que ha funcionado tanto en animales [339] como en células [338] y cuyos
resultados han sido mas destacables, ha sido el tetrapirrol TMPyP-Fe(lll) [266]. El TMPyP-Fe(lll) es un
tetrapirrol de la familia de las porfirinas, un grupo muy amplio de moléculas que dada su similitud
estructural se les presupone una potencial actividad antipridnica [368]. Por ello, se decidid escoger una
porfirina cuya estructura fuera similar al TMPyP-Fe(lll) (figura 7) y que, ademas, fuera un metabolito
natural con el fin de que presentara una baja toxicidad celular. Debido a estas caracteristicas, junto con
otros aspectos como la disponibilidad de modelos animales, se decidié estudiar la capacidad de la
uroporfirina | (URO 1) para inhibir la propagacidn de priones. En la figura 7 se observa como la estructura
del anillo central es comun y las diferencias entre ambas porfirinas radican principalmente en

sustituciones de los radicales unidos a los anillos pirrélicos.

Y- -"‘\ o .
’\ / \ { ) Figura 7. Estructura quimica de
SN { |\ Py .
;"/\ A los tetrapirroles: TMPyP-Fe(lll)
A ) v , y uroporfirina . Ambos
L{-’ \ ,,] ! . _)_,S[_ compuestos presentan
py "\F‘&‘Ji J estructuras  quimicas  muy
~ S ™ hi -y similares, compartiendo la
(, Vs 'i\ ‘f w estructura central del anillo
i TN Ve pirrélico.
TMPyP-Fe(lll) Uroporfirina | (URO I)

Dada su similitud, se evalud primero si la capacidad inhibitoria de la propagacién pridnica de la URO | era
equiparable a la del TMPyP-Fe(lll), testando ambos compuestos en un sistema de propagacion de priones
in vitro. Para la comparacion se utilizé la PMCA, una metodologia que mimetiza in vitro lo que ocurre
durante la propagacién pridnica in vivo. En un primer estudio se utilizaron homogeneizados de encéfalos
de ratdn de genotipo silvestre como sustrato y diluciones seriadas de la cepa murina RML que actuaban
como semillas de propagacion. La efectividad de los compuestos inhibidores TMPyP-Fe(lll) y URO |
afladidos a diferentes concentraciones, se evalué mediante la cuantificacién de la dilucion maxima de
semilla en la que se observaba propagacién. Todas las muestras se sometieron a una ronda de PMCA de
48 h y los productos de la reaccidn se digirieron con proteinasa K (PK), monitorizando la presencia o

ausencia de propagacion mediante Western blot. Se puede observar como el TMPyP-Fe(lll) a 50 uM
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(mayor concentracion testada) inhibid hasta 25 veces la propagacion, segun la dilucion maxima de semilla
capaz de dar lugar a PrP resistente a proteasa (PrP™) detectable. Cantidades inferiores a esta
concentracion mostraron una inhibicidn casi inapreciable. Por el contrario, la URO | inhibid
completamente la propagacidon a concentraciones inferiores, de hasta 20 uM de compuesto, reduciendo
la propagacién hasta 125 veces cuando se utilizd el compuesto a una concentracion de 5 uM. Estos

resultados evidencian que la URO | es un inhibidor mas potente que el TMPyP-Fe(lll) en las condiciones

testadas (figura 8).
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Figura 8. Estudio comparativo de la capacidad de inhibir la propagacion de priones in vitro de la uroporfirina |
y el TMPyP-Fe(lll). Para evaluar la capacidad de inhibir la propagacidn de priones in vitro de cada compuesto, se
realizé una PMCA de 48 h utilizando homogenizado de encéfalo de ratén wild-type como sustrato, inoculado con
la cepa prionica murina RML a diferentes diluciones (1:10, 1:50, 1:250, 1:1 250, 1:6 250 y 1:31 250). A estas
diluciones se les afiadié uroporfirina | (URO 1) (20, 10y 5 uM) o TMPyP-Fe(lll) (50, 20, 10y 5 uM) y también DMSO
(vehiculo) como control de propagacion en ausencia de compuestos inhibidores. Los productos resultantes se
digirieron con proteinasa K (PK) y se analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo primario Saf 83 (1 :
400). Tanto la URO | como el TMPyP-Fe(lll) mostraron actividad inhibitoria de la propagacidn pridnica, siendo la
URO | mas eficiente a menor concentracion, ya que reduce hasta 625 veces la propagacién a la menos
concentracion testada (5 uM) respecto al control con vehiculo. En comparacidn, se requirieron 50 uM de TMPyP-

Fe(Ill), para reducir la propagacion 125 veces respecto al control con vehiculo. PK: Proteinasa K, PM: Marcador
de peso molecular.

2 Lauroporfirina | presenta la capacidad de inhibir la propagacidn de distintas cepas
de priones y de priones de diferentes especies in vitro

Una vez demostrada que la capacidad de la URO | de inhibir la propagacion pridnica in vitro es mayor que
la del TMPyP-Fe(lll), se quiso testar si la capacidad que presenta la URO | es dependiente de la cepa que
se utilice como sustrato y/o indculo. Asi, para determinar si el mecanismo de accion de la URO | esta
relacionado con la especie y/o la cepa pridnica a utilizar, se testé la actividad del compuesto in vitro tanto

en diferentes especies, como en una misma especie inoculada con diferentes cepas pridnicas.

96



RESULTADOS

2.1 La uroporfirina | presenta la capacidad de inhibir la propagacion de priones de
diferentes especies in vitro

Debido a las evidencias que demuestran que el TMPyP-Fe(lll) actta inhibiendo la propagacién pridnica
mediante unién a la PrP¢, evitando asi el cambio conformacional [266] se hipotetizé que la URO | podria
actuar de igual forma. Tanto si el mecanismo de inhibicion de la URO | se debe a una estabilizacién de la
PrP¢ como a una inhibicidn de la interaccién PrP¢- PrP%, podria ser que esta unién fuera muy especifica y
se diera solo en determinadas especies animales o que no pudiera interferir con la propagacion de
diferentes cepas pridnicas. Por ello, para determinar si la capacidad de inhibir la propagacién pridnica que
presenta la URO | es independiente de la especie, se generd un panel de diferentes homogeneizando
encéfalos con las PrP¢ de distintas especies. Estos sustratos se obtuvieron tanto de ratones transgénicos
que expresaban la PrP¢ de las diferentes especies, como en los casos en los que se tenia disponibilidad,
de encéfalos perfundidos de la propia especie. Debido a que el objetivo era observar si el URO | es efectivo
para las especies mas relevantes en el campo de los priones, cada sustrato se inoculd con diluciones
seriadas de cepas cuya capacidad de propagacidn in vitro era conocida y se les afiadié 50 uM de la URO I,
a excepcion del sustrato de oveja, al cual se le afiadié 100 uM, y DMSO, utilizado como vehiculo al control
positivo. Todo ello se sometid a una ronda de PMCA de 48 h, los productos obtenidos se digirieron con PK
y se determinaron las diluciones maximas de semilla capaces de propagar respecto a sus controles

mediante Western blot.

Los sustratos generados a partir encéfalos perfundidos de ratdon transgénico fueron: Tg7 (encéfalo que
expresa 1.5x veces la PrP¢ de hdmster), Tg338 (encéfalo que expresa 6x veces la PrP¢ de oveja), TgZWV
(encéfalo que expresa 3x veces la PrP¢ de humano con el polimorfismo 129V), TgElk (encéfalo que expresa
1.5x veces la PrP¢ de wapiti) y TgVole (encéfalo que expresa 1x vez la PrP¢ del topillo rojo y que tiene el
polimorfismo 1091). Los sustratos de origen bovino y murino se generaron a partir de encéfalos
perfundidos de la especie silvestre correspondiente. Las semillas utilizadas de forma homdloga para cada
uno de sus correspondientes sustratos se basaron en PrP> de hdmster sirio 263K para Tg7, Dawson para
Tg338, sCID VV2 para TgWV, CWD para Tgl2, Denovo-A-Vole para TgVole, BSE clasica para el encéfalo de

vaca y la cepa murina RML para el encéfalo de ratén.

En la figura 9 se observa una inhibicién de la propagacion pridnica independiente de la especie y para
cada una de las semillas utilizadas. En todos los casos se muestra una ausencia en la propagacion pridnica
en relacién con la dilucién maxima alcanzada en el control con vehiculo. Estos resultados permiten
concluir que la URO | es un potente inhibidor de amplio espectro capaz de inhibir la propagacién pridnica

de todas las cepas/especies evaluadas.
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Figura 9. Evaluacion de la capacidad de la uroporfirina | de inhibir la propagacion in vitro de priones de
distintas especies de mamifero. Con el objetivo de determinar si la URO | presenta especificidad de especie,
se realizaron varias PMCA utilizando como sustratos encéfalos homogenizados que contenian PrP de diferentes
especies (oveja, raton, wapiti, topillo rojo, hamster, humano y vaca) a los que se afadieron sus respectivos
indculos en diluciones seriadas, adaptandolos a sus capacidades de propagacion in vitro. A estas diluciones se
les afadid URO | para obtener una concentracion final de 50 uM, de 100 uM para el sustrato de oveja, y se
sometieron a una ronda de PMCA de 48 h. Los productos resultantes se digirieron con Proteinasa K (PK) y se
analizaron por Western blot utilizando los siguientes anticuerpos: Saf 83 (1:400) para raton y topillo rojo, 12B2
(1:2 500) para oveja, Sha 31 (1:5 000) para vaca, 3F4 (1:10 000) para hdmster y humano y Bar 224 (1:1 000)
para wapiti. La URO | muestra a 50 uM y 100 uM una inhibicidn en todas las especies testadas, por lo que se
deduce que no presenta una gran especificidad de especie. PK: Proteinasa K, PM: Marcador de peso molecular.
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2.2 Lauroporfirina | inhibe la propagacion de diferentes cepas priénicas murinas in vitro a
distintas concentraciones

Con el objetivo de caracterizar la capacidad de la URO | como compuesto inhibidor de la propagacion
pridnica, se estudié su efecto a distintas concentraciones utilizando tres cepas murinas. Basandonos en
experimentos previos, las concentraciones del compuesto escogidas fueron de 20, 10 y 5 uM, y las cepas
utilizadas como semillas fueron: 22L, RML y 301C. Las dos primeras tienen como origen dos cepas de
scrapie adaptadas a ratén y la ultima proviene de una cepa de BSE adaptada a ratén. Para este estudio
consistente en una ronda de PMCA de 48 h a los sustratos preparados con homogenizados de ratén de
genotipo silvestre se les afiadieron diluciones seriadas de cada una de las cepas y las concentraciones
indicadas de URO I. Los productos se digirieron con PK y las semillas que se propagaron a diluciones

maximas en presencia de URO | se compararon con sus respectivos controles con DMSO mediante

Western blot (figura 10).
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Figura 10. Determinacion de la capacidad de la uroporfirina | de inhibir la propagacion in vitro de priones de
distintas cepas murinas. Para determinar si la URO | podria presentar especificidad para distintas cepas de
priones, se inocularon homogenizados de encéfalo de ratén con diferentes cepas murinas: 301C, 22Ly RML; en
diluciones seriadas (1:10, 1:50, 1:250, 1:1 250, 1:6 250 y 1:31 250). Se les afiadié URO | en diferentes
concentraciones (20, 10 y 5 uM) y se sometieron a una Unica ronda de PMCA de 48 h. Los productos de PMCA se
digirieron con Proteinasa K (PK) y se analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo primario Saf 83 (1:400).
La URO | muestra una capacidad inhibitoria muy similar para las tres cepas utilizadas, reduciendo ~625 veces la
capacidad de propagacién a 5 uM, ~3125 veces a 10 uM y casi total a 20 uM en los tres casos. PK: Proteinasa K,
PM: Marcador de peso molecular.

En la figura 10 se observa que la URO | posee una alta capacidad de inhibicién incluso a concentraciones
bajas. Cuando se emplea como semilla la cepa 301C, a 20 uM de URO I la inhibicidn es casi completa
respecto el control positivo, observandose solamente la sefial de la semilla afiadida. Cuando se emplean
10 uM y 5 puM, la inhibicion es de unas 25 veces. En el caso de la cepa 22L, ocurre lo mismo que con la
301Cy cuando se utiliza una concentracion de 20 uM la inhibicién es casi completa, permaneciendo solo

la sefial de la semilla afiadida. Con una concentracion de 10 uM, la inhibicion es de 125 veces y con 5 uM
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de 25 veces. Por ultimo, con la cepa RML con 20 uM, la inhibicidon es completa, respecto a la dilucién
maxima detectable en el control, y con 10 y 5 uM se observa que es de aproximadamente de 625 veces.
Estos resultados sugieren que la inhibicidn que muestra la URO | no es dependiente de cepa, si bien, el
efecto final de la propagacion de cada cepa varia ligeramente dependiendo de su capacidad intrinseca de

propagarse in vitro.

3 La uroporfirina | se une a la proteina del prion humana e inhibe la propagacion de
priones humanos in vitro

Una vez demostrado que la URO | inhibia la propagacién pridnica de diferentes cepas pridnicas, incluso
de especies muy diferentes, los estudios se enfocaron en dilucidar los posibles mecanismos de accién a
través de los cuales este compuesto ejercia su inhibicion. Basandonos en estudios previos utilizando el
tetrapirrol TMPyP-Fe(lll), se testé su habilidad de unirse a la PrP recombinante humana utilizando

resonancia magnética nuclear (RMN).
3.1 La uroporfirina | interacciona directamente con la proteina del prion humana

Los mecanismos de accion por los cuales determinados compuestos pueden inhibir la propagacion
priénica son muy variados. Como se ha evidenciado, la URO | es capaz de inhibir la propagacion de priones
in vitro, lo que indica que su principal mecanismo de inhibicidon no esta a priori relacionado con ningtn
proceso celular. Dada su similitud molecular con la del compuesto TMPyP-Fe(lll) es muy probable que la
URO | comparta su mismo mecanismo de accion, sugiriendo por tanto que la inhibicién de la propagacion
pridnica la ejerce a través de su unién a la PrP, evitando asi su malplegamiento. Para comprobar esta
hipdtesis y determinar la afinidad que presenta la URO | en su unién con este tipo de proteinas, se trabajo
con la proteina recombinante humana con el polimorfismo 129M marcada con N dado su interés
bioldgico. En una primera fase se obtuvo el espectro HSQC (del inglés Heteronuclear Single Quantum
Coherence) en su conformacion nativa, observandose los desplazamientos quimicos de los grupos amina
de los aminoacidos. Posteriormente, con el objetivo de establecer la constante de disociacién (Kd), se
obtuvieron diferentes espectros HSQC tras la realizacion de una titulacion con las siguientes ratios molares
de PrP:URO I: 1:0, 1:0.2, 1:0.5 y 1:0.75 (PrP:URO I). La comparacién de los distintos espectros permitio
observar como algunos residuos marcados sufrieron un desplazamiento debido a la perturbacién causada
por la unién con la URO I (figura 11). Si bien este estudio se disefid con el fin de conocer la afinidad entre
la URO |, y la PrP, cuando la concentracion de URO | se superd la ratio 1:0.75 provocé la precipitacién de
la proteina impidiendo llegar al valor de saturacién de la URO |y, con ello, impidiendo el ajuste a la
ecuacién de Hill para asi obtener la Kd del complejo PrP - URO |. Por ese motivo, se procedié a la
estimacion de la IC50 (del inglés half maximal inhibitory concentration) mediante un ajuste de los datos a
una funcién sigmoidal. Esto nos da una informacidon aproximada de la alta capacidad inhibitoria del URO |

donde se observa que con medio equivalente de URO | se llega a la IC50 con una estequiometria 1:1.
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Figura 11. Estudio mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de la interaccidn entre la uroporfirina |
y la PrP 129M recombinante humana. Para determinar si la URO | interacciona directamente con la PrP
humana, se realizd un estudio mediante RMN, del que se obtuvo el siguiente espectro HSQC (del inglés
Heteronuclear Single Quantum Coherence), donde se pueden observar los desplazamientos provocados por la
interaccion de la proteina con la URO | a distintas concentraciones. Las sefales correspondientes a cada ratio
(PrP : URO 1) se indican mediante los siguientes colores: azul 1:0, rojo 1:0.2, rosa 1:0.5 y verde 1:0.75. En la
zona aumentada del espectro se puede observar con mas detalle una zona donde los desplazamientos de los
aminoacidos son mas acusados, indicando una mayor interaccién con la URO I, de los residuos 23K, 24K, 25R
y 104K de la PrP recombinante humana.

En la figura 11 se muestra el espectro HSQC donde cada color corresponde a una ratio PrP:URO | (azul 1:0,
rojo 1:0.2, rosa 1:0.5 y verde 1:0.75). En el espectro se puede observar cdmo existen cambios facilmente
apreciables en algunos aminoacidos conforme se aumenta la concentraciéon de URO I. A destacar, la lisina
de la posicién 23, la lisina de la posicion 24, la arginina de la posicion 25 y la lisina de la posicién 104, que
se sefialan en la zona aumentada del espectro. Otros residuos que cambian de entorno quimico al
interaccionar con el URO | son el aspartico de la posicién 167, la treonina de la posicidn 188, el glutamico
de la posicién 196 y el aspartico de la posicién 201. Con todo ello, se puede decir que el N-terminal de la
recPrP puede estar involucrado en cierta medida en la unién a URO I. Aunque estos desplazamientos mas
acusados también pueden deberse a diferentes motivos, entre ellos su interaccion con el solvente o con

el entorno quimico que provoca el movimiento observable del aminoacido.

Por otro lado, y en relacidn con los datos de IC50, estos se obtuvieron para cada residuo con valores que
van desde ~ 12 uM hasta 45 uM. Teniendo en cuenta que los residuos que estén implicados en la uniéon
de la proteina al compuesto se veran afectados en un tiempo menor, es decir, su CSP ocurrira antes en la
titulacién, se estimé que el grupo de residuos cuyo valor de IC50 sea < 20 - 30 uM seran los que mas cerca
estén de la zona de unidn con la URO I. Por todo ello, se calculé el valor promedio de todos IC50 de los

residuos que cumplian esta condicion y obteniéndose el valor de IC50 = 24.51 uM.
3.2 Lauroporfirina | inhibe la propagacion de priones recombinantes humanos in vitro.

Se ha observado que el mecanismo de accién de la URO | se basa en la unidn con la PrP en su conformacion
nativa, por la que muestra una alta afinidad. Los espectros HSQC de URO | y PrP muestran los

desplazamientos quimicos que sufren algunos aminoacidos debida a la interaccién de ambos, sefialando
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aquellos residuos que podrianintervenir en la unién. Uno de los aminoacidos que podria estar involucrado
o al menos se ve afectado por la interaccion entre el URO | y la PrP es la metionina de la posicién 129. El
polimorfismo 129 es un factor relacionado con la susceptibilidad genética a determinadas EET, dando en
algunos casos signos clinicos especificos [369]. Por lo tanto, resulta de interés comprobar si esta posicion
puede alterar la capacidad de inhibicidon observada para la URO | con la PrP recombinante humana 129M
por RMN. Por ello, se decidié comprobar si la presencia del aminoacido metionina o valina afecta la
capacidad de inhibicidn de la URO | realizando un estudio de propagacion in vitro con las proteinas
humanas recombinantes 129M y 129V. Los sustratos se prepararon con las proteinas humanas
recombinantes purificadas complementadas con homogeneizado de encéfalo de pollo y se inocularon con
una semilla humana recombinante con la mutacién P105L (asociada a patologia pridnica genética)
obtenida previamente mediante PMCA y capaz de propagar tanto sobre la PrP humana con 129M como
con 129V con una eficiencia similar. Como en ocasiones previas, se hicieron diluciones seriadas de la
semilla y a cada dilucidn se le afiadio 50, 20 o0 10 uM de URO I. Todos se sometieron a una PMCA de 24 h,
los productos se digirieron con PK y se observaron por Western blot para determinar la dilucién maxima

de semilla a la que se observa propagacién en presencia o ausencia de URO .

50 uM 20 um 10 uM DMSO
8588558 555858585 5 588558 55888158
Dilucién 2 2 2 2 2 232 282 2 8 8 3 8 8 2 2 2 2 =2 2 2 2 28 2 =2 Control oM
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Figura 12. Evaluacion de la capacidad inhibitoria de la uroporfirina | en la propagacion in vitro de un prion
recombinante humano. Para analizar la capacidad de la URO | de inhibir la propagacién priénica en ambos
polimorfismos de la PrP recombinante humana, se realizd una unica ronda de PMCA de 48 h con encéfalo de
homogeneizado de pollo complementado con PrP recombinantes humanas con los polimorfismos 129M vy
129V. Estos sustratos se inocularon con diferentes diluciones (1:103 - 1:10°) de una semilla recombinante
humana obtenida previamente en PMCA, a las que se les afiadié URO | hasta una concentracion final de 50, 20
y 10 uM. El producto resultante se digirié con Proteinasa K (PK) y se analiz6 por Western blot utilizando el
anticuerpo 3F4 (1:10 000). En el caso del polimorfismo 129M se observa una reduccion en la eficiencia de
propagacion de 102 cuando utilizamos una concentracién final de 50 uM de URO |, aunque no se observa
inhibicién a 20 y 10 uM. En cambio, en el caso del sustrato que contenia proteina recombinante humana 129V,
se muestra una inhibicién de, minimo, 5 logaritmos a una concentracién de 50 uM de URO |, de 4 logaritmos a
20 uM y de 2 logaritmos a 10 uM. Estos resultados destacan la importancia del polimorfismo 129 y como este
podria influir sobre la inhibicidn o la interaccion PrP — URO I. PK: Proteinasa K, PM: Marcador de peso molecular.
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En la figura 12 se observa como existen diferencias en el grado de inhibiciéon que muestra la URO | frente
a la propagacion pridnica sobre sustratos basados en proteinas humanas que contienen ambos
polimorfismos. En el caso de la recPrP 129M la inhibicién empieza a observarse con una concentracién de
50 uM de URO I siendo esta de un minimo de 2 logaritmos. Sin embargo, en el caso de la recPrP con el
polimorfismo 129V, la inhibicién fue evidente a una concentracion de 10 uM (2 logaritmos de inhibicion),
llegando a 4 logaritmos de inhibicién con 20 UMy a un minimo de 5, con 50 uM. Estos resultados sugieren
que el aminodcido en la posicidn 129 estd implicado en la interaccién con la URO | modulando como esta

estabiliza a la proteina y, por tanto, alterando el grado de inhibicion que ejerce el compuesto ejerce.

4 Estudio preliminar de las propiedades farmacocinéticas del URO |

Una vez estudiada la potente inhibicién de la propagacién pridnica in vitro que la URO | muestra en una
gran diversidad de cepas y especies, es clave conocer como este compuesto se comporta in vivo. Es decir,
es necesario estudiar cdmo se absorbe, distribuye, metaboliza y excreta en aquellos modelos animales

donde se realizaran las pruebas preclinicas enfocadas a evaluar su potencial terapéutico.
4.1 La uroporfirina | se elimina rapidamente a través de la orina

Con el fin de conocer si la URO | podria ejercer alguna accion sobre su 6rgano diana, el encéfalo, se realizo
un estudio de sus propiedades farmacocinéticas tras su administracidn intravenosa. Para este estudio se
utilizé un total de 15 ratones de la linea CD1 (genotipo silvestre), a los que se les inyectd por la vena lateral
de la cola una solucién a 2.1 mM de URO | en PBS. La URO | tiene una baja hidrosolubilidad a pH de entre
6y 8, por ello, la maxima concentracidn inyectable por via intravenosa en un tampdn fisioldgico es de 7.5
mg/Kg. Para medir la cantidad de URO | a lo largo del tiempo se recogid la orina y la sangre a los 15 min,

30 min, 1 h, 2 hy 4 hy se analizaron mediante HPLC.

Las cantidades de URO | medidas por HPLC a partir de las muestras de sangre tomadas a los 15 min fueron
indetectables a pesar de la sensibilidad del método. Por el contrario, el compuesto aparecié rapidamente
y en grandes cantidades en la orina sugiriendo que este una vez entra en el torrente sanguineo se elimina
de forma casi instantanea y principalmente a través de los rifiones. La determinacién de URO | en orina
también se hizo de forma cualitativa, confirmando el resultado del HPLC. En la figura 13 se puede observar

como la presencia de una alta concentraciéon del compuesto en orina a los pocos minutos de su
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administracién colorea llamativamente esta y como a partir de los 15 min la coloracién rojiza de la orina

se reduce, elimindandose en su totalidad a las 4 horas.

T
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Figura 13. Seguimiento de la eliminacion de la uroporfirina | en ratones a través de la orina como parte de la
determinacion de sus caracteristicas farmacocinéticas. Para evaluar la farmacocinética del compuesto se realizé un
ensayo in vivo con ratones CD1 a los que se les administré 7.5 mg/Kg de URO | de forma intravenosa. A continuacion, se
extrajo orina y sangre retroorbital a diferentes tiempos (15 min, 30 min, 1 h, 2 hy 4 h), y la cantidad de URO | presente
en sangre se cuantificé por HPLC. Dado que no hay niveles detectables de URO | en ninguna de las muestras de sangre,
no se muestran los resultados de HPLC. Por el contrario, se pudo observar la eliminacién de una gran cantidad de URO |
a los 15 minutos a través de la orina, habiéndose eliminado en su totalidad a las 4 horas. La presencia de URO | en
muestras de orina se determind cualitativamente, donde se puede seguir la presencia del compuesto por la coloraciéon
rojiza que otorga. Se observa una intensa coloracion rojiza en las muestras recogidas a 15 y 30 min, asi como una
reduccién importante en las proximas horas, obteniéndose orina del color habitual a las 4 h después de la administracion
del compuesto.

4.2 Un modelo celular de barrera hematoencefalica muestra una baja permeabilidad a la
uroporfirina |

Teniendo en cuenta que la URO | administrada de forma intravenosa se elimina en su totalidad en los
primeros 15 min, mantener una concentracion estable obligaria a administrarla de forma continua.
Ademas, dado que su actividad inhibitoria debe ocurrir principalmente en el SNC, es esencial conocer cual
es su permeabilidad a la barrera hematoencefélica (BHE), en el supuesto de que se pudieran mantener
concentraciones altas y persistentes en el torrente sanguineo. Por ello, con el fin de testar la capacidad
de la URO | de atravesar la BHE, se realizd un ensayo de permeabilidad in vitro. El ensayo se basé en la
monitorizacion de la capacidad del compuesto para atravesar una barrera formada por una capa de
células endoteliales que simulan la BHE. El experimento se realizd en cadmaras de cultivo con dos
compartimentos, uno apical y uno basolateral, utilizdndose dos concentraciones diferentes (100 y 200
KMM). La cantidad del compuesto que atravesaba la barrera celular se midié en la zona basolateral a los 30
y 60 min. Las distintas concentraciones de URO | en cada camara se determinaron mediante cromatografia
liquida acoplada a un detector de fluorescencia (HPLC/FL, del inglés High Performance Liquid
Chromatography — Fluorimetric Detector) y expresaron mediante el coeficiente de permeabilidad
endotelial (Pe), valor que indica la capacidad de permear de un determinado compuesto por superficie

(en 103 cm) y tiempo (en minutos). Se obtuvieron unos Pe de 1.31-:103 cm/min + 0.55 cuando se afiadieron
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100 uM de URO |, y de 1.91-10° cm/min + 0.37 cuando se afiadieron 200 uM (figura 14). Este dato refleja
que la URO | tiene una capacidad muy limitada de atravesar la BHE, en relacidon con otros compuestos
descritos (Dehouck 1992, Eingemann 2016). Esto sugiere que, para conseguir niveles terapéuticos en el
SNC, ademas de ser necesaria una infusion intravenosa continua, esta se necesitaria realizar con una alta

concentracion del compuesto.
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Figura 14. Estudio de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica a la uroporfirina | in vitro. A) Para
examinar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) a la URO | se realizd un ensayo in vitro basado
en el co-cultivo de dos lineas celulares que simulan la BHE. Este modelo consta de una camara de cultivo dividida
en dos; con una parte apical y otra basolateral. En la parte apical estan dispuestas sobre una rejilla, células
endoteliales y en la zona basolateral un cultivo de astrocitos, que estan fijados a la superficie. Se afadieron 100 y
200 uM de URO | en la zona apical y se midié la concentracidn de URO | en la zona basolateral a los 30 y 60
minutos. Los resultados se midieron por HPLC acoplado a fluorescencia y se muestran como coeficiente de
permeabilidad endotelial (Pe), que indica la capacidad que tiene la URO | de atravesar la barrera hematoencefalica
en cm/minuto. B y C) Representacidn grafica de los resultados, donde se obtuvo una Pe de 1.31:103 cm/min + 0.5
cuando se afiadié URO | en la zona apical hasta una concentraciéon de 100 uM y una Pe de 1.91:103 cm/min + 0.37
a 200 pM. Las medidas se realizaron por triplicado. Los valores se representan como las medias * la desviacidn
estandar (SD). Estos resultados indican que el URO | tiene una capacidad muy limitada de atravesar la BHE.

5 La uroporfirina | causa un retraso en la manifestacion de los signos clinicos en
modelos animales de enfermedad pridnica adquirida

Con el conjunto de los datos obtenidos de los estudios de farmacocinética y permeabilidad de la BHE, se
descartaron las vias tradicionales de administracidon de farmacos. Se buscaron rutas de administracidn
alternativas que consiguieran niveles suficientes y constantes de URO | en el encéfalo que inhibieran la

propagacion pridnica in vivo.
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5.1 Los modelos animales TgURO presentan una alta y persistente concentraciéon de
uroporfirina | en sangre

El grupo de de Verneuil desarrollé por primera vez un modelo transgénico que reproducia fielmente la
porfiria eritropoyética congénita [357]. Este modelo, denominado TgURO, al igual que ocurre a lo largo
de la enfermedad en humanos [348], estd caracterizado principalmente por la produccion de altas
concentraciones de URO | en sangre de forma constante desde los primeros dias de vida. Este hecho nos
animo a utilizar este modelo como una novedosa aproximacién para estudiar la actividad antipridnica de
la URO | in vivo. Por ello, con el fin de conocer la variabilidad de los niveles de URO | en sangre y en el
encéfalo que presentaban los animales homocigotos de este modelo [TgURO (HO)], las distintas muestras
se procesaron de acuerdo con un protocolo de extracciéon de porfirinas y se determinaron las

concentraciones de URO | mediante HPLC.
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Figura 16. Determinacion de los niveles de uroporfirina | en encéfalo y sangre en modelos TgURO para corroborar
su posible relacién con el retraso en el desarrollo de enfermedad pridnica. Para relacionar los niveles de los TgURO
(HE) (n=4) tanto en encéfalo como en sangre con los niveles de los TgURO (HO) (n=4), se analizo la concentracidn
de URO | en ambos tejidos en los dos modelos. Se extrajo sangre por via submandibular un dia antes de la extracciéon
del encéfalo. El encéfalo se extrajo, realizando previamente una perfusiéon exhaustiva del animal, para evitar
cualquier contaminacion con la sangre periférica dados los elevados niveles esperados respecto al encéfalo. Las
muestras de sangre y encéfalo se procesaron para extraer la URO | presente y los niveles de URO | se cuantificaron
mediante HPLC acoplado a un detector de fluorescencia analizando los datos con diferentes paquetes estadisticos.
A) Se observa que los niveles de URO | presentes en el encéfalo de los animales TgURO (HE) estan entre 0.2y 1.10
KM, mientras que en los animales homocigotos estan entre 0.7 y 1.6 uM, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05), corroborando que el retraso observado en el desarrollo de la enfermedad en el caso de los
animales homocigotos se debe a la mayor concentracion del compuesto en el encéfalo. B) En el caso de las muestras
de sangre, los animales TgURO (HE) presentan unos niveles 0 - 9.3 uM, mientras que en los homocigotos esta
concentracién asciende a 25.8 — 122.1 uM, existiendo también una diferencia estadisticamente significativa entre
ellos (p<0.05) y validando los resultados de permeabilidad a la barrera hematoencefalica obtenidos mediante el
modelo celular.

Los resultados obtenidos muestran una significativa variabilidad interindividual, que oscila entre 25 - 120
MM de URO | en sangre y 0.7 — 1.60 uM en el encéfalo (figura 15). Tal y como se habia descrito
previamente, los niveles de URO | en los animales TgURO heterocigotos [TgURO (HE)] fueron
significativamente (p<0.05) inferiores y equivalentes a los niveles que muestran los animales de genotipo
silvestre; 0 — 9.3 uM de URO | en sangre y 0.2 — 1.10 uM en el encéfalo. La concentracidon

extraordinariamente alta y constante de URO | en sangre que mostrdé este modelo de enfermedad
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porfirica nos animé a utilizarlo con el fin de evaluar el efecto que este metabolito natural presentaba
sobre la progresion de diferentes tipos de enfermedades pridnicas.

5.2 La uroporfirina | aumenta la supervivencia de los ratones infectados con diferentes

cepas pridnicas

Ante la demostracion de que los animales TgURO (HO) mostraban niveles de URO | extraordinariamente
altos en sangre que correlacionaban con niveles aproximadamente 50 veces inferiores en el encéfalo,
pero de forma mantenida en el tiempo, se inocularon intracerebralmente con tres cepas pridnicas
murinas ampliamente caracterizadas: 22L, RML y 301C. Animales TgURO (HE) y ratones wild-type del

mismo genotipo que expresaban niveles basales de URO | se inocularon con las mismas cepas pridnicas

como control del experimento.

Tras la inoculacion, el estado de los animales se monitorizd para la deteccion de signos clinicos,
sacrificdndose aquellos animales que mostraban signos caracteristicos de la enfermedad. Los datos de

supervivencia se analizaron utilizando un programa estadistico para evaluar su significancia estadistica

(figura 17).
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Figura 17. Estudio de supervivencia de los modelos animales TgURO homocigotos, heterocigotos y ratones de
genotipo silvestre inoculados con diferentes cepas murinas. Para testar el efecto inhibidor de la URO |, se
inocularon los modelos animales TgURO (HO) y (HE) y ratones wild-type (WT) con diferentes cepas murinas. Los
animales fueron anestesiados e inoculados intracerebralmente con las cepas 22L, RMLy 301C al 1 %. Los animales
se observaron diariamente hasta la aparicion de los primeros signos neuroldgicos, momento en el que se
sacrificaron y se les extrajo sangre, encéfalo y bazo. La figura muestra las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier
para cada uno de los indculos utilizadas con los animales WT en verde, TgURO (HO) en rojo y TgURO (HE) en azul.
Los valores de supervivencia, las tasas de ataque y los calculos de incremento de supervivencia se muestran en la
tabla que acompania las graficas. Los TgURO (HO) inoculados con la cepa RML son los que muestran un mayor
incremento de la supervivencia de hasta un 30 % respecto a los WT que, a su vez, no muestran diferencias
significativas con respecto a los animales TgURO (HE). En los casos de las cepas 22L y 301C, los TgURO (HO)
también presentaban mayor tiempo de supervivencia con un 10 y un 12 % respectivamente. En los tres casos la
diferencia entre los animales TgURO (HO) y los otros modelos [animales WT y TgURO (HE)] es estadisticamente
significativa (p<0.05). HE: Heterocigoto, HO: Homocigoto, WT: wild-type, dpi: dias post-inoculacion.
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En la tabla se observa una tasa de ataque para las tres cepas del 100 % en todos los grupos de animales.
En el caso de la cepa 301C, los animales control TgURO (HE) mostraron tiempos de incubacion medios de
184 dias post inoculacion (dpi) + 1.7 (desviacién estandar), practicamente idénticos al de los animales
controles WT con 185 dpi + 2.9. Por el contrario, los animales TgURO (HO) inoculados con esta cepa
mostraron un retraso significativo de alrededor de 25 dias (208 dpi + 3.9). Cuando se utilizé la cepa 22L,
se observé un tiempo medio de incubacién de 168 dpi + 1.9 en los animales control TgURO (HE), muy
similar al de los animales control WT (175 dpi = 0.5). De forma similar a lo ocurrido con la cepa anterior,
los animales TgURO (HO) de nuevo mostraron un retraso de aproximadamente 20 dias (192 dpi + 2.4).
Por ultimo, los ratones inoculados con RML fueron los que mostraron una mayor diferencia entre grupos;
los animales control de TgURO (HE) presentaron un tiempo de incubacién medio de 169 dpi * 2.1 similar
al de los animales control WT de 172 dpi * 3.8, mientras el grupo de animales TgURO (HO) sufrié un retraso
de la enfermedad de aproximadamente 55 dias, con un tiempo de incubacién medio de 224 dpi + 2.4,
extraordinariamente alto para esta cepa murina. De acuerdo con el analisis estadistico (prueba de Mantel-
Cox), no hay diferencias significativas en los tiempos de supervivencia de los animales control WT respecto
alos animales control TgURO (HE), sugiriendo que el efecto antipridnico mostrado por los animales TgURO
(HO) unicamente esta mediado por los niveles sistémicos de URO | y no por la mutacién en la UROIIIS que
también la presentan los animales TgURO (HE). Todos los animales TgURO (HO), independientemente de
la cepa utilizada, mostraron un retraso estadisticamente significativo en la apariciéon de signos clinicos
respecto a sus controles (Mantel — Cox con un valor de p<0.05).

5.3 Los niveles de uroporfirina | se correlacionan con el retraso en el desarrollo de signos

clinicos

Tras la observacion de un retraso significativo en el desarrollo de la enfermedad pridnica inducida
utilizando 3 tipos de cepas pridnicas, se quiso verificar si los tiempos de supervivencia individuales para
cada uno de los animales inoculados correlacionaban con los niveles de URO | en sangre (y
presumiblemente en el encéfalo) que presentaban los animales en el momento de su sacrificio. Para ello,
las muestras sanguineas de los animales TgURO (HO) se procesaron de acuerdo con un protocolo de
extraccidn de porfirinas y se determind la concentracién de URO | mediante HPLC, sometiendo los datos

a analisis con diferentes paquetes estadisticos (figura 18).
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Figura 18. Cuantificacion de los niveles de uroporfirina | en sangre del modelo TgURO homocigoto y su relacion
con el retraso del desarrollo de la enfermedad causada por diferentes cepas pridnicas. Para verificar si los
animales del modelo murino TgURO (HO) que presentaban un mayor retraso en el desarrollo de la enfermedad
tenian también unos niveles mas elevados de URO I, se midieron los niveles de este compuesto en sangre y se
compararon con los datos de supervivencia. La extraccidn de sangre se realizé en el momento del sacrificio de
forma intracardiaca y se procesé para la extraccion de URO 1. Los niveles de URO | se cuantificaron mediante HPLC
acoplado a fluorescencia y los resultados se sometieron a analisis estadistico. A) En los animales inoculados con
la cepa 22L no se observa ninguna correlacién entre los niveles de URO | y el retraso en el desarrollo de la
enfermedad de cada animal (p>0.05). B) En los modelos inoculados con la cepa 301C se observa cierta tendencia
lineal (R=0.44, p<0.05) positiva que sugeriria una correlacion directa entre los niveles de URO | y una mayor
supervivencia. C) También en los animales inoculados con la cepa RML se observa una tendencia lineal positiva
(R=0.4, p<0.05) que relacionaria un mayor retraso de la enfermedad con unos mayores niveles de URO I.

En la figura 18 se muestra como los animales TgURO (HO) presentan unos niveles de URO | en sangre de
entre 79 uM y 491 uM con una media de 186 + 80 uM, reflejando la variabilidad esperada de los niveles
sistémicos de URO I. Con el fin de establecer una correlacién entre el retraso en la aparicion de la
enfermedad para cada una de las cepas pridnicas utilizadas y los niveles en sangre de URO | presentes en
los animales homocigotos, los valores obtenidos se agruparon acorde al tipo de inoculacion. Los ratones
TgURO (HO) inoculados con la cepa RML presentaron unos niveles de URO | que variaron entre 86 uMy
491 uM con una media de 246 UM + 123, mientras que los animales inoculados con la cepa 22L mostraron
concentraciones de URO | significativamente menores que oscilaron entre 144 uM y 223 uM, con una
media de 175 uM # 21. Por ultimo, los animales inoculados con la cepa 301C presentaron concentraciones
de URO I entre 78 uMy 210 uM, con una media de 145 uM =+ 37. Estos resultados sugieren que, con alguna
excepcién y al menos para los ratones inoculados con las cepas RML y 301C, existe una correlacidn entre
la magnitud del retraso en la enfermedad y la concentracién de URO | en sangre que presentaban los
animales al dia del sacrificio.

5.4 Los patrones de las lesiones espongiformes y la distribucion de depésitos de PrP¢ no

muestran diferencias entre el modelo de enfermedad y el modelo silvestre

Con el objetivo de verificar si la URO | podria haber modificado el curso de la enfermedad pridnica
modificando el patrdn lesional y/o la cantidad y distribucién de los depdsitos de PrP>¢, mas alld de causar

un retraso en la aparicion de los signos clinicos, se realizd un estudio inmunohistopatolégico de los
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encéfalos de los animales TgURO (HO) y TgURO (HE) inoculados con las cepas murinas RML, 22L y 301C.
Dado que todos los animales se sacrificaron en una fase similar de la enfermedad, independientemente
de los tiempos de incubacién que mostraran, se estudio en detalle su perfil lesional con el fin de poder
detectar también si habia habido una modificacién de las propiedades de cepa. En este estudio se evalud
la localizacion y el tipo de espongiosis tras la tincidn de los encéfalos fijados con hematoxilina-eosina, asi
como se realizé un andlisis inmunohistoquimico utilizando el anticuerpo anti-PrP 6C2, que permitié
evaluar la presenciay el tipo de agregados de PrP* en el hipocampo, tdlamo, corteza cerebelosa, cerebelo,

cuerpo estriado y tronco encefalico (figura 19).

En los encéfalos de los animales TgURO (HO) y TgURO (HE) inoculados con RML se observa una espongiosis
generalizada, pero especialmente intensa en los nucleos taldamicos y la comisura anterior. Por el contrario,
en el cerebelo, el cuerpo estriado y la medula oblongata se puede observar menos intensidad de lesidn
espongiforme. El inmunomarcaje, que colocaliza con la espongiosis, muestra un patron punteado fino de

distribucion difusa en las areas estudiadas.

En el caso de los animales inoculados con la cepa 22L, independientemente del tipo de modelo utilizado,
todos los encéfalos muestran el mismo patrén de lesiones. Este consta de una espongiosis moderada
generalizada, que se torna muy intensa en la corteza cerebelosa y los nucleos laterales del talamo. El
patron de inmunomarcaje se observa como un punteado fino, pero con areas multifocales de mayor
intensidad. Este marcaje es intenso en todo el encéfalo, con una menor intensidad en el cuerpo estriado

y el hipocampo.

En el caso de las lesiones observadas en los encéfalos de los animales TgURO (HE) inoculados con la cepa
301C, se aprecia una espongiosis generalizada de mayor intensidad en el tronco encefalico, estando el
cuerpo estriado y la corteza cerebelosa menos afectadas. Muestran también un inmunomarcaje de
punteado fino junto con la presencia de placas redondeadas con el centro mas claro en la sustancia blanca
presente en el hipocampo y en el cuerpo calloso. Sin embargo, en los encéfalos de los animales TgURO
(HO), a pesar de que las lesiones son muy parecidas, se aprecia un marcaje de PrP> de mayor intensidad,

que podria deberse a un tiempo de incubacion prolongado que presentaron estos animales.

Este estudio permite concluir que, mas alla del retraso en la aparicion de los signos caracteristicos de la
enfermedad y supervivencia observados en los animales TgURO (HO) comparativamente con los animales
TgURO (HE), no se detectaron cambios en los estudios neurohistopatoldgicos, no apreciandose diferencias
en el perfil de lesiones ni en los depdsitos de PrP*. Por tanto, el compuesto no modifica el curso de la

enfermedad ni modifica las caracteristicas de las cepas originales.
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Figura 19. Andlisis histopatolégico para evaluar la espongiosis y la presencia de depdsitos de PrPscen los
modelos TgURO homocigotos en comparacion con los TgURO heterocigotos y ratones de genotipo
silvestre inoculados con las diferentes cepas murinas. Para determinar si existen cambios en el patrén de
lesiones, los depdsitos o distribucion de PrP>y si estos podrian verse alterados por la presencia de URO |, se
estudiaron las lesiones existentes en diferentes zonas del encéfalo de los modelos animales TgURO (HO) en
comparacion con los TgURO (HE) y los ratones de genotipo silvestre o wild-type (WT) infectados con las mismas
tres cepas murinas. Los animales TgURO (HE) y WT se analizaron como un solo grupo al no mostrar diferencias
significativas en cuanto a sus niveles de URO | sistémico. Los encéfalos previamente fijados en paraformaldehido
y embebidos en parafina se tifleron con hematoxilina-eosina y la inmunohistoquimica para la deteccidon de
depdsitos de PrPs¢ se realizd con el anticuerpo 6C2 (1:1 000). A) En las muestras de encéfalo de los animales
inoculados con la cepa 22L no se observan diferencias entre los modelos TgURO (HO), (HE) y WT, observandose
en todos los tejidos analizados una espongiosis moderada generalizada, mas intensa en la corteza cerebelosa y
los nucleos laterales del tdlamo. También se aprecia un patrén de inmunomarcaje de depdsitos de PrPs¢ fino pero
intenso en casi todo el encéfalo. B) En las muestras de tejido de los animales inoculados con la cepa RML no se
observan diferencias evidentes entre los TgURO (HO), (HE) y WT, observandose una espongiosis generalizada,
especialmente intensa en la corteza anterior y los nucleos talamicos. También se ha descrito un inmunomarcaje
generalizado de PrP5¢ co-localizado con la espongiosis y con un patréon de punteado fino de distribucién difusa. C)
En las muestras de encéfalo pertenecientes a los modelos inoculados con la cepa 301C, tampoco se observan
diferencias evidentes entre los TgURO (HE) y los WT, mostrando una espongiosis generalizada de mayor
intensidad en el tronco encefélico y un marcaje de PrPscde punteado fino junto con la presencia de placas
redondeadas con el centro mas claro en sustancia blanca del hipocampo y cuerpo calloso. No obstante, en el caso
de los TgURO (HO), aunque las lesiones observadas son muy similares, se puede apreciar una mayor intensidad
en el marcaje con el anticuerpo 6C2, que podria indicar cierta alteracion en la acumulacion de PrP. H/E: Tincion
hematoxilina — eosina, HE: Heterocigoto, HO: Homocigoto, IHQ: Inmunohistoquimica WT: wild-type.

5.5 La uroporfirina | interfiere con la diseminacién de la PrP*¢ hacia el bazo

Una de las caracteristicas de determinadas cepas pridnicas es su capacidad de diseminarse y propagarse
a través del sistema linforeticular [370]. Para comprobar si la presencia de altas concentraciones de URO
| en sangre podria haber alterado la capacidad de diseminacidn periférica de la PrP%, se estudiaron los
bazos de los animales TgURO (HO) y (HE) inoculados con las cepas pridnicas murinas 22L, 301C y RML con
el fin de determinar la presencia o ausencia de PrP>en dicho 6rgano. Para ello, se purificé la PrP* presente
en el bazo de una muestra representativa de animales TgURO (HO) y (HE) del estudio previo. Dada la
reducida propagacidon que estas cepas pridnicas presentan en los tejidos linforeticulares y a la baja
sensibilidad de las técnicas bioquimicas para detectar directamente PrP%, se recurrié a la amplificacién
de las muestras purificadas mediante la técnica de amplificacidn ciclica de proteinas malplegadas (PMCA).
La PrP% purificada a partir de los bazos se utilizé como semilla que se sometié a una ronda de PMCA de

48 h, y cuyo producto resultante se digirié con PK y se observo por Western blot (figura 20).

En la figura 20 se muestra cémo Unicamente se detectd PrP* por PMCA en aquellos bazos que provenian
de animales TgURO (HE) inoculados con las cepas pridnicas RML y 22L. La ausencia de deteccién de PrPs¢
en bazos de ratones TgURO (HE) inoculados con la cepa 310C podria explicarse dado que la diseminacion
periférica de esta cepa parece menor [371]. Por otro lado, en ninguno de los bazos estudiados que

provenian de animales TgURO (HO) inoculados con alguna de las tres cepas pridnicas se detectd la
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presencia de PrP>. Estos resultados sugieren que la presencia de URO | en sangre ha reducido

significativamente la propagacién periférica de los priones inoculados intracerebralmente.

Inéculo 22'_ RML
Genotipo TgURO WT H O WT HO
S
-
Muestra A B AB A B A B = - &
o o~ o
Dilucién i 3 g 5 4 3 3 3 3 3 3
PM
PK + + o+ o+ + O+ o+ o+ + + o+ (kDa)
== 40 kDa
. ’ - 30 kDa
p = 20 kDa

Figura 20. Estudio de la capacidad de la uroporfirina | de inhibir la dispersion de la PrPs¢, Se quiso estudiar si
la presencia de altos niveles sistémicos de URO | disminuia o detenia la dispersion y propagacion de priones en
el sistema linforeticular, principalmente en el bazo. Este drgano se extrajo de los animales tras su sacrificio y se
procesd para purificar y concentrar los agregados de PrPs¢ que pudiera contener para su posterior deteccion
mediante propagacion in vitro. Asi, Con la PrP> purificada, se realizé una ronda de PMCA de 48 h en un sustrato
de homogeneizado de encéfalo de ratéon WT, el producto resultante se digirié con PK y se analizd por Western
blot utilizando Saf 83 (1:400) como anticuerpo. Se puede observar como en las muestras de bazo de los
animales WT inoculados con la cepa 22L y RML, se aprecia propagacion pridnica, indicando la presencia de
priones en el sistema linforeticular. Por el contrario, esta no existe en los modelos homocigotos, sugiriendo
que la URO | también limita la propagacion de priones fuera del sistema nervioso. PM: Peso molecular, PK:
Proteinasa K. HO: Homocigoto, WT: wild-type.

6 La uroporfirina | causa un retraso en la manifestacion de los signos clinicos en el
modelo animal de enfermedad pridnica espontanea

A raiz de los experimentos anteriores, se puede concluir que la URO | presente en sangre en una alta
concentracion de forma continuada retrasa de forma significativa la aparicidon de una enfermedad pridnica
inducida mediante la inoculacién intracerebral de al menos tres cepas pridnicas murinas. Sin embargo,
dentro de las EET que afectan a humanos, las que representan el 85 % de los casos totales diagnosticados,
son enfermedades esporddicas con un origen espontaneo putativo. Por esta razoén, y con el fin de evaluar
la actividad antipridonica de la URO | en el contexto de una enfermedad que se desarrolla de forma
espontdnea en el SNC, se generé un nuevo modelo animal de enfermedad pridnica espontanea que

produjera altas concentraciones de URO | en sangre de forma persistente.
6.1 Generacion de un modelo animal de enfermedad pridnica espontanea

En 2010, el laboratorio generd el primer modelo transgénico que espontaneamente desarrollaba una
enfermedad pridnica bona fide (TgVole 4x). Este modelo animal esta sirviendo para comprender mejor
los mecanismos por los que se rige la generacion espontdnea de proteinas malplegadas y para testar

compuestos con potencial actividad antipridnica. La ventaja de ser un modelo de enfermedad espontanea
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lo hace idéneo para estudiar compuestos con potencial terapéutico frente a enfermedades pridnicas

genéticas que se desarrollaran de forma espontanea en algin momento de la vida del individuo.

Desafortunadamente, los estudios farmacocinéticos previos demostraron la imposibilidad de administrar
exégenamente URO | con el fin de conseguir altas concentraciones en sangre de este compuesto de forma
continuada. Sin embargo, lo resultados mostrados previamente con el modelo animal TgURO (HO)
sugirieron el cruzamiento de ambos modelos para conseguir un nuevo y Unico modelo animal de
enfermedad pridnica espontdnea que produjera grandes cantidades de URO | en la sangre de manera
persistente. Para conseguir este nuevo modelo animal se realizé un programa de cruces en dos fases. La
primera fase de los cruces tenia como objetivo eliminar el gen que codifica la PrP enddgena de ratén
presente en los animales TgURO (HO), para posteriormente seleccionar aquellos animales que hubieran
incorporado ademas el gen que codifica la PrP del topillo rojo y que sobreexpresa 4x esta proteina. Para
ello, se cruzaron animales TgURO (HO) con ratones transgénicos knock-out para la PrP (KO-PrP o ratonPrP-
/), dando lugar a animales con las siguientes caracteristicas que fueron seleccionados: no poseian la PrP
enddgena (raténPrP7") y expresaban el gen mutado de la UROIIIS en homocigosis (URO**). Para la segunda
fase, estos animales se cruzaron con animales TgVole 4x, con el objetivo de incorporar la PrP del topillo
rojo. Tras un total de 5 cruces, se obtuvieron animales denominados TgVUR (HO) (raténPrP7, volePrP7*y

URO**).

Con el fin de estudiar los niveles de URO | que producian de forma constitutiva los animales del nuevo
modelo TgVUR (HO), se analizo la sangre y el encéfalo de estos animales y se comparé con las mismas
muestras extraidas de animales del modelo TgURO (HO) del mismo rango de edad. Para la obtencion de
muestras de encéfalo de los animales de ambos modelos, se efectué una perfusion mas minuciosa para
evitar contaminaciones con la sangre periférica. La extracciéon de URO | de las muestras de sangre y
encéfalo se realizé de acuerdo con un protocolo de extraccion de porfirinas y se midié mediante HPLC

(figura 21).

En la figura 21 se observa que en los animales TgVUR (HO), los niveles de URO | presentes en la sangre
oscilan entre 11.6 —36.4 uM y en el encéfalo entre 0 — 3.4 uM. Los valores en sangre son alrededor de 10
veces inferiores a los observados con el mismo tipo de muestras procedentes de animales TgURO (HO).
Mientras que los valores en el encéfalo son muy similares en los animales de ambos modelos. En ambos
casos son estadisticamente significativos (p<0.05). Estos resultados sugirieron que la concentracion de
URO I, fundamentalmente en el encéfalo, podria ser lo suficientemente alta como para estudiar su efecto

sobre la propagacion pridnica in vivo.
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Figura 21. Determinacion de los niveles de uroporfirina | presentes en encéfalo y sangre en los modelos TgVUR y
TgURO homocigotos. Se compararon los niveles de URO | presentes en encéfalo y en sangre de los modelos animales
TgURO (HO) y TgVUR (HO) para establecer si existen diferencias entre ellas. Se seleccioné una muestra de animales
TgVUR (HO) (n=3) y TgURO (HO) (n=4), se extrajo sangre por via submandibular y se realizé una perfusion exhaustiva
del encéfalo para eliminar cualquier resto de sangre. Ambos se procesaron con el objetivo de extraer la URO | presente
en los tejidos. Los niveles de URO | se cuantificaron por HPLC acoplado a fluorescencia y se procesaron con el
programa estadistico SPSS. A) El nivel de URO | en las muestras de encéfalo de los animales TgURO (HO) es de 0.7 —
1.6 uM, mientras que en los TgVUR (HO) es de 0 — 3.4 uM. B) En las muestras de sangre de los animales TgURO | (HO)
la concentracién de URO | es de 25.8 — 122.1 uM y en los animales TgVUR (HO) de 11.6 — 36.4 uM. En la grafica se
puede apreciar que, a pesar de las diferencias existentes en los niveles de URO | entre ambos modelos animales
(p<0.05) tanto en sangre como en encéfalo, los niveles del compuesto son lo suficientemente altos en encéfalo para
ralentizar la propagacién pridnica y aumentar la supervivencia in vivo.

6.2 La La uroporfirina I retrasa los signos clinicos en el modelo de enfermedad espontanea

Para estudiar si la presencia de URO | en sangre de forma continuada modificaba el momento de aparicion
de la enfermedad pridnica espontanea, se seleccionaron 7 animales TgVUR 4x (HO) y 13 animales TgVUR
4x (HE) (mismo genotipo que los TgVUR 4x (HO) que no expresaban URO I) que actuaron como control. El
inicio de la enfermedad espontdnea en los animales de ambos modelos se monitorizé de forma continua
para detectar los primeros signos clinicos. Se realizdé un analisis estadistico de los datos utilizando la

prueba de supervivencia de Kaplan-Meier.

En la figura 22 se muestra como la supervivencia de los animales TgVUR 4x (HO) vario entre los 186 y los
225 dias con una media de 206 + 9.9 dias, en comparacion con los TgVUR 4x (HE) donde el rango de

supervivencia oscil6 entre 167 y 188 dias con una media de 177.5 + 5.3 dias. Estos datos indican que los
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Figura 22. Estudio de la supervivencia de los modelos TgVUR 4x homocigoto y heterocigoto como modelos de
enfermedad priénica esporadica. Para determinar si niveles elevados de URO | podrian también incrementar la
supervivencia en el caso de las enfermedades pridnicas esporadicas, se evalud el desarrollo de la misma en los
modelos animales TgVUR 4x (HO), con niveles elevados de URO |, y heterocigoto, que muestra niveles de URO |
equivalentes a un animal de genotipo silvestre. Se utilizd una n=7 para los TgVUR 4x (HO) y una n=13 para los
TgVUR 4x (HE). Los animales se observaron diariamente hasta la aparicion de los primeros signos clinicos, cuando
se sacrificaron. En los modelos animales TgVUR 4x (HO) el tiempo medio de supervivencia fue de 206 + 9.9 dias,
mientras que en los TgVUR 4x (HE) fue de 177.5 + 5.3 dias, una diferencia es significativa (p<0.05) que sugiere que
niveles elevados de URO | también retrasan el desarrollo de esta enfermedad pridnica esporadica. HE:
Heterocigoto, HO: Homocigoto.

animales TgVUR 4x (HO) experimentaron un retraso de los signos clinicos muy significativo de un 17 %
respecto al mostrado por los animales TgVUR 4x (HE), siendo esta diferencia estadisticamente significativa
con una p<0.05 segun la prueba de Mantel - Cox.

6.3 Los patrones de lesiones y depésitos de PrP5 no muestran diferencias entre TgVUR 4x

homocigotos y heterocigotos

Con el objetivo de verificar si la URO | podria haber modificado el curso de la enfermedad pridnica
modificando el patrdn lesional y/o la cantidad y distribucién de los depdsitos de PrP*¢, se realizé un estudio
inmunohistopatoldgico de los encéfalos de animales TgVUR 4x (HO) y (HE) y TgVole 4x, pertenecientes a

otro estudio, que habian desarrollado una enfermedad pridnica espontanea.

Dado que todos los animales se sacrificaron en una fase similar de la enfermedad, independientemente
del tiempo de aparicion espontanea que mostraran, se estudié en detalle su perfil lesional con el fin de
determinar si habia habido una modificacion de las propiedades de cepa. Los resultados muestran que en
general los animales TgVUR 4x (HO) y (HE) presentan una alta variabilidad en relacién a las lesiones que
se observan (figura 23). En algunas muestras pertenecientes a los animales TgVUR 4x (HO) y (HE) no se
observan ni lesiones espongiformes ni depdsitos, mientras en otras si que se evidencia una espongiosis y
una gliosis focalizada en la corteza parietal afectando a capas profundas e intermedias del coértex,
extendiéndose en los mds graves hacia la corteza frontal y temporal e hipocampo. En los modelos TgVUR
4x (HO) y (HE) los depdsitos de PrP* se caracterizan por presentar un patrén punteado a granular,
coalescente en algln punto y con cierta frecuencia muestran agregados mas grandes situados a nivel de
la sustancia blanca cortical de diferentes tamafios. En el caso de los animales TgVole 4x se observa una
espongiosis mas extensa y generalizada por toda la corteza parietal, aunque también se ven afectadas el
resto de las cortezas: temporal, frontal y occipital. También se observa una lesién clara en el tdlamo
(nucleos laterales y ventrales) y en el hipocampo, especialmente, en la sustancia blanca. Los depdsitos de
PrP%¢ de tipo punteado a granular, coalescente en algin punto de la corteza, no se observan en el grupo
TgVUR 4x (HO), ni pudieron detectarse agregados en sustancia blanca tan claros como en el grupo

anterior.
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Figura 23. Analisis histopatoldgico para evaluar la espongiosis y la presencia de depdésitos de PrP5¢en los
modelos TgVUR 4x homocigotos y heterocigotos en relacion con el modelo TgVole 4x. Para determinar si existen
cambios en el patrén de lesiones, los depdsitos o distribucién de PrPs¢y si estos podrian verse alterados por la
presencia de URO |, se estudiaron las lesiones existentes en diferentes zonas del encéfalo de los modelos murinos
TgVUR 4x (HO) y (HE) para el gen de la uroporfirindgeno 3 sintasa. En el estudio se compararon 5 animales TgVUR
4x (HO) y 11 animales TgVUR 4x (HE). Como control positivo se analizaron 6 animales TgVole 4x, y como control
negativo 13 cerebros sanos (extraidos antes del desarrollo de la enfermedad pridnica) de TgVUR 4x (HO). Los
encéfalos previamente fijados en paraformaldehido y embebidos en parafina, se tifieron con hematoxilina-eosina
y la inmunohistoquimica se realizé con el anticuerpo 6C2 (1:1 000). A) No se observan diferencias entre los
animales TgVUR 4x (HO) y TgVUR 4x (HE), existiendo una amplia variabilidad entre individuos. En ambos se
aprecian espongiosis y gliosis focalizada en la corteza parietal afectando capas profundas e intermedias del cortex.
En los casos mas llamativos la espongiosis y gliosis se extienden a las cortezas frontal y temporal e hipocampo.
También existen depdsitos de PrPS¢con patrén punteado a granular y coalescente en algun punto. Con cierta
frecuencia se observan agregados mas grandes situados a nivel de la sustancia blanca cortical. B) En los tejidos
encefdlicos de los animales TgVole 4x, también existe cierta variabilidad, con las lesiones espongiformes mas
extendidas a todas las capas de la corteza y varios l6bulos corticales, siendo el parietal el mas afectado junto con
el tdlamo (nucleos ventrolaterales) que aparece habitualmente afectado. El patdn de PrPsc es granular con areas
en las que coalesce. Estas areas no se observan en los animales TgVUR 4x (HO) ni en los TgVUR 4x (HE). En este
grupo control tampoco se observan los agregados en sustancia blanca cortical, aunque si un patrén granular, en
contraste con los modelos TgVUR.4x C) Los controles negativos que consisten en encéfalos sanos de TgVUR 4x
(HO), no se encuentra ninguna lesidn ni marcaje de PrPsc. H/E: Tincidn hematoxilina — eosina, HE: Heterocigoto,
HO: Homocigoto, IHQ: Inmunohistoquimica.

7 Una minima cantidad de uroporfirina | en el encéfalo es necesaria para detener la
propagacion pridnica.

La presencia en sangre de altas concentraciones de URO | en los animales pertenecientes a distintos
modelos murinos ha demostrado que ralentiza significativamente la aparicién de los signos clinicos y, con
ello, aumenta la supervivencia tras la inoculacién intracerebral con distintas cepas pridnicas. Por otro lado,
el URO | en sangre parece evitar la diseminacién de los priones hacia el bazo, uno de los principales
organos linforeticulares donde ocurre la propagacion pridnica. Estos resultados se han conseguido gracias
a que se disponia de un modelo animal que, de forma constitutiva, genera grandes cantidades del
metabolito natural con actividad antipridénica. Sin embargo, también sabemos que dadas las
caracteristicas farmacocinéticas de este compuesto estas condiciones no se pueden conseguir tras una
simple inoculacién exdgena del compuesto, aunque esta sea de forma continuada. Por otro lado, sabemos
que los ratones TgVUR (HO) logran generar estas cantidades enormes de URO | como consecuencia de
una alteracion en la enzima UROIIIS que interviene en el metabolismo del grupo heme. Dado que el 85 %
de este metabolito natural se produce en las células eritroides de la médula dsea de estos animales [372],
disefiamos un estudio completo para aportar estas cantidades de URO | necesarias para el control de la
enfermedad en modelos silvestres a través del trasplante de médulas 6seas de animales TgVUR (HO) que
actuaria a modo de potentes productoras del compuesto antipridnico. Esta estrategia se disefié a modelo
de prueba de concepto para en un futuro desarrollarla como terapia frente a ETT humanas.

7.1 Eleccion del modelo animal para la realizacion del trasplante de médula ésea y la

infeccion pridnica posterior

El modelo animal de eleccidn debia de reunir dos caracteristicas esenciales: 1) Ser un modelo (o modelos)
animal que con el mismo fondo genético se dispusiera de individuos que produjeran grandes cantidades

de URO I en sangre e individuos que no produjeran URO | en absoluto; 2) Ser un modelo altamente
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susceptible a la infeccién por una cepa pridnica que se propagara con rapidez en el SNC del animal dado
que el trasplante y la presencia de altas concentraciones de URO | podrian limitar la edad media de estos
animales. Por esta razén, se seleccionaron animales del modelo TgVole que expresan la PrP del topillo
rojo de forma homocigota (volePrP*/*), y que son muy susceptibles a la infeccién por la cepa rapida CWD-
Vole, para ser receptores de médulas éseas de animales del modelo TgVUR (HO), el modelo creado
previamente tras el cruce de animales TgVole y animales TgURO (HO).

7.2 El trasplante de médula 6sea da lugar a la generacién y acumulacion de URO | en

animales de genotipo silvestre

Previa a la realizacion de un trasplante de médula ésea en ratones es necesario provocar una aplasia
completa en la médula ésea del animal receptor. Una vez realizada esta, las células hematopoyéticas del
animal donante se inoculan por via intravenosa con el fin de que estas se injerten y reconstituyan la

médula con las células trasplantadas.

En este estudio se realizé un total de 20 trasplantes en animales TgVole a partir de un total de 4 médulas
Oseas de animales TgVUR (HO). La induccidon de la aplasia en estos animales se realizé 24 h antes del
trasplante. Se extrajo una media de ~60 millones de células hematopoyéticas de cada animal TgVUR (HO)
donante que se trasplantaron por via intravenosa a través del seno retroorbital en los 20 animales TgVole
receptores. Tras el periodo de recuperacién y total integracion del injerto (10 dias aproximadamente) y
dado que el estado de salud de los animales recién trasplantados es fragil, el éxito del trasplante se evalué
mediante la observacion directa de la coloracidn de la orina de los animales trasplantados. Esto fue posible
gracias a la extraordinaria capacidad que tiene este metabolito natural de colorear de rojo la orina cuando
es excretado. De los 20 trasplantes realizados, 18 fueron exitosos dado que los animales trasplantados

mostraron la coloracion rojiza en orina (figura 24).

N2 animal trasplantado 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
C+ C-

Figura 24. Evaluacién de la presencia de niveles de uroporfirina | en los animales TgVole trasplantados. Para
determinar el éxito del trasplante de médula 6sea, se monitorizé la orina de los 20 animales TgVole receptores de
las células hematopoyécticas de los TgVUR (HO). El adecuado arraigo de las células trasplantadas deberia reflejarse
en la produccion de altos niveles de URO |, que al ser excretado en la orina le confiere a esta una coloracion rojiza.
Utilizando la orina de un animal TgVUR (HO) como control positivo (C+) y la de un TgVole no trasplantado como
control negativo (C-), se evalud el color de 5 ul de orina de los animales trasplantados disponiéndolos sobre papel
de filtro. Como puede verse en la imagen, a pesar de cierta variabilidad en la intensidad de la coloracién rojiza,
que sugiere niveles variables de URO |, en todos los animales se aprecia un tono rojizo similar al del control positivo
indicando la produccion y acumulacion de niveles elevados del compuesto. De los animales 07 y 10, no pudo
obtenerse orina ya que no sobrevivieron mas de 10 dias tras el trasplante. C+: Control positivo, C-: Control
negativo.
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7.3 La concentracion de URO I en la sangre de los animales trasplantados fue insuficiente
para retrasar la aparicion de la enfermedad pridnica

Los animales TgVole trasplantados se inocularon con la cepa pridénica CWD-Vole, seleccionada por inducir
una enfermedad pridnica en el modelo TgVole con tiempos de incubacién cortos, de entre 90 y 120 dias.
La inoculacion se realizé intracerebralmente en un total de 8 animales que fueron controlados a través
del mismo tipo de inoculacién en 10 animales TgVole (animales altamente susceptibles a la infeccién) y 5
animales TgVUR (HO) (animales que producian cantidades de URO | que potencialmente retrasarian el
desarrollo de la enfermedad pridnica). El estado de los animales se monitorizé diariamente con el fin de
detectar signos clinicos caracteristicos de una enfermedad pridnica. En el momento del sacrificio se
obtuvieron muestras de sangre, cerebro y bazo, para su posterior estudio. Los datos de supervivencia se

analizaron de forma estadistica con la prueba de Kaplan-Meier, estableciendo un p valor significante de

p<0.05 (figura 25).
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Figura 25. Estudio de la supervivencia de los modelos animales TgVUR homocigotos, TgVole y TgVole
trasplantados inoculados con una cepa pridnica procedente de topillo rojo y su relaciéon con los niveles de URO
| detectados en sangre. Con el objetivo de alcanzar niveles elevados de URO |, equivalentes a los animales TgURO
(HO) o TgVUR (HO), en animales de genotipo silvestre respecto a la uroporfirindgeno sintasa, se realizé un
trasplante de médula a animales TgVole proveniente de animales TgVUR (HO) de modo que la médula
trasplantada produzca grandes cantidades de URO I. Para determinar si la URO | producida por la médula
trasplantada podia inhibir la propagacidn pridnica, se inocularon por via intracerebral los modelos animales
TgVUR (HO) (n=5), TgVole (n=10) y TgVole trasplantados (n=8) con la cepa CWD-Vole. Después, los animales se
observaron diariamente hasta la aparicién de los primeros signos clinicos, se sacrificaron y se les extrajo sangre,
encéfalo y bazo. La figura muestra las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier comparando los resultados
observados en: A) los modelos TgVole respecto a los animales trasplantados, entre los que no se encuentran
diferencias significativas (p>0.05), ya que presentan periodos de supervivencia de 106 + 3 dpiy 101 + 4.6 dpi ,
respectivamente; B) los modelos TgVUR (HO) con un tiempo medio de supervivencia de 118 + 1.8 dpi,
significativamente mayor (p<0.05) que el de los animales trasplantados; y finalmente, C) comparandose las
curvas de supervivencia de los tres modelos utilizados puede apreciarse que los animales TgVUR (HO) son los
Unicos en los que se observa un aumento de la supervivencia. En la tabla que acompafia las graficas de
supervivencia se detallan las concentraciones medias de la URO | presentes en la sangre de los diferentes modelos
en el momento del sacrificio. Las medidas realizadas por HPLC acoplado a fluorescencia revelan que los animales
trasplantados presentan aproximadamente la mitad de URO | que los animales TgVUR (HO). Estos datos junto
con los datos de supervivencia indican no pudieron alcanzarse niveles suficientes de URO | a través de los
trasplantes como para incrementar la supervivencia. HO: Homocigoto, dpi: dias post inoculacidn.
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En la figura 25 se observa como los ratones TgVole mostraron un tiempo de incubacidon medio de 106 dpi
+ 3 con un rango que va desde 100 hasta 112 dpi. Por el contrario, los animales del modelo TgVUR (HO)
desarrollaron la enfermedad entre 114 y 122 dpi, con una media de 118 dpi + 1.8. Estos tiempos de
incubacidn reflejan que la presencia de la URO | en la sangre de estos animales promovié un retraso de
los tiempos de incubacion de la enfermedad del 11 % (p<0.05). Finalmente, los animales TgVole
trasplantados presentaron tiempos de incubacion entre 92 y 110 dpi con una media de 101 dpi * 4.6,
similar al mostrado por los animales TgVole. En la tabla se muestra una correlacién entre la concentracién
media de URO | en la sangre de los animales inoculados obtenida en el momento del sacrificio y los
tiempos de incubacion resultantes tras su infeccion. Estos resultados sugieren que la ausencia de retraso
en el desarrollo de la enfermedad pridnica observada en los animales trasplantados es una consecuencia
de que la concentraciéon de URO | en sangre en estos animales fue probablemente insuficiente para
conferirles algo de proteccion.

7.4 Los patrones de lesiones y depésitos de PrP¢ no muestran diferencias entre animales

sin trasplantar y trasplantados

Con el objetivo de verificar si la URO | podria haber modificado el curso de la enfermedad pridnica
modificando el patrdn lesional y/o la cantidad y distribucién de los depésitos de PrP>¢, se realizé un estudio
inmunohistopatolégico de los encéfalos de animales TgVole, TgVUR (HO) y TgVole trasplantados. Dado
que todos los animales se sacrificaron en una fase similar de la enfermedad, independientemente del
tiempo de aparicién espontanea que mostraran, se estudio en detalle su perfil lesional con el fin de poder

detectar también si habia habido una modificacion de las propiedades de cepa.

Los resultados muestran que los animales TgVole presentan un patrén de lesiones bastante focalizado

consistente en una espongiosis leve y depdsitos de PrP>¢ en los nucleos taldmicos (figura 26).

La figura 26 no muestra diferencias entre los animales TgVole y los animales TgVole trasplantados,
presentando en ambos casos un patron comun caracteristico que consiste en espongiosis de leve a
moderada localizada en los nucleos posteriores del talamo y en el cuerpo geniculado lateral. En estas
mismas dreas se observa un patrén discreto de inmunomarcaje de PrP5¢ de tipo punteado fino o sinaptico.
El resto de las dreas aparecen sin lesidn. Sin embargo, en las muestras de los animales TgVUR (HO) se
observa un patron mas variable dado que en una de las muestras se observa el mismo patrdon de lesiones
qgue el mencionado en los otros dos grupos de animales (figura 26), pero en otra muestra se observa un
patrén totalmente distinto, con una espongiosis e inmunomarcaje de punteado fino de PrP> con una
distribucion mas amplia afectando de forma clara al hipocampo, cuerpo estriado y cortezas cerebelosa y

piriforme.
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Figura 26. Analisis histopatoldgico para evaluar la espongiosis y la presencia de depdsitos de PrPsc en los
modelos animales TgVUR homocigotos, TgVole y TgVole trasplantados inoculados con una cepa pridnica
procedente de topillo rojo. Para determinar si existen cambios en el patrédn de lesiones, los depdsitos o
distribucidon de PrPsc y si estos podrian verse alterados por la presencia de URO | en los animales TgVole
trasplantados, se estudiaron las lesiones existentes en diferentes zonas del encéfalo de los modelos animales
inoculados con la cepa CWD-Vole. Como controles se utilizaron animales TgVUR (HO) y animales TgVole. Los
encéfalos previamente fijados con paraformaldehido y embebidos en parafina se tifieron con hematoxilina-eosina
y el estudio inmunohistoquimico para la deteccion de PrP>¢ se realizé con el anticuerpo 6C2 (1:1 000). A) El grupo
formado por los animales TgVole (n=6) exitosamente trasplantados, no mostraron ninguna diferencia ni en el
patrdn de lesiones ni en la localizacidn y el marcaje de PrP5¢ en relacidn con los ratones TgVole no trasplantados.
B) El grupo de controles formado por los ratones TgVole (n=11) presenta un patron comun caracteristico
consistente en espongiosis leve/moderada localizada en los nucleos posteriores del talamo y también en el cuerpo
geniculado lateral. En estas mismas localizaciones se observa un patrén discreto de inmunomarcaje de PrPsc de
tipo punteado fino o sindptico. El resto de las areas aparecen sin lesion. Ademas, el modelo se caracteriza por
presentar intenso marcaje de fondo de PrP¢ (especialmente en hipocampo) y abundantes areas de artefacto de
sobreexpresion: marcaje puntiforme perineuronal no especifico de PrPs¢. C) Sin embargo, el grupo de los animales
TgVUR (HO) (n=4) presenta una gran variabilidad entre individuos, siendo dos de las muestras negativas,
observandose en una de las muestras positivas un patrén muy similar a los animales TgVole y en la otra un patrén
distinto, mas severo, en el que se observa espongiosis e inmunomarcaje punteado fino de PrPSc de amplia
distribucidén que afecta de forma clara al hipocampo, cuerpo estriado, corteza cerebelosa y piriforme. Estos
resultados indican que los elevados niveles de URO | que presentan los ratones TgVUR (HO) respecto a los animales
TgVole o incluso los animales trasplantados, podria estar causando cierta alteracién en las caracteristicas de la
cepa utilizada, aunque el bajo nimero de muestras que pudo analizarse impide la extraccion de conclusiones
robustas. H/E: Tincidn hematoxilina — eosina, HO: Homocigoto, IHQ: Inmunohistoquimica.
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Las EET son un grupo de enfermedades neurodegenerativas letales que carecen de tratamiento en la
actualidad, siendo necesario desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que ralenticen o detengan su
curso. En las Ultimas décadas se han descrito varios compuestos antipridnicos que inhiben la propagacidn
del malplegamiento proteico, el evento central de las patologias causadas por priones. Esta busqueda ha
estado dificultada como consecuencia del desconocimiento sobre los mecanismos moleculares que
controlan este evento dificultando enormemente el desarrollo de nuevas moléculas. De tal forma que,
aunque se han testado numerosos compuestos en modelos in vitro, in cellula e in vivo, solo unos pocos
han permitido implementar ensayos clinicos, no llegando ninguno de ellos a mostrar suficiente eficacia

[318].

Hasta la fecha muchos de los estudios relacionados con la identificacion de compuestos antipridnicos
tenian como objetivo inhibir la propagacién pridnica a través de la interaccién de estos con la PrP%, Sin
embargo, la existencia de cepas pridnicas dificulta la obtencidon de un compuesto que tenga un amplio
espectro de actuacion [1, 373]. Dado que la explicacién mas plausible del fenémeno de cepa se realizaria
a través de la existencia de variantes conformacionales que perpettdan su estructura a través de su
propagacioén, la interaccion del compuesto antipridonico dependera de como este se una a la
correspondiente variante conformacional. De esta forma, si el mecanismo de accién del compuesto esta
mediado por su unidn a la PrP>¢, con alta probabilidad mostrard un comportamiento diferencial para con
cada una de las cepas a inhibir. Por el contrario, los compuestos que actien uniéndose a la PrP¢,
estabilizando su conformacién (conocidos como chaperonas moleculares), son aquellos que,
probablemente tendran un mayor espectro de actuacion; teniendo en cuenta que la estructura y
secuencia aminoacidica de la PrP¢ estd altamente conservada entre especies. Ademas, los compuestos
que actUan estabilizando la estructura de la PrP¢ son los que han demostrado tener menos efectos
secundarios [374, 375]. Esto se debe a que el resto de las estrategias terapéuticas tienen como objetivo
alterar procesos celulares complejos (silenciamiento de genes, disminucidn de la UPR, cambios en el
sistema del proteasoma, etc.) que, al estar relacionados con otros procesos celulares vitales, pueden
derivar en respuestas celulares no deseada [158]. De forma similar, se han descrito efectos secundarios
al utilizar inmunoterapias activas como consecuencia de una exacerbada respuesta [301, 376]. En los
ultimos afios se han desarrollado terapias basadas en nucleétidos antisentido (ASO) que acttan a través
del silenciamiento de los ARN mensajeros del gen PRNP. Aunque esta prometedora aproximacion
terapéutica podria ser una candidata a terapia antipridnica, aliin existen algunas incognitas que habra que
resolver antes como los efectos de la reduccidn de los niveles de PrP¢ a largo plazo. Asi como conocer
mejor los mecanismos por los cuales algunos ASO testados estan mostrando efectos toxicos de origen
desconocido [310, 311, 377]. Por todo ello, nuestro grupo de investigacion, utilizando la experiencia
adquirida en modelos de propagacién pridnica in vitro, dirige la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas a la deteccion de compuestos que actien como chaperonas moleculares. En particular, la
uroporfirina | (URO I) que se describe a lo largo de esta tesis doctoral, y que se trata de un compuesto

muy prometedor dado que reune todas las caracteristicas deseables en una chaperona molecular.
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La uroporfirina | es un tetrapirrol que presenta cuatro acidos acéticos y cuatro acidos propidnicos unidos
a sus anillos pirrdlicos. Se trata de un isémero que esta ampliamente presente en la naturaleza y cuya
acumulacion en los diferentes tejidos, acaba causando alteraciones diversas. Colateralmente a su
comportamiento como metabolito de la ruta hemo, esta molécula ha demostrado en experimentos
realizados in vitro e in vivo, una extraordinaria capacidad para inhibir la propagacion pridnica. En
particular, se ha mostrado que inhibe la propagacion de los priones in vitro a muy bajas concentraciones
(5 uM), pudiendo actuar sobre priones de diferentes especies. El estudio biofisico mediante RMN ha
permitido estudiar el tipo y el lugar de interaccion de este compuesto con la PrP humana, revelando que
la unién no solo es muy estable, sino que parece ocurrir en una regién muy conservada de la proteina que

explicaria su comportamiento inhibidor no dependiente de especie.

A pesar de la actividad inhibitoria de amplio espectro que presenta este metabolito, el grado de esta
inhibicion varia entre cepas; tanto en los experimentos realizados in vitro como in vivo. Este
comportamiento también se ha descrito en otros compuestos como la anfotericina B, el compuesto B
(compB), y la molécula IND24 [378-381]. A modo de ejemplo para explicitar estas diferencias, destacan
los experimentos de PMCA realizados con encéfalo de ratén silvestre como sustrato donde se puede
observar como el grado de inhibicién presenta diferencias significativas entre las cepas utilizadas como
semillas. Mientras que la inhibicién es de 3125 veces cuando se utiliza la cepa RML, el compuesto
Unicamente consigue una inhibicidon de 125 veces con la cepa 22L. Estas diferencias que se observan en la
capacidad inhibitoria podrian deberse a que la URO | podria no actuar Unicamente estabilizando la
estructura nativa de la PrPS pudiendo existir algun otro tipo de interaccién adicional con otros
componentes del proceso. Por ejemplo, el compuesto podria unirse a la PrP¢ en un lugar que interfiriera
con la interaccién PrP¢- PrP* para determinadas cepas, pero ho para otras, que podrian presentar una
region de interaccidn distinta. En este caso, ademdas de un posible efecto estabilizador de la PrPS, en el
caso de algunas cepas, se sumaria un efecto debido al bloqueo de la regidn de interaccién entre ambas
isoformas. También existe la posibilidad de que las diferencias detectadas se deban a la unién directa de
la URO | con determinadas cepas de priones y no con otras, en funcién de la estructura tridimensional de
cada cepa, lo que podria contribuir también a una mayor eficacia frente a aquellas con las que el
compuesto pudiera interaccionar directamente. El desconocimiento actual sobre el mecanismo molecular
del proceso de malplegamiento asi como sobre la propia estructura de la PrP> dificultan enormemente
comprender qué interacciones son clave y en qué moléculas intervinientes estas son mas determinantes;
en definitiva por qué se observan estas diferencias de inhibicién entre las cepas pridnicas utilizadas. No
se puede descartar que estas diferencias se deban a factores exclusivos de cepa y al tipo de interaccion
que se establece entre proteinas. De esta forma, mientras que la URO | actuaria en ambas situaciones de
igual forma, reduciendo por ejemplo la cantidad de PrP operativa que puede ser transformada, las
diferencias entre cepas surgirian como consecuencia de que estas tendrian capacidades de propagacion

diferencial.
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Un efecto similar de especificidad parcial se ha observado también tras utilizar diferentes variantes
polimérficas de PrPC. Un ejemplo en esta direccidn seria el experimento realizado in vitro con la proteina
recombinante humana, donde se puede observar que, aun existiendo una inhibicién por parte de la URO
| a bajas concentraciones en ambos polimorfismos (129M o 129V), la capacidad inhibitoria de esta varia
significativamente dependiendo de qué variante polimdrfica se utiliza como sustrato. Existen distintas
posibles explicaciones para entender estas diferencias: i) la presencia de un determinado residuo
aminoacidico hace que la interaccién PrP¢— URO | se vea afectada. En este caso la PrP¢ con el polimorfismo
129M tendria una interaccién mas débil con la URO |, por lo que se observaria una menor inhibicion a la
misma concentracion de compuesto; ii) el indculo utilizado puede ser mas efectivo propagandose en
presencia de una PrP® con un polimorfismo concreto [382]. Aunque la interaccién con ambos
polimorfismos fuera muy similar, la cepa utilizada podria ser mas eficiente propagdndose en el sustrato
129M, observandose una menor inhibicion; iii) ambas situaciones ocurren a la vez. Aunque los resultados
obtenidos mediante RMN parecen indicar que el factor determinante es la interaccién URO | — PrP¢, por
su elevada afinidad, no se puede descartar que la interaccién PrP¢— PrP también se vea diferencialmente
afectada en el caso de que los polimorfismos determinen residuos de interaccion distintos, siendo en este
caso una combinacién de ambos efectos. Por otro lado, no se descarta la posibilidad de una interaccidn
especifica entre la URO | y la PrP> como mecanismo de accién de inhibicién. No obstante, la imposibilidad
de realizar experimentos de resonancia u otros estudios biofisicos con material infeccioso y altamente

agregado, no ha permitido evaluar esta posibilidad.

Con el fin de determinar si el mecanismo de accién por el cual la URO | ejercia la inhibicidon podria estar
relacionado con la estabilizacién de la PrPS, se realizé un experimento de unién proteina —ligando a través
de RMN utilizando PrP® humana recombinante con el polimorfismo 129M. Esta técnica ya habia
demostrado su utilidad determinando la interaccién del compuesto TMPyP-Fe(lll) con la proteina pridnica
[340]. Se pretendia obtener la constante de disociacidon (Kd) del compuesto URO 1y, de esta forma,
conocer la afinidad de la URO | por la PrP¢ humana y compararla con la del TMPyP-Fe(lll). Sin embargo,
no se pudo calcular la Kd del compuesto con precisidn, ya que al aumentar la concentracion de URO | para
superar la ratio 1:0.75 (proteina:compuesto), se observé la precipitacién macroscépica del complejo PrP
—URO |, imposibilitando su observacion por RMN. Debido a que no se pudo determinar la ratio PrP — URO
| al que la totalidad de las moléculas de PrP¢ tienen una molécula de URO | unidas a su estructura, fue
imposible calcular con exactitud la Kd del compuesto. Este evento no es exclusivo de la URO |, sino que se
ha descrito en otros compuestos con actividad antipriénica como el pentosan polisulfato (PPS, del inglés
Penthosan PolySulfate), el rojo Congo o el galato de epigalocatequina (EGCG, del inglés EpiGalloCatechin
Gallate) [383].

A pesar de que el calculo de la Kd no resulto factible, si que se pudo obtener mucha informacién a través
de la medicidn de las alteraciones provocadas por los cambios quimicos (CSP, del inglés Chemical Shift
Perturbation) que se producian en la PrP¢al interaccionar con la URO I. Con la informacidn extraida de

estas CSP, se concluyd que hay ciertos residuos que se ven afectados mas rapidamente que otros cuando
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el URO | interacciona con la proteina. Se calculé que es necesario un promedio de ~24.5 uM de URO | para
que los residuos que interaccionan con la URO | sufran la mitad del desplazamiento total. También se
determind que uno de los residuos que parece alterarse mas rapidamente cuando entra en contacto con
la URO I es el residuo 129, el cual sufriria la mitad de la alteracion (o CSP) con una concentracion de ligando
de ~19.7 uM, respecto a la media que es ~24.5 uM. Todo ello, respaldaria los resultados obtenidos en
PMCA con la proteina humana recombinante revelando que las diferencias observadas para cada una de
las variantes polimdrficas podrian deberse a la participacion de este residuo en la interacciéon PrP — URO
I. Por tanto, aunque la RMN nos ha permitido conocer informacién muy importante del potencial
mecanismo de accidn de la URO |, no ha sido suficiente para calcular su Kd o determinar con precision qué
residuos son decisivos en la interaccidn entre el compuesto y la PrPC. Para conseguir este objetivo serian
utiles varias técnicas o metodologias, como la calorimetria isoterma de titulacién (ITC, en inglés Isothermal
Titration Calorimetry), que por sus caracteristicas técnicas podria permitirnos alcanzar la concentracion
de saturacion, evitando la agregacion y consiguiente precipitacion de la proteina. De esta forma
podriamos calcular la Kd del compuesto evitando la limitacidon descrita anteriormente [384]. Este dato
seria importante para los experimentos de administracion in vivo, ya que de este modo se podria alcanzar
la concentracidn 6ptima de URO | en el encéfalo de los animales infectados de forma que aseguremos la
maxima efectividad del tratamiento evitando efectos secundarios indeseados. Otra técnica de gran
utilidad seria la resonancia de plasmones superficiales (SPR, del inglés Surface Plasmon Resonance). Esta
metodologia permite analizar los cambios en el indice de refraccion del medio cercano a una superficie
metalica donde se monitoriza la unién del ligando a la proteina, que estd inmovilizada en dicha superficie
[385]. Esta técnica también podria evitar la precipitacién de la PrP, ya que esta se encuentra anclada a

una superficie, por lo que nos permitiria obtener la Kd de la interaccion PrP — URO | [386].

Aunque los resultados obtenidos in vitro sugieren que la URO | presenta las caracteristicas necesarias para
convertirse en un potencial fdrmaco frente a las EET en el futuro, para que esto ocurra, es recomendable
que el compuesto relna otras propiedades igualmente importantes. La molécula se debe poder
administrar de forma continua por via oral o parenteral y debe permanecer en el organismo el tiempo
necesario para que pueda ejercer su accion. Tal y como se ha mostrado en los resultados de
farmacocinética, la URO | se elimina rapidamente a través de la orina y, acorde al modelo celular utilizado,
presenta una baja permeabilidad a la barrera hematoencefalica. Esto unido a su baja solubilidad a pH
neutro hace extremadamente dificil alcanzar cantidades suficientes de URO | que aseguren una
concentracion efectiva en el SNC tras su administracién exdgena. Este hecho llevé al disefio de una nueva
estrategia que sirviera de alternativa a la administracion tradicional del compuesto; la utilizacién de un
modelo de ratdn transgénico que, de forma intrinseca, genera niveles altos y constantes de URO |, como
consecuencia de que esta afectado de una porfiria eritropoyética congénita (CEP, del inglés Congenital
Erythropoietic Porphyria) [357, 387]. El estudio in vivo se disefid a modo de prueba de concepto con el fin
de demostrar que cantidades adecuadas de URO | en el organismo y, en concreto en el SNC, podrian

retrasar el desarrollo de una EET. Los resultados obtenidos demuestran que los animales modelo de la
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CEP [TgURO (HO)] desarrollan una enfermedad pridnica de aparicidn mas lenta tras su infeccidn con tres
cepas murinas distintas. De forma similar a lo observado previamente in vitro, el grado inhibicién de la
URO I, manifestado a través de la prolongacidn de los tiempos de incubacion, fue dependiente de cepa.
Los potenciales mecanismos de accidon para comprender este comportamiento serian los mismos
discutidos anteriormente para explicar la inhibicién de la propagacion pridnica in vitro, también
dependiente de cepa. Teniendo en cuenta que los niveles de URO | en la sangre y, por tanto, en el SNC de
los animales infectados presentaban variabilidad y que se observé en la mayoria de los casos una relacion
significativa entre estos niveles y el retraso de la enfermedad, estos resultados sugieren que el factor
determinante para conseguir un mayor retraso de la enfermedad son los niveles de URO | alcanzados en
el SNC en cada animal; niveles determinados casi exclusivamente por la reducida permeabilidad que la
barrera hematoencefalica presenta frente a esta molécula. En este sentido, cualquier procedimiento que
pudiera aumentar su permeabilidad, aunque fuera de forma temporal, redundaria en un aumento de URO
I en el SNCy, como consecuencia, en una extension de los tiempos de incubacién de la enfermedad. En
este sentido, una de las metodologias mas utilizadas en clinica es el aumento reversible y agudo de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica inducido por manitol. El manitol provoca una disrupcién
osmotica de la barrera incrementando su permeabilidad a diferentes compuestos. Esta técnica ha sido
ampliamente utilizada en clinica para la administracién de quimioterapias contra tumores cerebrales
[388-390], por lo que podria utilizarse en caso de no conseguir otras vias de administracion efectivas para

la URO I.

Por otro lado, aunque las evidencias obtenidas sugieren que la prolongacién del tiempo de supervivencia
se debe a la presencia de al menos 2-5 pM del compuesto en el encéfalo, no pueden descartarse otras
posibles causas para los resultados observados. Dada la complejidad de la ruta de biosintesis de la
hemoglobina, la alteracion introducida en la enzima UROIIIS, ademas de la acumulacion de URO | podria
tener otros efectos sobre este proceso, llevando a la acumulacidn de otras porfirinas u otros metabolitos
cuya posible actividad frente a la propagacion pridnica es desconocida. Por otro lado, la alteracién de esta
ruta biosintética podria también producir otros efectos fisioldgicos con el objetivo de compensar la
deficiencia causada por la mutacién introducida. Sin embargo, el desconocimiento de dichos posibles
efectos colaterales que pudieran padecer los animales transgénicos utilizados durante el estudio y su
probablemente reducido efecto, hace que hayamos considerado la URO | como el efector mas probable,

tal y como sugieren los estudios realizados in vitro con el compuesto purificado.

El estudio previo a modo de prueba de concepto se enfocd en las enfermedades pridnicas inducidas,
donde el agente infeccioso se introducia en el organismo de forma exdgena. Sin embargo, practicamente
la totalidad de las EET surgen de forma espontanea bien como consecuencia de una causa desconocida
(esporadicas — 90%) o como consecuencia de la presencia de una mutacion que acelera el proceso de
malplegamiento (genéticas — 10%). Por esta razon, se generd un nuevo modelo de enfermedad que reunia
todas las caracteristicas necesarias: 1) producia altos niveles de URO | en sangre y 2) desarrollaba una

enfermedad pridnica de forma espontanea. Desafortunadamente, este nuevo modelo presentaba niveles
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de URO | menores de los que presentaba el modelo TgURO (HO), tanto en sangre como en el SNC. Este
hecho resulté sorprendente dado que para conseguir el nuevo modelo TgVUR 4x (HO), si bien no se pudo
trabajar con animales singénicos, se utilizaron ratones con fondos genéticos similares. Esta diferencia en
la concentracién de URO | observada en los animales correlaciona con lo que se describe también en los
pacientes que padecen porfiria eritropoyética congénita. Se ha observado que incluso individuos que
presentan la misma mutacién pueden presentar niveles de metabolito en sangre muy diferentes [391]. A
pesar de que los niveles de URO | en estos animales eran mas bajos, se observé un aumento de la
supervivencia de un 17 %. Y se consiguieron tiempos de incubacion de la enfermedad de hasta, un maximo
de 259 dias, valores nunca conseguidos después de estudiar mas de 800 animales a lo largo de una década
trabajando con el modelo de enfermedad espontdnea. Este resultado positivo es el que mejor representa
lo que podria ocurrir en un individuo que de forma enddgena se le desencadenaria el malplegamiento con
la consecuencia progresion de la enfermedad en un entorno con niveles de URO | por encima de los niveles
basales. Probablemente, se podria inferir que, al menos de forma tedrica, existiran niveles de URO | por
encima de los cuales se impediria completamente el malplegamiento espontdneo y, por tanto, los

animales nunca desarrollarian la enfermedad.

Dado que en ambos modelos se observd un retraso de la enfermedad pridnica, bien inducida o
espontdnea, se quiso determinar si la URO | habia producido modificaciones en la patologia de estos
animales que pudieran visualizarse a través del estudio histopatoldgico del encéfalo de estos animales. A
pesar de que se observé una cierta variabilidad entre los individuos en términos de acumulacién de PrP,
los patrones y el tipo de lesiones fueron muy similares cuando se compararon con la de los animales que
actuaban como controles. Merece la pena destacar que los animales que presentaban niveles
significativos de URO | en el SNC mostraron signos de una patologia “mas contenida” que aquellos
animales que tenian niveles de URO | basales. Este resultado podria deberse a que la URO | actuaria
conteniendo y/o evitando la dispersién de la PrP*¢ en el encéfalo. Seria necesario un estudio en mayor
profundidad para poder confirmar este efecto de la URO | o del complejo URO | - PrP¢. Por ultimo, en los
estudios histopatoldgicos también se ha descrito un patron de agregados en la sustancia blanca
Unicamente en los animales que presentan niveles altos de URO | en sangre. Este patrén especifico podria
ser una caracteristica intrinseca de los nuevos modelos utilizados o podria deberse a que la presencia de
URO | en el encéfalo habria seleccionado una cepa determinada que presenta este patrdn caracteristico.
La seleccion de cepas pridnicas utilizando compuestos que modifican la propagacion pridnica, por

diferentes mecanismos, ha sido descrita previamente [161, 392, 393].

Una vez demostrado que niveles altos de URO | retrasaban la enfermedad tanto de forma inducida como
aquella que aparecia de forma espontanea, el objetivo fue desarrollar una estrategia que permitiria
trasladar esta capacidad a una situacién real. Es decir, determinar cdmo conseguir esa cantidad de
metabolito necesaria en el SNC teniendo en cuenta la idiosincrasia de la molécula. Por esta razon, se
disefid un nuevo modelo que a modo de prueba de concepto permitiria evaluar una manera eficaz y

realista de hacer llegar suficientes niveles de URO | en un animal de fenotipo silvestre. Se sabe que la
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razon por la que los ratones modelo de la CEP presentan niveles muy elevados de URO | en sangre es
consecuencia directa de que tienen alterada la ruta de biosintesis de la hemoglobina; ruta que esta
mayoritariamente activada en la médula 6sea. Ademas, los individuos que sufren CEP y tienen la enzima
UROIIIS defectuosa acumulan URO | en el citosol de las células de la médula 6sea, mayoritariamente en
los reticulocitos [394]. Es por ello por lo que el tratamiento que mejor resultado ha dado en personas
afectadas de CEP es el trasplante de médula ésea. Mediante el trasplante se sustituyen las células
hematopoyéticas con la UROIIIS deficiente por células hematopoyética sanas [395-397]. Teniendo todo
esto en cuenta y pensando en un futuro tratamiento para las EET, se disefid un experimento para realizar
el proceso inverso y convertir animales de fenotipo silvestre en animales porfiricos a través de un
trasplante de médula. El objetivo era sustituir las células hematopoyéticas sanas por células
hematopoyéticas porfiricas generando un nuevo modelo animal que, intrinsecamente, produjera grandes
cantidades de URO |. Teniendo en cuenta que el trasplante podria limitar algo la supervivencia natural de
los ratones objeto de estudio, se decidid trabajar con un modelo animal que permitiera infectarse con
una cepa pridnica rapida y que fuera aun infecciosa tras su inoculacidn en una dosis baja. Esto favoreceria
que, tras su inoculacidn, no aparecieran en el cerebro cantidades muy grandes del agente infeccioso

dificiles de inhibir.

Tras una exitosa realizacion de trasplantes donde el 90% de los animales sobrevivieron y de estos el 100%
mostraron presencia de URO | en sangre muy superiores a los observados en los ratones que actuaban
como control, se inocularon con la cepa CWD-vole que reunia las caracteristicas descritas anteriormente.
El resultado de infeccidn no mostrd ninguna diferencia significativa en la supervivencia de los ratones
trasplantados. La explicacién mas plausible se extrajo cuando se observé que los niveles de URO | en la
sangre de estos animales, a pesar de ser muy superiores a los niveles de los animales que actuaban con
control, no fueron lo suficientemente altos como para que llegara una cantidad suficiente de URO | al SNC
e inhibiera la propagacion pridnica y, en consecuencia, el desarrollo de la enfermedad. Otra posible
explicacién implicaria a la cepa utilizada en el estudio, una cepa que se eligio por su rapidez pero que a su
vez llevaba asociada una alta agresividad [284] que pudo ser la causa de la ausencia de bloqueo por parte

de la URO | con las concentraciones alcanzadas en el SNC.

Se han barajado dos explicaciones para entender por qué los animales trasplantados no alcanzaron unos
niveles de URO | en sangre suficientes para retrasar la enfermedad: 1) aunque todos los trasplantes
realizados fueron satisfactorios y en los animales se habian implantado en todos los casos células
hematopoyéticas porfiricas, un pequefio porcentaje de células del receptor podrian haber resistido la
radiacion inicial y haber permanecido en un porcentaje variable junto a las células trasplantadas,
reduciendo la cantidad final de URO | efectiva en sangre; 2) si bien se sabe que la médula dsea es el tejido
que proporciona una mayor cantidad de URO | a la sangre, el resto de tejidos que, como el hepatico
también tienen la ruta hemo activada, son también productores de URO I. Los animales trasplantados son
incapaces de producir URO | en otros tejidos diferentes a la médula dsea, con la consecuencia disminucion

de este metabolito en sangre comparativamente con los animales modelo de la enfermedad.
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Compaginando los resultados positivos anteriores donde se muestra que una cantidad suficiente de URO
| en sangre retrasa la enfermedad de hasta cinco cepas diferentes (cuatro tras su inoculacién y una
generada espontaneamente), junto con la observacién de que es posible y eficiente el trasplante de
médula dsea productora de URO |, parece que la Unica limitacidn a esta novedosa estrategia terapéutica
es la cantidad de URO | que el sistema es capaz de aportar a la sangre. Con el fin de que en un futuro, la
terapia pueda aplicarse a todos aquellos individuos que estén en una fase de la enfermedad
presintomatica (portadores de mutaciones asociadas a las distintas enfermedades pridnicas), se plantean
realizar pruebas de concepto que demuestren que se pueden realizar autotrasplantes de médulas éseas
modificadas genéticamente (edicion con CRISPR-Cas9 o similar) con el objetivo de generar altos niveles
de URO I. Teniendo en cuenta las capacidades que se disponen actualmente y que existen otras
mutaciones en el gen de la UROIIIS que dan lugar a ain mayores cantidades de URO | en sangre (73R, 53L
0 22M [398], el objetivo final sera conseguir esta modificacion genética de forma inducible y condicional
a partir de la médula dsea extraida del paciente. La induccidn condicional permitira iniciar y parar la
produccion de la URO | por parte de la médula dsea autotrasplantada mediante el uso de compuestos
comunes como la doxiciclina o el tamoxifeno. Esta estrategia evitaria los efectos colaterales del exceso de

URO | en sangre de forma prolongada en el tiempo.

El fin dltimo de cualquier terapia antiprionica es el de reducir la propagacién pridnica en el tejido donde
esta ocurre y causa la enfermedad, el SNC. Sin embargo, existen otros tejidos como los pertenecientes al
sistema linforeticular en donde la propagacion pridnica también ocurre. Dependiendo del tipo de
enfermedad esta puede ocurrir con anterioridad a la propagacién que ocurre en el SNC o bien puede
ocurrir en respuesta a una propagacion pridnica intensa que trata de expandirse a otros tejidos del
organismo. Para estudiar si el metabolito objeto de estudio también interferia disminuyendo la
propagacion pridnica en el sistema linforeticular, se eligieron los bazos de los animales infectados por su
alto contenido en PrP¢ y su facil manejo. Para comprender la implicacion de este sistema en las
enfermedades pridnicas, los priones llegan al sistema digestivo y alli son captados por las células M que
los transportan a las placas de Peyer donde se realiza una presentacion de antigeno a las células
dendriticas foliculares. Se desconoce cudl es el método de dispersion y entrada hacia el SNC desde las
células dendriticas foliculares, aunque se cree que se realiza a través de las fibras nerviosas que inervan
el sistema linforeticular [399]. También se ha descrito el proceso contrario, en el que los priones
procedentes del SNC se dispersan hacia algunos d6rganos del sistema linforeticular [241, 400]. Esta
caracteristica tan particular es un fendmeno que no ocurre con todas las cepas pridnicas. Se ha descrito,
sobre todo, en varias cepas de scrapie [166], en CWD [401] y en humanos, en la vCID [234, 235]. Por el
contrario, la cepa de BSE presenta fibras de PrP> mayoritariamente en el encéfalo y la retina, sin ninguna

implicacién del sistema linforeticular [371].

Los resultados obtenidos confirmaron que la URO I inhibia significativamente la propagacion en el bazo,
aunque no se ha podido concluir si esta inhibicién ocurrid tras el bloqueo de la PrP> que retrégradamente

utilizaba la circulacién sanguinea para acceder al sistema linforeticular o era en el propio drgano,
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extensamente bafiado en sangre y, por tanto, con una alta concentracidon de URO | en él, capaz de inhibir
la propagacién pridnica. Estos resultados sugeririan el uso de este compuesto a modo de terapia
profilactica tras la sospecha de ingestidn de priones con tropismo linforeticular o una marcada sospecha

de infeccion iatrogénica.

Los estudios presentados anteriormente, asi como las propuestas de futuro que proponen implementar
estrategias basadas en hacer llegar grandes cantidades de URO | de forma continua y asi superar el
impedimento que muestra la BHE al paso del metabolismo, podrian sustituirse por otras estrategias cuyo
fin dltimo fuera hacer llegar cantidades suficientes de URO | al encéfalo de forma directa. En la bibliografia
se ha descrito la inoculacion de compuestos antipridnicos directamente en el encéfalo de los modelos
animales infectados, aumentado la supervivencia respecto a los animales administrados
intraperitonealmente y sin efectos secundarios observables [339]. Sin embargo, otras estrategias son
preferibles, en particular, 1) una estrategia que se saltaria la BHE tras la inoculacidon directa del compuesto
en los ventriculos cerebrales y 2) una estrategia basada en la generacidon de macroestructuras con una
mucho mayor permisibilidad a la BHE y que, conteniendo la URO | en su interior, atravesaria la barrera a
modo de caballo de Troya. Las infusiones intraventriculares se han probado con éxito en ensayos
preclinicos con el compuesto PPS [326] y en un ensayo clinico en individuos que padecian la enfermedad
[327]. Si bien, en ambos casos la técnica resulto ser segura y no mostré complicaciones derivadas de la
intervencidn, el compuesto PPS tnicamente mostrd un ligero efecto beneficioso sobre la progresion de la
enfermedad o la supervivencia en los modelos murinos [326], dado que en el estudio realizado en
humanos no se observé ninguna mejora aparente en el desarrollo de la enfermedad [327]. En esta
direccidn, se estan realizando los estudios preliminares para evaluar los niveles de URO | que persisten
tras su inoculacién intraventricular de forma sostenida utilizando bombas osméticas ALZET. Parte de esta
experimentacion se realizard en oveja y tratara de conocer el grado de difusién que muestra la URO | tras
el paso de la barrera de células ependimarias, Unica barrera a flanquear tras su infusidn intraventricular.
Por otro lado, la estrategia denominada “caballo de Troya” implica la generacidén de grandes estructuras
basadas en polipéptidos autoensamblables que encapsularian la URO I, permitiendo atravesar la barrera
hematoencefilica y liberando el compuesto de forma dirigida y controlada en el encéfalo. Esta tecnologia
basada en conjugados polipeptidicos autoensamblables se estd aplicando actualmente para la

administracion de distintos compuestos con fines similares [402, 403].

Aunque se ha demostrado que la URO | es un buen candidato a terapia antipridnica, es probable que las
terapias futuras no se basen en el uso de un Unico compuesto con un Unico mecanismo de accion. Dada
la complejidad de las enfermedades pridnicas, es probable que sea necesario interferir a través de
diferentes mecanismos de accién sobre una diversidad de procesos: malplegamiento, neurotoxicidad,
interaccién PrP¢ - PrP%, etc. El uso de diferentes compuestos con accién sinérgica en la capacidad de
inhibir la propagacién pridnica ya se ha probado en el pasado. La combinacion de PPS y Fe(lll)meso-
tetra(4-sulfonatofenil)porfina (Fe-TSP) aumentd significativamente la supervivencia del modelo Tg7

inoculado con scrapie comparado con el uso de ambos compuestos por separado [404, 405]. Otro ejemplo
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de sinergia es la combinacién de quinacrina con simvastatina o desipramina en células ScN2a
(neuroblastomas de ratdn infectadas con scrapie), que ademas derivé en la creaciéon de un compuesto
que mezclaba las acciones de la quinacrina y la desipramina, llamado quinpramina, y que aumentaba la
supervivencia en comparacion con los compuestos de forma individual [406]. No solo en el campo de los
priones se han observados los efectos, a priori, beneficiosos de la terapia combinada, sino en otras

enfermedades como las sinucleopatias [407], el parkinson [408] o el alzhéimer [409].

A lo largo de esta tesis se han mostrado resultados que no dejan lugar a dudas sobre la capacidad de la
URO | como potente compuesto inhibidor inespecifico de la propagacion pridnica. Por otro lado, se ha
enfatizado la ventaja de que el compuesto sea ademds un metabolito celular que muestra una reducida
toxicidad. Y se ha insistido en la idea de que el éxito o fracaso de una potencial terapia basada en este
compuesto, depende casi exclusivamente de conseguir niveles constantes de URO | en el SNC por encima
de 2 -5 um. Por esta razon, el futuro del uso de la URO | dependerd de nuestra capacidad para conseguirlo
desarrollando las distintas estrategias que se han descrito a lo largo de la tesis u otras que en el futuro los

avances en la tecnologia nos vayan ofreciendo.
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CONCLUSIONES

La uroporfirina | presenta una mayor eficiencia que el TMPyP-Fe(lll) inhibiendo la propagacion
de priones murinos in vitro.

La uroporfirina | inhibe la propagacién in vitro de priones de diferentes especies de forma
inespecifica, aunque a bajas concentraciones muestra diferencias en el grado de inhibicién
dependiendo del tipo de cepa pridnica utilizada.

La uroporfirina | inhibe la propagacién in vitro de priones recombinantes humanos 129V mas
eficientemente que aquellos con el polimorfismo 129M.

La caracterizacion mediante resonancia magnética nuclear de la interaccién entre la PrP
recombinante humana y la uroporfirina | ha permitido dilucidar los residuos aminoacidicos
involucrados en la interaccion con el compuesto.

El estudio de las propiedades farmacocinéticas de la uroporfirina | en ratones ha evidenciado su
rapida eliminacidn a través de la orina, revelando las limitaciones para alcanzar niveles sistémicos
elevados del compuesto tras su administracion por via parenteral.

El estudio de la capacidad de la uroporfirina | para atravesar la barrera hematoencefiélica ha
demostrado su baja permeabilidad a la misma, revelando asi un importante impedimento para
alcanzar los niveles de compuesto deseados en el sistema nervioso central.

La presencia de altas concentraciones de uroporfirina | de forma sostenida en sangre de modelos
animales ha incrementado el tiempo de supervivencia entre un 10 y un 30 % en animales
inoculados con distintas cepas de priones.

La presencia de altas concentraciones de uroporfirina | de forma sostenida en sangre de animales
que, de forma espontdnea, desarrollan una enfermedad pridnica ha retrasado en un 17% la
aparicion de esta.

El trasplante de médula 6sea productora de niveles elevados de uroporfirina | en animales de
genotipo silvestre ha permitido conseguir concentraciones moderadas de uroporfirina | de forma
sostenida en sangre. Estos niveles de produccién del metabolito natural no han sido suficientes
para incrementar el tiempo de supervivencia frente a una enfermedad pridnica inducida.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la uroporfirina | podria convertirse en un
compuesto terapéutico prometedor frente a las encefalopatias espongiformes transmisibles,
siempre que se consigan niveles suficientes de este compuesto en el SNC tras superar las

limitaciones para su administracion.
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