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o g microgramo, unidad de la propiedad Masa

o ul: microlitro, unidad de la propiedad Volumen

e um: micrémetro, unidad de la propiedad Longitud

e uM: micromolar, unidad de la propiedad Molaridad (concentracidn)

o A: Angstrom, unidad de la propiedad Longitud equivalente a 10'1° metros
9 C: grado centigrado, unidad de la propiedad Temperatura

e %: tanto por ciento

e 263K: cepa clasica de prion de hamster

e 12B2: anticuerpo monoclonal anti-PrP con epitopo en la regiéon N-terminal

e 9A2: anticuerpo monoclonal anti-PrP con epitopo en la regidn N-terminal

e 2D: dos dimensiones, bidimensional

e 2G11: anticuerpo monoclonal anti-PrP utilizado en estudios inmunohistoquimicos
e 3D: tres dimensiones, tridimensional

e 4RPS: modelo de Idmina-B en solenoide de cuatro pisos

e 7D9: anticuerpo monoclonal anti-PrP con epitopo en la regidn N-terminal

e AFM: delinglés, atomic force microscopy

o AB: péptido beta-amiloide

e AD: delinglés, Alzheimer disease

e ARQ: polimorfismo de la PrP ovina (Alal136 — Argl54 — GIn171)
e ARR: polimorfismo de la PrP ovina (Ala136 — Arg154 — Argl71)

I

e BSE: delinglés, Bovine Spongiform Encephalopathy

C

e (C57BL/6: modelo murino silvestre ampliamente utilizado en investigacién
e CB: del inglés, conversion buffer

e CC del inglés, charged cluster

e CD: delinglés, Circular Dichroism

e CID: delinglés, Creutzfeldt-Jakob Disease

e CPEB: delingles, cytoplasmic polyadenylation element binding protein
e CMV: cytomegalovirus

e C-terminal:  extremo carboxilo terminal

e CWD: delinglés, Chronic Wasting Disease
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e cryoEM: del inglés, cryogenic Electron Microscopy

D

e Da: Dalton, unidad de la propiedad Masa equivalente a 1.660 5402(10)x107%’ kg
e DAB: diaminobencidina

e DNA: d4cido desoxirribonucleico

e DNAsa: desoxirribonucleasa

e dNTP: delinglés, deoxynucleotide triphosphates

e DOggo: densidad éptica a 600 nm

e dpi: dias post-inoculacién

e DV Drowsy, cepa de prion de hamster

e D18: anticuerpo monoclonal anti-PrP con epitopo en la regién central
E

e E. coli: Escherichia coli, bacteria gramnegativa de la familia de las enterobacterias
e EDTA: etilendiaminotetraacético

e EET: encefalopatia espongiforme transmisible

e EPR: delinglés, electronic Paramagnetic Resonance

E

e F: del inglés, forward

e fCJD: delinglés, familial Creutzfeldt-Jakob Disease

e FFI: del inglés, Fatal Familial Insomnia

e FSE: delinglés, Feline Spongiform Encephalopathy

e FTD: delinglés, Frontotemporal Dementia

e FTIR: delinglés, fourier transform infrared spectroscopy

G

e g: fuerza centrifuga relativa, unidad de la propiedad Aceleracion

e GC: delinglés, GC box, motivo del DNA rico en guanina y citosina

e gCJD: delinglés, genetic Creutzfeldt-Jakob Disease

e GPl: delinglés, glycosylphosphatidylinositol

e GSS: Gerstmann-Straussler-Scheinker

e Gdn-HCl: hidrocloruro de guanidinio
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e h: hora, unidad de la propiedad Tiempo

e HC: delinglés, hydrofobic core

e HE: tincion hematoxilina-eosina

e HET-S: proteina fungica que regula la incompatibilidad del heterocarién
e HSP: delinglés, heat shock protein

e HY: Hyper, cepa de prion de hamster

o ic: via de inoculacién intracerebral
e iCJD: delinglés, iatrogenic Creutzfeldt-Jakob Disease
e |HQ: inmunohistoquimica

e ip: via de inoculacidn intraperitoneal

e |PTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
o v via de inoculacién intravenosa

K

e kDa: kiloDalton, unidad de la propiedad Masa
e KO: animaltransgénico que no expresa un determinado gen

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

e |B: Luria Bertoni, medio de cultivo de bacterias

M

e M: molar, unidad de la propiedad Molaridad (concentracién)

e M20: anticuerpo monoclonal anti-PrP con epitopo en la region C-terminal
e MBM: del inglés, meat-bone-meal

e MD: delinglés, Molecular Dynamics

e ME7: cepade prion de ratén

e mg: miligramo, unidad de la propiedad Masa

e min: minute, unidad de la propiedad Tiempo

e mil: mililitro, unidad de la propiedad Volumen

e mm: milimetro, unidad de la propiedad Longitud

e mM: milimolar, unidad de la propiedad Molaridad (concentracién)
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e MAVS: del inglés, Mitochondrial Antiviral Signaling

N

* ng: nanogramo, unidad de la propiedad Masa

e nm: nanometro, unidad de la propiedad Longitud
e N-terminal: extremo amino terminal

e Nor98: cepa de prion ovino atipica

e o/n: delinglés, over night

e OPRI: delinglés, Octapeptide Repeat Insertions
e OPRD: del inglés, Octapeptide Repeat Deletions
e ORF: delinglés, Open Reading Frame

e OR: delinglés, octapeptide repeats

e p/v: peso/volumen

e pb: pares de bases

e PBS: delinglés, phosphate buffered saline

e PCR: delinglés, polymerase chain reaction

e PD: delinglés, Parkinson disease

e PIRIBS: modelo de ldmina-B paralela en registro

e PK: proteinasa K

e PM: marcador de peso molecular

e PMCA: del inglés, Protein Misfolding Cyclic Amplification

e PMSA: del inglés, Protein Misfolding Shaking Amplification

e PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

e PRNP: gen que codifica la proteina PrP

e PRNP/": animal transgénico KO para el gen que codifica la proteina PrP

e PRNP*: animal transgénico hemicigoto para el gen que codifica la proteina PrP
e PRNP**: animal transgénico homocigoto para el gen que codifica la proteina PrP
e PrP: delinglés, Prion Protein

e PrP*: PrP en un estado conformacional transitorio, intermedio entre PrP¢y Prp>¢
e Prp?/30; PrP resistente a PK de 27-30 kDa

e PrP%: isoforma celular de PrP

e PrP™s: PrP resistente a la digestion con PK
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Q

R

PrP>¢: del inglés, Scrapie associated Prion Protein
PVDF: polifluoruro de vinilideno

QUIC: del inglés, Quaking Induced Conversion

R: del inglés, reverse
rec-PrP: PrP recombinante
rec-PrpPre: PrP recombinante malplegada resistente a PK

RER: reticulo endoplasmatico rugoso

RL: del inglés, Rigid Loop

RML: cepa de prion ovino adaptado a ratéon en el Rocky Mountain Laboratory
RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RNA: 4cido ribonucleico

RNAm: acido ribonucleico mensajero

rom: revoluciones por minuto, unidad de la propiedad Frecuencia

RT-QuIC: del inglés, Real Time - Quaking Induced Conversion

s: segundo, unidad de la propiedad Tiempo

SAF84: anticuerpo monoclonal anti-PrP con epitopo en la regién central
SAXS: del inglés, Small angle X-ray Scattering

sCID: delinglés, sporadic Creutzfeldt-Jakob Disease

SDS: del inglés Sodium Dodecyl Sulfate

SEM: error estandar de la media

sFI: del inglés, sporadic Fatal Insomnia

Sinc:  gen Sinc, del inglés, Scrapie Incubation

SIP:  gen SIP, del inglés, Shorter Incubation Period

SLS:  del inglés, Static light Scattering

SNC: Sistema Nervioso Central

SRP: del inglés, Signal Recognition Particle

ssNMR: del inglés solid-state Nuclear Magnetic Resonance

Sup35: gen de levadura que codifica un factor terminador de transcripcién
SDS-PAGE: del inglés Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
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e Tris-HCl:

e TEM: delinglés, Transmission Electron Microscopy

tris(hidroximetil)Jaminometano hidrocloruro

e ThT: delinglés, Thioflavine T
e TME: delinglés, Transmissible Mink Encephalopathy

e Ure2: gen delevadura que codifica un transportador de ureidosuccinato
e UPS: delinglés,
e UV: radiacion ultravioleta

e v/v: volumen/volumen
e vCJD: delinglés, variant Creutzfeldt-Jakob Disease

voltio, unidad de la propiedad Potencial Eléctrico

e VPSPr: del inglés, Variably Protease-Sensitive Prionopathy
e VRQ: polimorfismo de la PrP ovina (Val136 — Arg154 — GIn171)

w

Tabla de los 20 aminoacidos, incluyendo su abreviatura y su cédigo

WT: delinglés, Wild-Type

Nombre de Abreviatura | Cédigo | Nombre de | Abreviatura | Codigo

aminoacido aminoacido
Alanina Ala A Leucina Leu L
Arginina Arg R Lisina Lys K
Asparagina Asn N Metionina Met M
Acido aspartico Asp D Fenilalanina Phe F
Cisteina Cys C Prolina Pro P
Glutamina Gln Q Serina Ser S
Acido glutamico Glu E Treonina Thr T
Glicina Gly G Triptéfano Trp W
Histidina His H Tirosina Tyr Y
Isoleucina lle I Valina Val Vv
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RESUMEN/SUMMARY

Las encefalopatias espongiformes transmisibles o enfermedades pridnicas son un conjunto de desérdenes
neurodegenerativos de resultado invariablemente letal que afectan a los mamiferos. El agente causal de
estas enfermedades es el prion o PrP%, la isoforma patdgena de la proteina pridnica celular o PrPC. El
proceso de malplegamiento por el que la PrP¢ se convierte en PrP* puede ocurrir de manera espontanea
o adquirida, pudiendo estar ambos eventos modulados por la presencia de sustituciones aminoacidicas o
polimorfismos. En el caso de las enfermedades pridnicas de origen espontaneo, se han descrito
numerosas variantes aminoacidicas que promueven el malplegamiento, dando lugar a las enfermedades
pridnicas hereditarias o familiares. Por su parte, en las prionopatias adquiridas, diferencias entre las
secuencias de PrP¢ del receptor y la PrP> del hospedador original puede resultar en alteraciones en las
propiedades de la cepa pridnica original, pudiendo también afectar a la barrera de transmisién. En este
respecto, dada la abundancia de polimorfismos en las PrP¢ de |a familia Cervidae, |a posible emergencia
de nuevas cepas pridnicas de cérvidos que superen la barrera de transmision e infecten al ser humano
constituiria un escenario alarmante. La enfermedad pridnica que afecta a los cérvidos, la caquexia crénica,
se encuentra actualmente extendida por gran parte de Estados Unidos y Canada, ademds de describirse
casos en Corea del Sur, Noruega, Finlandia y Suecia. Una de las principales caracteristicas de esta
enfermedad es su elevada transmision horizontal, la cual, junto con los numerosos polimorfismos
descritos en las PrP de cérvidos, podria fomentar la aparicién de nuevas cepas pridnicas, como las

encontradas en el norte de Europa.

Con el objetivo de analizar el efecto de los polimorfismos descritos en las proteinas del prion de cérvidos
en el malplegamiento y la emergencia de nuevas cepas, utilizamos la técnica de la PMSA para la obtencion
de distintos conformeros mediante malplegamiento espontaneo in vitro de las PrP recombinantes de
corzo y uapiti, que se clasificaron en diferentes potenciales cepas de acuerdo con sus propiedades
bioquimicas. Tras demostrar que estos conférmeros presentaban las caracteristicas propias de los priones
bona fide, siendo capaces de inducir una enfermedad pridnica en modelos animales, se llevé a cabo el
malplegamiento espontaneo in vitro de todas las variantes polimdrficas de las PrP de cérvidos, evaluando
el efecto de cada polimorfismo en el malplegamiento espontdneo y en la emergencia de potenciales
cepas. Ademas, el mismo sistema permitié evaluar también el efecto del residuo 226 de las PrP de cérvidos
en la evolucion de las potenciales cepas de corzo y uapiti, asi como el efecto de la glutamina en esa
posicidn en la transmision de las potenciales cepas obtenidas mediante el malplegamiento espontaneo in
vitro de todas las variantes polimarficas, simulando su transmisidn al genotipo mas frecuente. Finalmente,
una vez establecida la importancia del residuo 226 y del extremo C- terminal de la PrP, se analiz6 el rol de

esta region en mayor detalle. De esta forma, presentamos un sistema de gran utilidad para modelar la
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emergencia y evolucién de cepas pridnicas basado en el malplegamiento y transmisién in vitro de las

variantes polimorficas descritas en las PrP de |la familia Cervidae, que podria ayudar a entender y predecir

la formacidon de nuevos priones de cérvido.
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Transmissible spongiform encephalopathies are a group of neurodegenerative and invariably fatal
disorders that affects mammals. The causal agent of these diseases is the prion or PrP%, the pathogenic
isoform of the cellular prion protein or PrPC. The misfolding event by which PrP¢ turns into PrP% can take
place in a spontaneous or in an acquired manner. In both cases, the presence of amino acid substitutions
or polymorphisms in the PrP can affect to the event. Regarding the spontaneous misfolding, numerous
polymorphisms that promote it have been described, leading to the development of familial or hereditary
forms of prion disease. In the case of the acquired prion diseases, the presence of amino acid substitutions
between the PrP® from the host and the PrP>® from the donor can modify the prion strains characteristics
upon transmission, including the transmission barrier and therefore, the host range. Thus, the possibility
of the emergence of new cervid prion strains able to overcome the transmission barrier and infect humans
constitutes an increasing concern. The prion disease affecting cervids, chronic wasting disease, is
nowadays widely extended all along USA and Canada, with few cases described in South Korea and
recently detected in Norway, Finland, and Sweden. The characteristic high horizontal transmission
capacity of chronic wasting disease, together with the numerous polymorphisms described in cervid PrP,

could give rise to the emergence of new prion strains, as the ones found in the North of Europe.

In this context, with the aim of analysing the effect of the distinct polymorphic PrP variants from cervids
on their misfolding and emergence of new strains, we used the PMSA technique to obtaini in vitro distinct
conformers through spontaneous misfolding of the deer and elk PrP, which were classified as potentially
different prion strains according to their biochemical characterization. After proving that these
conformers misfolded in vitro showed all the features expected for bona fide prions, including the ability
to induce a prion disease in animal models, we performed in vitro spontaneous misfolding experiments
with every polymorphic variant of cervid PrP in order to evaluate their effect in the spontaneous
misfolding event and in the generation of potentially different prion strains. The same in vitro prion
propagation system was also used to assess the impact of residue 226 of cervid PrP in the evolution of the
recombinant deer and elk prion strains generated previously, as well as in the transmission of those prions
generated spontaneously from all polymorphic variants, simulating their transmission to the most
common genotype. Finally, once the relevance of residue 226 was established, we performed a more
detailed analysis of the role of the C- terminal domain of the cervid PrP. Thus, we present a highly useful
system to model the emergence and evolution of prion strains, based on the in vitro misfolding and
transmission of the polymorphic variants of cervid PrP that could help to understand and predict the

emergence of new cervid prions.
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1.- Sobre las encefalopatias espongiformes transmisibles y la determinacion de

su agente causal

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE, por sus siglas del inglés, transmissible
spongiform encephalopathy), también conocidas como enfermedades pridnicas o prionopatias, son un
conjunto de enfermedades neurodegenerativas que afectan a diferentes especies de mamiferos y cuyo
devenir esinvariablemente el deceso del individuo (1). Entre las especies afectadas destaca el ser humano,
en el que se han descrito la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD, del inglés, Creutzfeldt-Jakob disease),
el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), el insomnio familiar letal (FFI, del inglés, familiar
fatal insomnia) y prionopatia con sensibilidad variable a proteasas (VPSPr, del inglés, variable proteases-
sensitive prionopathy) (2). Entre las prionopatias descritas en otros mamiferos, se distinguen por su
importancia socioeconémica la tembladera (scrapie, en inglés) en cabras, ovejas y muflones, la caquexia
cronica (CWD, del inglés, chronic wasting disease) en cérvidos y, en especial, la encefalopatia
espongiforme bovina (BSE, del ingés bovine spongiform encephalopathy), que afecta a bévidos y fue la

III

causante de la epidemia del “mal de las vacas locas” a finales del siglo XX. Otras especies de mamiferos
en los que se observan enfermedades pridnicas son el vison, afectado por la encefalopatia transmisible
del visén (TME, del inglés, transmissible mink encephalopathy), el gato doméstico, por la encefalopatia
espongiforme felina (FSE, del inglés, feline spongiform encephalopathy), ungulados como el nyala y el
kudu mayor, por la encefalopatia de ungulados exéticos (EUE, del inglés, exotic ungulate encephalopathy)
y el dromedario, por la enfermedad pridnica de camélidos (CPD, del inglés camel prion disease) (3, 4). A
excepcion de la CWD, el resto de enfermedades pridnicas no humanas Unicamente se han observado en
animales domésticos o en cautividad, teorizandose el consumo de carne infectada por priones como la
causa mas probable de la mayoria ellas. De nuevo a excepcion de la caquexia crénica, todas las TSE se
consideran enfermedades raras debido a su baja incidencia, siendo un ejemplo de ello la incidencia anual
de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, la cual es aproximadamente de 1,5 casos por millon de habitantes

(en lo respectivo a la CWD, la enfermedad esta muy extendida y afecta a un gran nimero de animales

debido a su alta transmisibilidad).

Una de las principales caracteristicas de las TSE son sus largos tiempos de incubacidn, los cuales
van seguidos de una rapida progresion de la enfermedad. En las prionopatias humanas, el tiempo que
transcurre desde el inicio de los signos y sintomas clinicos hasta el fatal desenlace oscila entre los 6 meses
y los 2 afios de media, aunque pueden darse variantes con una progresion mas lenta. Los signos clinicos

son muy heterogéneos entre las diferentes TSE, pero todas ellas tienen en comun una alteracién del
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comportamiento, una ataxia cerebelar y una disfuncién motora y cognitiva progresiva. Debido a que
comparten muchos de esos signos clinicos con otras enfermedades neurodegenerativas, el diagndstico
definitivo de las enfermedades pridnicas es el estudio anatomopatoldgico post mortem del cerebro del
individuo afectado. De este modo se puede observar una caracteristica espongiosis en la materia gris
derivada de la muerte de neuronas, siendo el signo clinico que da nombre a este grupo de enfermedades.
Otros signos clinicos representativos de las TSE son una gliosis activa en la que participan tanto células de
la glia como astrocitos y la acumulacion de proteina malplegada, formando desde pequefios agregados
hasta placas y depdsitos de mayor tamafio (Figura 1). Aunque estos signos neuropatoldgicos estén
presentes en todas las prionopatias, tanto su distribucién en las diferentes areas del cerebro como su
gravedad puede varias entre diferentes enfermedades pridnicas y, en ocasiones, entre individuos con la

misma enfermedad (5).

Espongiosis Depdsitos de PrP Gliosis
a A b. i AT c. RS X

“

v
\

L)

Figura 1. Anomalias neuropatoldgicas observadas en encéfalos de individuos afectados por una enfermedad priénica. a)
Imagen del cortex frontal de un paciente con CID donde se observa vacuolizacion o lesiones espongiformes. Tincidn con
hematoxilina - eosina (H/E). 20x b) Imagen de depdsito perivacuolar de PrP detectado en el cdrtex frontal de un paciente con
CJD. Tincidn con el anticuerpo anti-PrP 12F10. 20x c) Imagen de gliosis reactiva aumentada en el tdlamo de un paciente con
FFI. Tincién con el anticuerpo anti-Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP, del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein). 40x. Modificado
de Ironside 2017; Budka 1995.

El evento central que desencadena el resto de signos clinicos es la acumulacidn de proteina
malplegada previamente mencionado. Esta proteina, denominada prion o PrP* (del inglés, prion protein
scrapie) es la isoforma malplegada de la proteina pridnica fisiolégica o PrP¢ (del inglés, prion protein
cellular). Ademds de ser la causante de la neurotoxicidad, la PrP* posee la capacidad de inducir el
malplegamiento a otras moléculas de PrP¢, modificando las propiedades bioquimicas y bioldgicas de las
mismas al cambiar su conformacién. Entre esas modificaciones destacan la insolubilidad incluso en
presencia de detergentes no idnicos, la resistencia parcial a proteasas y la tendencia a agregarse,

formando los depdsitos caracteristicos de las prionopatias. La capacidad autopropagativa del agente
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causal conlleva otro factor importante de las TSE, su potencial transmisibilidad, la uUltima de las

caracteristicas principales que bautiza a este grupo de enfermedades (5).
1.1.- Hacia la definicion de encefalopatia espongiforme transmisible

Aunque se han esbozado las lineas generales de las encefalopatias espongiformes transmisibles
(TSE), la aparente discordancia entre su caracter infeccioso y transmisible y la posibilidad de formas
espontaneas de enfermedad, junto con la naturaleza sin precedentes del agente causal, supuso una
odisea de mas de 200 afios desde la aparicién de los primeros casos conocidos y registrados de una

enfermedad pridnica hasta su correcta definicidn y clasificacién.
1.1.1.- Primeros casos descritos o por qué “no hay que mezclar churras con merinas”

El primer registro documentado de TSE data de 1732, afio en el que granjeros britanicos piden al
Parlamento que se tomen medidas legales para regular la importacién de ovejas. Esta peticién estuvo
motivada por un brote en el condado de Lincolnshire, Inglaterra, de una enfermedad ovina introducida
por ovejas merinas de origen espafiol, el scrapie o tembladera (6). Aunque en 1755 un grupo de criadores
de ovejas ya dejé testimonio en la Casa de los Comunes de que esta enfermedad se transmitia entre ovejas
y carneros por la sangre y que podia permanecer en ella entre doce meses y dos afios antes de que se
manifestase, no fue hasta 1788 y 1811 cuando se publicaron los primeros informes de caracter cientifico,
en la Agricultural Improvement Society of Bath y en la General View of the Agriculture of Wiltshire,
respectivamente. Fue en este informe de 1811 donde Thomas Davies enumera por vez primera los signos
clinicos de la tembladera, como los caracteristicos temblores o sacudidas en los cuartos traseros, y
establece una relacidn entre los casos observados en Wiltshire y Lincolnshire ochenta afios antes. Cuatro
afios mas tarde, en 1815, un nuevo informe vuelve a centrarse en la tembladera, esta vez en la General
View of the Agriculture of Dorsetshire, en el que se hipotetiza sobre una cada vez mas clara naturaleza
infecciosa de la enfermedad y también un componente hereditario, remarcando la imposibilidad hasta el

momento de identificar su agente causal ni un potencial tratamiento (7).

Entre las causas propuestas durante estos primeros afios de incertidumbre, destacan las
originales teorias de Roche-Lubin sobre una relacién de la tembladera con la hiperactividad sexual de las
ovejas o incluso con tormentas eléctricas y la conjetura hecha por M’Gowan de que el parasito protozoario
Sarcosporidium pudiera ser el agente causal (7). No obstante, no fue hasta 1936 cuando se produjo un
avance importante en la caracterizacion del agente causal. Dicho avance vino de la mano de los franceses

Cuillé y Chelle, los cuales demostraron la naturaleza transmisible de la tembladera y el caracter

24



INTRODUCCION

transmisible de su agente causal (8). Estos hechos fueron recibidos con cierta reticencia y escepticismo,
por lo que en el 1938 William Gordon repitié el experimento de Cuillé y Chelle en el prestigioso Instituto
Moredun de Edimburgo inoculando médula espinal procedente de ovejas con tembladera un total de 697
animales, de los cuales 200 desarrollaron la enfermedad (9). Ademas, y de forma fortuita, Gordon
demostro la transmisibilidad de la tembladera a través de vacunas basadas en cerebros de oveja fijados
en formalina, compuesto con propiedades desinfectantes y biocidas (9). Los estudios sobre el agente
causal de la tembladera fueron continuados por Wilson, Anderson y Smith en el Instuto de Moredun, los
cuales demostraron su resistencia a las altas temperaturas y a radiaciones ionizantes y confirmaron su
naturaleza filtrable y su resistencia a la formalina (10, 11). Sin embargo, lo heterodoxo de este agentey la
suspicacia que generaba en la comunidad cientifica hicieron que durante mucho tiempo se mostraran
reacios a publicar estos estudios e hicieran falta nuevos descubrimientos para avanzar en la
caracterizacién del esquivo agente causal de la tembladera en particular y de las aun por describir

encefalopatias espongiformes transmisibles en general (7).
1.1.2.- Aproximacion a las encefalopatias espongiformes transmisibles en humanos

Debido a las caracteristicas clinicas de las TSE y su dificil diagndstico, no es descabellado asumir
que, aunque no existan casos documentados, este grupo de enfermedades ha acompafiado al ser humano
desde sus inicios. Los primeros registros de lo que mas tarde se han considerado enfermedades pridnicas
humanas se atribuyen a los neurdlogos alemanes Hans-Gerhard Creutzfeldt y Alfons Maria Jakob. En 1920,
Creutzfeldt publicé un caso clinico en el que describia una neuropatia de rapida evolucidn, muy similar a
las descritas por Jakob en tres casos clinicos publicados en 1921 (12, 13). Esta neuropatia fue bautizada
como la enfermedad de Creutzfeld-Jakob (CJD) en 1922 por el también neurdlogo aleman Walther
Spielmeyer (14). Sin embargo, afios mas tarde y a la luz de nuevos estudios histopatoldgicos, se demostré
que el caso descrito por Creutzfeldt no se correspondia con la enfermedad que posteriormente llevaria
su nombre y sélo dos de los cinco casos descritos por Jakob a lo largo de la década de 1920 si se ajustaban
a dicha neuropatia. Curiosamente, cuando la CJD fue bautizada como tal en 1922, el propio Creutzfeldt
afirmaba que la neuropatia del caso que habia descrito, si bien similar, no era la misma que la de los casos
de su colega Jakob. Por su parte, Jakob alegaba que, aunque no se detectd espongiosis post mortem en el
caso descrito por Creutzfeldt, las neuropatias descritas por ambos eran idénticas o estaban
estrechamente relacionadas (2). Todo esto ha llevado a algunos autores a sugerir la conveniencia de
renombrar esta afeccion como enfermedad de Jakob-Creutzfeldt o incluso enfermedad de Jakob,

propuesta no aceptada por lo extendido del epdnimo original (15). Como anécdota, el microbidlogo y
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bromista empedernido Clarence Jospeh Gibbs Jr., de cuya contribucién a la investigacion de las TSE se
hablara mas adelante, abogaba a favor de las siglas CJD por la coincidencia con sus propias iniciales, como
si de la enfermedad de Clarence Jospeh (eninglés, Clarence Joseph disease, CJD) se tratara, contribuyendo
accidental o deliberadamente al reconocimiento de este epdnimo (16). A esta peculiar polémica sobre la
autoria del primer caso documentado de lo que mas adelante se conocerian como encefalopatias
espongiformes transmisibles humanas, hay que afiadir la consideracién hecha por Spillane en 1981. Este
neurdlogo galés reivindicaba que la esclerosis miliar descrita por Gowers en 1888, una encefalopatia de
rapida evolucidn con signos clinicos semejantes a los descritos por Creutzfeldt y Jakob afios mas tarde,
seria el primer caso documentado de lo que hoy conocemos como CID (Spillane. The doctrine of the
nerves. Chapters in the history of neurology. Oxford: Oxford University Press, 1981). Sea como fuere y
dado lo heterogéneo de los signos clinicos de estas neuropatias, no seria hasta afios mas tarde que la
descripcion de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob se corresponderia con la TSE que conocemos hoy en

dia.

Otra prionopatia descrita en esta época que, aunque carente de polémica en torno a ella,
tampoco seria considerada como tal hasta tiempo después, fue la definida por en 1936 Josef Gerstmann,
Ernst Straussler y llya Mark Scheinker. Recibiendo el nombre de los expertos que la caracterizaron, el
sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) fue descrito como demencia progresiva y
caracterizada por ataxia cerebelosa observada en una familia de la cual varios miembros habian fallecido

a causa de esta enfermedad (17, 18).

Sin embargo, no fue hasta afios mas tarde cuando se define por vez primera el concepto de
encefalopatia espongiforme transmisible y se sienta el precedente de lo que hoy entendemos como tal,
dandose el primer paso para la determinacidn de su agente causal. La historia de este gran avance en el
campo de las prionopatias empezé en 1956, cuando Vincent Zigas, oficial médico de origen estonio, se
encontraba trabajando en el entonces territorio asutraliano de Nueva Guinea (hoy Papua Nueva Guinea).
Fue en aqui donde Zigas inicid la investigacion de una extrafia enfermedad neurodegenerativa sin
precedente, caracterizada por una ataxia cerebelar y una progresiva disfuncién motora, de naturaleza
epidémica entre los nativos de la tribu de los Fore (2). Las personas afectadas por esta enfermedad
padecian violentos temblores y estremecimientos, lo que le valié el nombre de kuru, palabra que en el
lenguaje de los Fore significa “temblar de frio o fiebre”. La rapida progresidon del kuru y la velocidad con
la que causaba la muerte de los miembros de la tribu le brindd a esta enfermedad un origen mistico entre

los Fore, asociandola con brujeria y maldiciones. Otro rasgo caracteristico de esta “maldicién” es que
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parecia ensafiarse con mujeres y nifios, los mas afectados (19). No obstante, antes de ser conscientes de
la gravedad de la enfermedad y asociarlo con la brujeria, los Fore se referian a este mal como negi nagi,
lo que en su lenguaje significa “persona tonta o estupida”. La razén de esta terminologia radica en que,
en los primeros estadios de la enfermedad, los afectados padecian cambios emocionales inexplicables
para los miembros de la tribu, que iban desde la depresidon hasta la euforia, siendo frecuentes los ataques
de risa compulsiva. Estos ataques de risa, junto con un caracteristico rictus facial en forma de sonrisa, hizo
que el kuru fuese posteriormente bautizado como “muerte de la risa” o “muerte sonriente” (en inglés,

laughing death) por los medios (19).

El misterio que rodeaba a esta nueva enfermedad hizo que el médico estadounidense Daniel
Carleton Gajdusek, quien en ese momento se encontraba en Australia, se interesase por ella y visitara a
Zigas en su campamento médico en Nueva Guinea en marzo de 1957. Alli, Gajdusek tuvo la oportunidad
de conocer y examinar a algunas de las victimas del kuru, momento en el que comenzaria una
colaboracion entre ambos especialistas con el objetivo de estudiar a fondo esta enfermedad (2). Los
primeros frutos de esta colaboracién no se hicieron esperar, ya que en septiembre de 1957 publicaron
una descripcion clinica de 114 casos de kuru en los que incluyeron los rasgos caracteristicos ya referidos,
asi como los hallazgos post mortem de seis autopsias, resaltando la degeneracidon neuronal observada,
mas intensa en el cerebelo y el sistema extrapiramidal (20, 21). Aunque en un principio se barajé la
posibilidad de una etiologia genética o incluso mediada por un téxico en detrimento de una de caracter
infeccioso, los estudios sobre el recorrido geografico y evoluciéon del kuru desde su origen a principios de
siglo XX, de acuerdo con los testimonios de los Fore, llevaron a Gajdusek a establecer una nueva relacion
de causalidad: las practicas de endocanibalismo presentes en los ritos funerarios (19, 22, 23). En estos
ritos, la esposa e hijos del familiar fallecido consumian su cadaver, provocando asi la transmision del kuru,
lo que daba una explicacidén a la mayor incidencia de la enfermedad en mujeres y nifios. Esta hipdtesis
estaba respaldada también por otros hechos como la aparicion de los signos clinicos en hermanos en
edades similares (punto comun de contagio), la ausencia de casos de kuru entre nifios nacidos a partir de
1954 (las practicas endocanibalistas cesaron a principio de la década de 1950) y la ausencia de la
enfermedad entre otras tribus cercanas, como la de los Anga, que no compartian estos ritos funerarios
(7, 19). Este conjunto de hallazgos llevo a Gajdusek a teorizar que el agente causal del kuru era un “virus
lento” presente en el organismo de los fallecidos, mas concretamente en el tejido nervioso, que era

transmitido en estas practicas funerarias.
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La conclusidn de que este “virus lento” se localizaba principalmente en el tejido nervioso se debid
a los estudios histopatoldgicos post mortem de los afectados y su degeneracién neuronal (vide supra)
llevadas a cabo por Gajdusek y Zigas. Las preparaciones resultantes de estos estudios Ilegaron a manos
del neuropatdlogo polaco Igor Klatzo, quien fue el primero en establecer una relacién de semejanza entre
las muestras de afectados por kuru y las de afectados por la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (22). Klatzo
fue mas alla en el andlisis de estas muestras, describiendo una proliferaciéon e hipertrofia de células gliales
y unas estructuras con forma de placa, tanto en el cerebelo como en los ganglios basales y el cértex, las

cuales tendran una importancia vital en las TSE (22).

El siguiente gran avance dentro de las TSE resultd de una serie de eventos fortuitos. La
tembladera, aquella enfermedad ovina de agente causal desconocido endémica en el Reino Unido desde
que pareciera en el siglo XVIII, habia empezado a extenderse lentamente por Estados Unidos y Canadd
durante el siglo XX (24). Esto llevé al Departamento de Agricultura de los Estados Unidos a enviar en 1958
al patdlogo veterinario William Hadlow al UK Agricultural Research Council Field Station en Compton,
Inglaterra, para aprender mas sobre esta enfermedad. Desde alli, y por recomendacién del parasitélogo
americano William Jellison, Hadlow visité el Wellcome Medical Museum de Londres, donde Gajdusek
habia organizado una exposicion sobre la enfermedad del kuru (2). Fue en esta exposicion donde Hadlow
tuvo acceso a los estudios llevados a cabo por Klatzo, observando similitudes entre la histopatologia del
kuru y de la tembladera. En ambos casos, los cerebros afectados presentaban caracteristicos cambios
espongiformes en la materia gris, degeneracién neuronal y astrogliosis. Estas semejanzas llevaron a
Hadlow a revisar lo publicado sobre el kuru y a compartir con Gajdusek sus observaciones sobre las
semejanzas entre la tembladera y esta enfermedad en lo concerniente a las caracteristicas
epidemioldgicas, el patron clinico general y los cambios neurohistolégicos (25). No obstante, la aportacion
de Hadlow al estudio de las TSE no acabd ahi, sino que sugirié a Gajdusek la posibilidad de que el kuru
compartiese el caracter transmisible de la tembladera (24). De este modo, al igual que la tembladera se
transmite mediante la inoculacion de tejido nervioso en ovejas sanas, el kuru podria comportarse de
manera semejante al inocularse en primates superiores. Asi, en 1963 Gajdusek, junto al estadounidense
C. ). Gibbs Jr. y al australiano Michael P. Alpers, inoculé cerebros de pacientes fallecidos a causa del kuru
en chimpancés, los cuales enfermaron en menos de tres afnos. Estos animales manifestaron una
enfermedad neuroldgica progresiva y, en el examen histopatoldgico post mortem llevado a cabo en sus
cerebros, los ya conocidos cambios espongiformes en la materia gris, degeneracidn neuronal y astrogliosis
(26). Ademas de chimpancés, otros primates como monos arafia y monos titi fueron inoculados, todos

ellos enfermando y presentando los rasgos tipicos de la enfermedad (27, 28). Asi, la teoria del
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endocanibalismo ritual como fuente de contagio del kuru entre los Fore y el caracter transmisible de su
agente causal quedaron completamente confirmados. Animados por estos resultados y basandose en la
relacion de semejanza entre el kuru y la CID hecha por Klatzo afios antes, el equipo de Gajdusek, Gibbs y
Alpers inoculé un chimpancé con homogeneizado de cerebro procedente de un paciente fallecido a causa
de la enfermedad de Creuztfeldt-Jakob. Los primeros signos clinicos aparecieron en el animal trece meses
después de lainoculacién (29). El estudio histopatologico post mortem del cerebro reveld la caracteristica
neurodegeneracion espongiforme observada tanto en el kuru como en la tembladera, de manera que se
demostré la naturaleza comun de estas tres enfermedades, quedando definidas como encefalopatias
espongiformes transmisibles. El conjunto de los hallazgos y méritos descritos con respecto a las TSE en
general y el kuru en particular hicieron ganador del Premio Nobel de Medicina a Daniel Carleton Gajdusek

en 1976.

Recientemente, gracias a un estudio comparativo utilizando técnicas de imagen modernas y
simulacion tridimensional, ha sido posible llegar un paso mas alld en la descripcion del kuru,
caracterizando las placas observadas en cerebros de pacientes con esta enfermedad y relacionandolas
con las observadas en pacientes con GSS. De este modo, los polacos Beata Sikorska y Pawel Liberski han
propuesto un caso de GSS, posteriormente transmitido entre miembros de la tribu Fore, como posible
origen del kuru (Multi-centric plaques in kuru: a fingerprint of its origin; Beata Sikorska and Pawel P.

Liberski, poster Prion2022).

Volviendo a la naturaleza transmisible de la CJD, su descubrimiento supuso la revision de casos
de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob sospechosos de haber sido contraidos por contagio asociado al uso
de material quirdrgico contaminado (30). No obstante, el primer caso reconocido y documentado de CID
iatrogénica data de 1974, siendo el medio de contagio un trasplante de cérnea procedente de un donante
no diagnosticado (31). Aunque en los afios siguientes se confirmaron dos casos mas de CJD iatrogénica
derivada de trasplantes de cdrnea y se sospecha que esta sea la causa de otros tres casos mas (32), el
mayor numero de este tipo de contagios son los relacionados con injertos de duramadre y tratamientos
con hormona de crecimiento derivadas de glandulas pituitarias humanas extraidas de cadaveres (2). Otro
importante descubrimiento relacionado con el caracter transmisible de las TSE fue la posibilidad de
contagio por transfusion de sangre, tal y como describié Manuelidis en 1978 con conejillos de india y CJD
experimental y fue confirmado por numerosos experimentos incluyendo diferentes especies animales y
diferentes prionopatias, desde el GSS hasta la tembladera (33-35). Aunque los largos tiempos de

incubacién en los modelos animales desde la transfusion hasta el inicio de la enfermedad demostré que
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la cantidad de agente infeccioso en sangre debia de ser muy pequefia, esto no impidid que se dieran casos
de contagios en humanos. El primero de estos casos en ser registrado, en el que el paciente acabaria
desarrollando la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (de la que se hablara mas adelante), tuvo

lugar en 2003 en Reino Unido (36).

La caracterizacidn cada vez mas completa de las encefalopatias espongiformes transmisibles hizo
posible que en los afios posteriores otras neuropatias poco frecuentes pudiesen ser englobadas en este
grupo tras su descripcion. Este fue el caso del insomnio familiar letal (FFI), descrito por el neurdlogo Elio
Lugaresi en 1986 en un paciente de una familia italiana en la que varios miembros de la misma padecian
la misma enfermedad neuroldgica (37). Esta enfermedad se caracterizaba por una serie de cambios en el
talamo que desembocaban en ataxia progresiva, disautonomia e insomnio, el cual le da nombre a esta
enfermedad (38). Aunque algunos de los signos clinicos de esta enfermedad coinciden con los de la CID,
los cambios observados en el tdlamo, asi como el caracteristico insomnio y la incapacidad de transmitir el
FFl a primates no humanos permitieron su diferenciacion dentro de las TSE y su correcto diagndstico (39).
La ultima de las TSE descritas en humanos es la prionopatia con sensibilidad variable a proteasas (VPSPr),
cuyo primer caso reportado data de 2008 (40). Esta enfermedad, de la que sélo se han reportado 37 casos
en total, presenta unas caracteristicas histopatoldgicas propias y unos signos clinicos heterogéneos que
la diferencian de otras TSE, pero su rasgo mas caracteristico es su relacién con una isoforma patogénica
de la proteina pridnica no resistente a proteasas (41). Sin embargo, desde el descubrimiento de la
transmisibilidad de las TSE por parte de Gajdusek y colaboradores en 1968 hasta que se establecid una

relacion entre estas encefalopatias y la proteina pridnica aun habrian de pasar afios.
1.1.3.- Desentraiiando el arcano de las encefalopatias espongiformes transmisibles: el agente causal

Si bien el primero en considerar la posibilidad de que una TSE como es la tembladera estuviera
causada por algun tipo de virus fue Besnoit en 1899, los primeros experimentos en apoyar esa teoria
fueron los de Cuillé y Chelle en 1936, los cuales contaron con el respaldo de los estudios de Gordon en
1938 y Wilson en 1950, tal y como se ha explicado previamente (7). No obstante, fue en 1954 cuando el
microbidlogo islandés Bjorn Sigurdsson describid el concepto de infeccidon “lenta”. Este concepto hacia
referencia a cualquier infeccién, independientemente del agente causal, que comparte caracteristicas
tales como un periodo de incubacién largo, de meses o afios, un curso prolongado de enfermedad, un
desarrollo invariablemente letal, una patologia restringida a un solo 6rgano o sistema y un rango de
especies susceptibles limitado. De este modo, Sigurdsson incluyé en este grupo una encefalitis ovina

denominada rida en Islandia que podria haberse tratado, al menos en algunos casos, de tembladera (2).
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Asi, aunque considerada una infeccidn “lenta”, la posibilidad de una naturaleza virica para su agente
causal se enfrentaba a numerosas evidencias en contra, como sus ya citadas resistencias a la formalina, a
las altas temperaturas o a radiaciones ionizantes (9-11). Afios mas tarde, en 1964, |. H. Pattison y B. F.
Sansom fueron capaces de mantener el agente infeccioso de la tembladera incluso después de someterlo
a filtrados utilizando membranas de dialisis con un tamafio de poro de 2,4 um, es decir, unas diez veces
mas pequefio que el utilizado para retener virus de tamafios medianos y pequefios (tamafio de poro de

20-35 pm) (42).

De forma paralela a estos experimentos, también Pattison, en esta ocasion en colaboracién con
Millson, transmitié la tembladera de ovejas a cabras, siendo esta la primera vez que se observaba la
aparicion de cepas claramente diferenciadas: parte de las cabras inoculadas presentaron un
comportamiento de rascado (scratching, en inglés) al desarrollar la enfermedad, mientras que otras de
las cabras inoculadas manifestaban la tembladera en forma de un aletargamiento general (drowsy, en
inglés) (43). Ademas, al inocular el mismo aislado de tembladera a cabras y diferentes razas de ovejas,
observaron distintos grados de susceptibilidad a la enfermedad. De nuevo, estos datos parecian respaldar
la hipdtesis del virus como causante de la tembladera al apuntar a la existencia de material genético en el
agente infeccioso, siendo este susceptible de sufrir cambios que resultasen en cepas con infectividad y
propiedades diferentes (44). La existencia de nuevas cepas se tradujo en nuevas posibilidades de conocer
mas sobre esta enfermedad y su agente causal, lo que llevd a la transmisibilidad de las cepas drowsy y
scratching de la tembladera caprina a ratones tipo silvestre (wt, del inglés, wild type) por parte del
britanico R. L. Chandler (45). El éxito cosechado por Chandler llevd en afios posteriores a la demostracién
de la capacidad de transmision de la tembladera ovina original a especies como ratones WT y ratas (46,
47). Este conjunto de evidencias, tanto a favor como en contra de la hipdtesis de la etiologia virica de la
tembladera, llevé a Pattison a especular en 1965 que, si realmente se trataba de un virus, el agente causal

de la tembladera seria un tipo de virus inédito (48).

Con estos precedentes, tras establecer una relacion entre la tembladera, el kuru y la CID gracias
a Klatzo y Hadlow y demostrar la transmisibilidad las ultimas a primates utilizando material infeccioso
filtrado, Gajdusek y Gibbs hipotetizaron en 1967 que el agente causal de estas enfermedades seria un
“virus lento”, proponiendo el término encefalopatia viral espongiforme subaguda para este grupo de
neuropatias (22, 25, 26, 49). Sin embargo, fue en ese mismo afio cuando se propuso una nueva idea que

II(

no solo iba contra la teoria del “virus lento” como agente causal de las TSE, sino contra el dogma central

de la biologia molecular. Esta idea comenzo a gestarse cuando la fisica sudafricana Tikvah Alper estudio
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la resistencia del agente de la tembladera a la inactivacién por radiacidon ionizante y luz ultravioleta (50,
51). Esta inusual resistencia a la irradiacién llevo a Alper a sugerir a principios de 1967 que la presencia de
material genético en el agente de la tembladera debia ser demasiado pequefia o incluso nula como para
que se tratara de un virus, insinuando que incluso podria tratarse de una proteina. Unos meses mas tarde
Pattison y Jones coincidieron con la opinidn de Alper al insinuar en una monografia sobre la tembladera
gue su agente causal podria ser una proteina o al menos estar intimamente asociado a ella (52). En
septiembre de este aiio, Gibbons y Hunter revisan los resultados de los experimentos realizados alrededor
del agente de la tembladera, analizando las evidencias a favor y en contra de las diferentes hipotesis
contempladas hasta entonces: la hipotesis del virus, la hipétesis de la proteina, la hipdtesis carbohidrato
(asociado o no a proteina) y la hipétesis de la membrana con capacidad autorreplicativa (53). Sin embargo,
el mayor apoyo a la teoria de la proteina como agente causal de la tembladera con respecto al resto de
hipdtesis se recoge en un articulo publicado asociado al de Gibbons y Hunter. En este articulo, el quimico
y matematico John Stanley Griffith describe tres mecanismos tedricos por lo que una proteina podria
presentar capacidad autorreplicativa e inducir la enfermedad en un organismo. El segundo de los
mecanismos de Griffith se basa en la existencia de una proteina con dos posibles conformaciones, una
reactiva y con tendencia a polimerizar, a, y otra estable y presente de forma normal en el organismo, a’.
De esta manera, cuando la forma reactiva a entra en contacto con la forma estable a’, esta ultima sufre
un cambio en su conformacion volviéndose reactiva y uniéndose a la primera, formando dimeros,
trimeros, etc. Asi, el autor explica el cardcter transmisible de la tembladera. Adem3s, Griffith describe
también la posibilidad, si bien escasa por lo termodinamicamente desfavorable del evento, de que una o
varias proteinas del tipo o’ cambien su conformacidn a a iniciando el proceso de polimerizacion y dando

una explicacidn a los casos de tembladera de aparicion espontanea (54).
1.1.3.1- Formulando la hipétesis “solo proteina”

El conjunto de pruebas a favor de la naturaleza proteica del agente infeccioso de las TSE junto con
la brillante propuesta de Griffith llevaron a un punto de inflexion en la historia y el estudio de estas
enfermedades de la mano del neurdlogo estadounidense Stanley B. Prusiner, el cual seria galardonado
con el Premio Nobel en Medicina en 1997 en reconocimiento a sus estudios en este campo. Este punto
de inflexion no es otro que el descubrimiento del agente causal de las encefalopatias espongiformes

transmisibles y, con ello, la descripcidn de un nuevo tipo de patdgeno.

Para esto, Prusiner se centré en el estudio del agente causal enfocandolo desde la perspectiva de

gue su naturaleza era la de esas proteinas teorizadas por Griffith, de manera que sometid aislados de
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tembladera a métodos de inactivacion de proteinas tales como su exposicidén a fenol, hidrocloruro de
guanidinio, urea y varios detergentes, observando como la infectividad de estas muestras se reducia o
desaparecia completamente (55-57). Si bien estudios de este tipo ya habian sido llevados a cabo con
anterioridad, como aquel desarrollado por Hunter y Millson en 1967 en el que sometian muestras de
tembladera a digestiones proteoliticas con proteinasa K (PK) y tripsina o el experimento de H. J. Cho de
1980 en el que comparaba la infectividad de un aislado de tembladera tras tratarlo con RNasa A, DNasa |
y pronasa, observdndose en ambos estudios una inactivaciéon total o parcial tras el tratamiento
proteolitico, lo que diferencié a Prusiner del resto fue su capacidad para extraer conclusiones mas
categoricas (58, 59). Mientras que el resto se limitaba a relacionar estos datos con un agente causal
estrechamente relacionado y dependiente de una proteina, Prusiner propuso en 1982 la hipdtesis “solo
proteina”, segun la cual la esta era el agente causal, aportando datos experimentales al modelo tedrico
de Griffith y acufiando el término “prion” (del inglés, proteinaceous infectious particle) para referirse a

dicha proteina (60).

De forma simultanea a esta propuesta otro importante estudio se fraguaba en manos de David
Bolton y Michael McKinley, colaboradores de Prusiner, quienes aislaron una proteina de cerebros de
hamsteres infectados con tembladera. Esta proteina, que no se encontraba en los cerebros de hamsteres
sanos, presentaba una serie de caracteristicas particulares como una resistencia parcial al tratamiento
con proteasas y un tamafio de 27-30 kDa (61). Las peculiares estructuras observadas por microscopia
fueron Bautizadas por Prusiner como “varillas pridnicas” (en inglés, prion rods) y se les atribuyé una
naturaleza amiloidea relacionandolas con los agregados presentes en cerebros de afectados por TSE
(Figura 2). Ademas, Prusiner sefialaria a la proteina del prion (PrP, del ingés, prion protein) como
componente mayoritario, si no Unico, de los priones y a la fraccion de 27-30 kDa de esta proteina (PrP?”-

30) como la fraccidn infecciosa (62).

Paralelamente a los estudios y propuestas de Prusiner y colaboradores, cabe destacar a Patricia
A. Merz y su grupo, quienes fueron los primeros en observar las estructuras fibrilares presentes en
cerebros de roedores infectados con tembladera mediante la técnica de microscopia electrénica de
tincidn negativa en 1981 (63). Merz detectaria estas mismas estructuras en cerebros de pacientes de CID
y kuru, relaciondndolas con el posible agente causal no sélo de la tembladera, si no de todas las TSE (64).
Sin embargo, y como ejemplo para ilustrar la reticencia mostrada por la comunidad cientifica a la audaz

propuesta de Prusiner de un agente infeccioso inédito, el prion, compuesto Unicamente por proteina,
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Merz y colaboradores nombraron a estas estructuras “virus filamentosos”, decantdndose por las hipétesis

mas conservadoras de la naturaleza virica del agente causal de las TSE.

No obstante, el grupo de Prusiner continud desarrollando su enfoque, aislando la secuencia de

los dultimos 15 aminoacidos del extremo amino terminal de PrP a partir de homo

Figura 2. Imdgenes de microscopia electrénica de fibras de PrP asociadas a EET. a) Microfotografia de campo oscuro tefiida con
dcido fosfotiingstico que muestra las denominadas “varillas pridnicas” constituidas por PrP*¢ y purificadas a partir de un cerebro
de hamster infectado con CID; b) de un cerebro humano afectado de CID y c) de un cerebro de ratén infectado con la cepa de

scrapie 139A. Barra de escala de 0.1 um. Modificado de Mertz et al. 1983.

geneizado de cerebros de hamsteres infectados con tembladera (65). Gracias a esto, Bruce W. Chesebro
y su grupo pudieron aislar y secuenciar el ARN mensajero (mRNA, del inglés, messenger ribonucleic acid)
que codificaba la PrP?-3°, Para su sorpresa, encontraron este mRNA tanto en animales sanos como en
infectados por TSE, lo que parecia indicar que esta proteina se encontraba en el cerebro de ratones de
forma natural (66). De forma paralela a este descubrimiento, Bruno Oesch y colaboradores identificaron
un gen de copia Unica que codificaba esta proteina, presente también tanto en hamsteres sanos como
enfermos. Este grupo de investigadores descubrieron que el producto de dicho gen era una PrP de 33-35
kDa, de la que derivaba la PrP?3°, y que, mientras que la proteina presente en animales enfermos era
resistente a la digestion con PK, la encontrada en animales sanos era susceptible a este tratamiento (67).

Esta serie de estudios alcanzaron su cenit en 1986, cuando el afamado bidlogo molecular Charles
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Weissmann y su grupo llevaron a cabo la clonacién del gen que codifica la PrP, al que llamaron PRNP, el
cual se expresaba de forma constitutiva tanto en neuronas de animales sanos como en otros tipos

celulares, apuntando a una expresién ubicua del mismo (68, 69).

De este modo, se comenzaba a esbozar la solucién al rompecabezas del agente causal de las TSE,
apuntando a la isoforma de menor peso molecular de la proteina pridnica, la PrP?7-3 o PrP> (por su
asociacion con la tembladera o scrapie, en inglés), como responsable de la enfermedad y a la de mayor
peso molecular, conocida como PrP¢ (proteina pridnica celular) como la isoforma presente en individuos

sanos, estando ambas isoformas codificadas en el mismo gen, el PRNP.
1.1.3.2.- Confirmando la hipoétesis “solo proteina”

Aunque numerosos descubrimientos que parecian respaldar la teoria del prion como agente
causal, lo novedoso y rompedor del enfoque de una proteina como Unico elemento patdgeno capaz de
replicarse y transmitir informacion especifica dando lugar a diferentes cepas, todo ello sin necesidad de
material genético (una propuesta “claramente herética”, en palabras atribuidas al propio Prusiner) seguia
sin ser completamente aceptado entre la comunidad cientifica. Esto dio pie al desarrollo de una hipdtesis,
la del virino, presentada por primera vez por Dickinson y Outram en 1979 (70). Segun esta teoria, el virino
seria el agente causal de las TSE, estando este compuesto por una cantidad muy pequefia de material
genético el cual se une de forma especifica a proteinas presentes en las células del individuo infectado,
quedando asi protegido por ellas, y que es capaz de utilizar los mecanismos de la célula infectada para su
propia replicacién, produciendo una variante u otra de la enfermedad (y explicando asi la posibilidad de
diferentes cepas) en funcidn de cada individuo (71). Sin embargo, esta teoria, junto a las referentes a
“virus lentos”, acabarian siendo desestimadas, ya que las evidencias que finalmente demostrarian la

hipdtesis “solo proteina” de Prusiner no se hicieron esperar.
e Evidencias bioquimicas y bioldgicas

Las primeras evidencias que respaldan la hipdtesis “solo proteina”, si bien de forma
aparentemente subrepticia, se remontan a la década de 1920, cuando se empezaron a registrar datos que
vinculaban enfermedades como la CJD con la herencia genética. En los afios posteriores, surgieron otras
evidencias basadas en experimentos con animales que, aunque en un principio parecian dar mayor

Ill

veracidad a la teoria del “virus lento” que a la de “solo proteina”, una reinterpretacidn ulterior ponia de
manifiesto la importancia tanto de la dotacion genética del agente causal como a la del huésped. Este es

el caso de los ya citados experimentos de Pattison y Millson en 1961, cuando describieron por primera
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vez cepas diferentes de tembladera al inocular cabras con homogeneizados de cerebro de ovejas con esta
enfermedad, sentando las bases de lo que hoy conocemos como fendmeno de cepas pridnicas y barrera
de transmision (43). Fue también en la década de 1960 cuando el grupo de A. G. Dickinson demostro que,
tras inocular tembladera en ratones, el periodo de incubacidn hasta la manifestacién de la enfermedad
dependia de un locus cromosdmico, al que llamaron Sinc (del inglés, scrapie incubation), que también
localizaron en ovejas, denominandolo SIP (del inglés, Shorter Incubation Period) debido al menor tiempo
de incubacién en esta especie (72, 73). Basandose en estos estudios, el grupo de Prusiner aislé en 1986 el
locus que contenia el gen que codifica la PrP<, al que llamaron Prn-p, y definieron su estrecha relacién con
el locus Sinc, al que denominaron Prn-i (69). Finalmente, mediante un experimento en el que introducian
cambios o polimorfismos en estos loci para estudiar su efecto en el tiempo de incubacién de la tembladera
en ratones, el grupo de Prusiner demostrd en 1998 que tanto Prn-p como Prn-i no eran sino alelos de un
mismo gen, el PRNP, que codifica la PrP (74). De esta manera, este viaje de 70 afios centrado en la genética
de las TSE iba definiendo poco a poco la importancia de un solo gen, el PRNP, y de la PrP como Unico
responsable de la enfermedad. Sin embargo, la culminacién de este viaje no llegd Unicamente con la
vinculacién del gen PRNP con las TSE, si no de mutaciones puntuales en dicho gen con diferentes
enfermedades de este tipo, definiéndose asi las formas familiares o genéticas de la enfermedad. Algunas
de las mas destacadas son la relacion entre la mutacidén P102L y el GSS (75), el descubrimiento de que las
inserciones de una zona de repeticiones de octapéptidos causaban una forma familiar o hereditaria de
CID (fCID, del inglés, familial Creutzfeldt-Jakob Disease) (76) o la relacién entre la mutacion D178N y el
FFI (77).

De forma paralela a estos estudios genéticos, se han ido sucediendo numerosos estudios que han
dado validez a la hipodtesis “solo proteina”, incluso antes de que esta fuese formulada. Este es el caso,
ente otros, de los experimentos de Alper ya mencionados, en los que demostraba la resistencia del agente
causal a métodos de inactivacidn de acidos nucleicos, o los de Hunter y Millson, con los que describieron
la sensibilidad de dicho agente a proteasas (50, 51, 58). Afios después, estos datos llevarian a Prusiner a
establecer una relacién de proporcionalidad entre la fraccidn resistente a proteasas del agente infeccioso,

ya definido como prion, con la infectividad (60).

El siguiente punto importante en la demostracidén bioquimica de la hipdtesis “solo proteina” se
debe al intento de explicar la diferencia entre la PrP¢y la PrP* y, por tanto, la capacidad patogénica de la
segunda. Una de las primeras explicaciones propuestas vino de la mano de Prusiner y colaboradores,

atribuyendo estas diferencias a modificaciones post-traduccionales. De este modo, se detectd una
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modificacién post-traduccional que se daba tanto en la PrP® como en la PrP*¢y, por tanto, no podia explicar
el caracter patogénico de la isoforma picara. Esta modificacion consistia en la presencia de un glicolipido
(fosfatidil-inositol), cuya funcidn es el anclaje de la proteina pridnica a la membrana celular (78). Afios mas
tarde, el mismo grupo concluyé que ambas formas de la proteina poseian idénticas secuencias
aminoacidicas y modificaciones post-traduccionales, sugiriendo que las diferencias se limitaban al nivel
estructural (79). La naturaleza insoluble de la PrP%, asi como su incapacidad para formar cristales, dificultd
el esclarecimiento de su estructura debido a las limitaciones técnicas de las estrategias disponibles para
tal fin, como el dicroismo circular (DC, del inglés, Circular Dichroism) o la cristalografia. No obstante, el
grupo de Byron Caughey, utilizando la técnica del dicroismo circular con la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR, del inglés, Fourier Transform Infrared Spectroscopy) y basandose en el
algoritmo de Garnier, pudo realizar un estudio preliminar de la estructura secundaria de agregados de PrP
resistentes a PK (80). Esto permitié un mejor modelaje de las estructuras secundarias que adoptaban
ambas formas de la proteina, mostrando una disminucion en el contenido de hélices-a en favor de un
aumento en la proporcion de laminas-B (81). La ldamina-B u hoja plegada B es una de las posibles
estructuras secundarias que puede adoptar una proteina y se caracteriza por su naturaleza hidrofébica y
su tendencia a formar oligémeros, explicando algunas de las propiedades de la PrP* como su insolubilidad
en detergentes no idnicos (82). Ademas del aumento de ldminas-B en su estructura, la identificacion de
un segmento no ordenado correspondiente a los primeros 90 aminoacidos de la proteina arrojo luz sobre
otra de las caracteristicas de la PrP*: su diferencia de tamafio con respecto a la isoforma celular. Esto se
debe a una resistencia parcial a la digestién por proteasas, como la proteinasa K, capaz de digerir el
segmento no ordenado, pero no la region de la proteina rica en laminas-B. De esta manera, como
producto de la digestidn con PK se obtiene una proteina de 27-30 kDa, siendo aquella denominada como
PrP?730 (83). Otra de las caracteristicas otorgadas por una estructura secundaria rica en ldminas-B es la
tendencia de la PrP> a agregarse, formando las placas y fibras amiloideas observadas en cerebros de
pacientes con TSE (84). A dia de hoy, esa isoforma resistente a la digestidn con proteasas que puede ser
detectada por técnicas analiticas como el Western blot, asi como las fibras de PrP* detectables mediante

técnicas inmunohistoquimicas, constituyen el principal marcador patognomanico de las TSE.
e Evidencias derivadas de estudios en animales

Los primeros estudios de TSE con animales fueron aquellos que se centraron en demostrar el
cardcter transmisible del agente causal mediante la inoculacién del mismo en las mismas especies en las

que describid la enfermedad o en especies cercanas, como el caso de la transmision de la tembladera a
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ovejas y cabras o del kuru a primates no humanos (8, 26, 43). No obstante, fue Chandler en 1961 quien
dio un paso decisivo en la investigacion de las enfermedades pridnicas en modelos animales al transmitir
con éxito aislados de tembladera a ratones wt. De este modo, ademas de facilitar un modelo animal mas
accesible y asequible, permitié el estudio de diferentes tiempos de incubacién en funcién del asilado de
tembladera utilizado, allanando asi el camino a un nuevo paradigma en la diferenciacion de cepas, y la
presencia de una barrera de transmision para diferentes tipos de roedores (45). Este modelo demostré su
versatilidad en los afios posteriores cuando fue experimentalmente infectado con éxito con otras TSE,
como la CJD y la BSE (85, 86). Otro modelo animal ampliamente utilizado en la década de 1980 para el
estudio de las enfermedades pridnicas fue el hamster sirio dorado, destacando los experimentos de
Kimberlin y Walker centrados en la caracterizacidon de cepas de tembladera (87-89). Si bien los datos
arrojados por los estudios con ratones wt y hamsteres ponian de manifiesto la importancia del genotipo
del huésped en las TSE, la imposibilidad o dificultad a la hora de trabajar con otros modelos animales vy,
por tanto, con genotipos diferentes, supuso una limitacién en el avance de la comprension de estas

enfermedades.

Sin embargo, la solucidn a este problema no se hizo esperar: en 1982 Richard D. Palmiter y Ralph
L. Brinster desarrollaron el primer ratén transgénico (90). Si bien nada tenia que ver con las TSE (este
primer ratén transgénico, capaz de desarrollar tumores cerebrales y linfoides, habia sido disefiado como
modelo para el tratamiento de los mismos), los estudios de Palmiter y Brinster abrieron la veda para el
desarrollo de nuevos ratones transgénicos y el amplio abanico de posibilidades que ello implicaba. Fue
solamente siete afios después, en 1989 cuando Michael Scott y colaboradores publicaron los primeros
datos sobre la generacidn de un ratdn transgénico que expresaba la PrP¢ del hamster sirio dorado y que,
al ser inoculado con tembladera, era capaz de reproducir los rasgos fenotipicos especificos que dicha
enfermedad producia esta especie (91). A partir de este momento, el disefio y generacién de nuevos
ratones transgénicos expresando la PrP¢ de diferentes especies supondria un avance fundamental para la

determinacion y comprension del agente infeccioso.

Asi, se sucederian importantes progresos en el estudio de los priones, como aquel en el que la
generacién de un modelo animal con la mutacién puntual en el gen PRNP para que expresase una PrP¢
con el polimorfismo P102L, asociado al GSS, demostré que un cambio puntual en este gen es suficiente
para la aparicion espontdnea de esta enfermedad, respaldando la hipdtesis “solo proteina” (92). Sin
embargo, tiempo después se descubrid que la enfermedad generada en estos ratones no era exactamente

GSS, ya que, a pesar de producir los mismos signos clinicos, no era posible su transmision a otros animales
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(93). No obstante, en los afios posteriores se fueron generando animales transgénicos que si mimetizaban
todos los aspectos tipicos de las TSE, desde su aparicién espontanea en ciertos modelos hasta el fenotipo
tipico de cada enfermedad, permitiendo la transmisibilidad de las mismas. Algunos ejemplos son el
modelo de ratdn transgénico que expresa la PrP¢ bovina con una mutacién asociada a GSS en humanos
(94), los ratones transgénicos que expresan PrP¢ de ratén con mutaciones asociadas a GSSy CJD (95) o el
modelo de ratén transgénico que expresa la PrP¢ del topillo rojo, cuyo polimorfismo natural 1091 favorece

el malplegamiento espontaneo (96).

En la década de 1990 se desarrollaron una serie de modelos animales transgénicos que,
ahondando en el mismo concepto, supusieron una evidencia decisiva a favor de la hipdtesis “solo
proteina”. Estos fueron aquellos modelos en los que se modificaba la cantidad de PrP¢ expresada,
generandose modelos en los que se eliminé el gen PRNP (PRNP 7°), de manera que no expresaban PrP¢
alguna, modelos hemicigotos para para este gen (PRNP */), es decir, que expresaban la mitad de PrP¢ que
un ratén wt (PRNP **), y modelos que sobreexpresaban el gen PRNP, aumentando la cantidad de PrP¢
presente en el animal. Asi se descubrid que los animales sin PrP¢ eran completamente resistentes a la
infeccion con tembladera, demostrando que esta proteina es indispensable para la propagacién y
acumulacién de PrP¢ (97). En el caso de los ratones hemicigotos, se observé que los niveles de PrP¢ estdn
directamente relacionados con los tiempos de incubacién de la enfermedad y la tasa de formacién y
acumulacién de PrP*, retrasando la aparicién de los signos clinicos de la tembladera y reduciendo la
cantidad de PrP* presente en el cerebro de estos animales (98). Finalmente, la sobreexpresién del gen
PRNP confirmé estos datos al aportar datos consecuentes con lo anterior: una mayor expresién de PrP¢
se traducia en tiempos de incubacidn més cortos y una mayor acumulacién de PrP* en el cerebro (99,
100). Ademas, se observo que los animales que sobreexpresaban el gen PRNP acababan padeciendo una
forma espontanea de enfermedad pridnica a edades avanzadas (101). Todos estos datos establecen una
relacidn indisoluble entre las TSE y la proteina pridnica presente en el organismo del huésped, la cual

aparece como esencial para el desarrollo de aquellas.
e Evidencias basadas en modelos in vitro

A pesar de las numerosas evidencias ya citadas, la aceptacion general de la hipdtesis “solo
proteina” llegaria mediante pruebas in vitro capaces de demostrar cobmo una proteina pridnica
recombinante malplegada espontdneamente en un ambiente libre de cualquier mecanismo celular

inducia una enfermedad pridnica al ser inoculada en animales wt.
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El primer sistema de propagacion de priones in vitro vino de la mano del grupo de Byron Caughey,
conocido este como ensayo de conversion libre de células (del inglés, cell-free assay). Este sistema
permitia la conversién de PrP¢, obtenida mediante un proceso de purificacion a partir de encéfalos de
animales sanos, en PrP resistente a la digestidn por proteasas (PrP™®) al afiadir una pequefia cantidad de
PrP* purificada de cerebros de hdmsteres sirios dorados previamente infectados con tembladera (Kocisko
et al, 1994). De este modo, el grupo de Caughey demostraba que el proceso de conversidn de la PrP¢ en
una isoforma resistente a proteasas estaba mediado por la PrP*¢. Sin embargo, el bajo rendimiento de la
conversién, las condiciones no fisioldgicas en las que esta tenia lugar y el exceso de PrP*¢ necesario para

el inicio de la misma dificultaban enormemente la evaluacion de la infectividad de la PrP™ obtenida.

Esta técnica fue mejorada en el afo 2001 mediante el uso de la sonicacion, permitiendo la
conversion de la PrP¢ presente en homogeneizados de cerebros de animales sanos en PrP™ partiendo de
una cantidad mucho menor de PrP*y con un mayor rendimiento (102). Asi naceria la amplificacion ciclica
de proteinas malplegadas o PMCA (PMCA (del inglés, Protein Misfolding Cyclic Amplification), técnica
basada en la aplicacion de ciclos de incubacion y sonicacion para la obtencidn de priones capaces de
inducir una TSE al ser inoculado en modelos animales y que conservaban las caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas y estructurales de la semilla iniciadora de la conversién (103). Con esta técnica volvia a
remarcarse la importancia de la interaccidn entre semilla, la PrP%, y sustrato, la PrP¢, y se demostraba la
naturaleza autocatalitica del proceso de conversion, capaz de repetirse indefinidamente siempre y cuando
hubiese PrP¢ disponible, apoyando de forma indiscutible la hipétesis “solo proteina”. No obstante, la
presencia de factores cerebrales tanto en semilla como en sustrato que pudiesen mediar la conversion

fue utilizada como argumento por parte de los detractores de la hipdtesis de Prusiner.

Este escollo fue salvado en 2004, cuando Giuseppe Legname y colaboradores generaron de forma
espontdnea fibras amiloides de novo a partir de PrP recombinante producida en Escherichia coli (E. coli)
en lugar de PrP¢ de origen encefélico y sin necesidad de utilizar PrP> como semilla, eliminando asi
cualquier componente cerebral. Tanto estas proteinas malplegadas de novo como otras obtenidas
mediante la adicién de una semilla de PrP* demostraron ser infecciosas al ser inoculadas en animales
transgénicos que sobreexpresaban la PrP¢, aunque los tiempos de incubacién observados fueron
significativamente mas largos que al utilizar priones de origen encefalico (104). En esta ocasion, las criticas
de los detractores de la hipdtesis “solo proteina” se centraron en este punto, aludiendo a la capacidad de

los modelos animales trangénicos que sobreexpresan PrP¢ de desarrollar enfermedades pridnicas de
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forma espontanea y sugiriendo que las proteinas malplegadas producidas por estos métodos Unicamente

aceleraban la aparicién de dicha enfermedad.

La primera respuesta a esta critica llegd por parte de llia V. Baskakov y su grupo, quienes
generaron fibras de PrP™* a partir del malplegamiento espontaneo de la proteina pridnica recombinante
de hamster sirio dorado mediante incubacidn y agitacion. Aunque estas fibras, que mostraban un nicleo
resistente de 16 kDa tras su digestién con PK, eran capaces de inducir la enfermedad en hamsteres wt,
requerian de dos pases seriados de inoculacién para ello, estando caracterizada esta enfermedad por

signos clinicos leves y elevados tiempos de incubacién (105).

Finalmente, la evidencia definitiva a favor de la hipétesis “solo proteina” fue dada por Jiyan May
su grupo en 2010. Utilizando un sustrato basado en PrP recombinante de ratén producida en E. coli a la
que afiadieron RNA (del inglés, ribonucleic acid) y lipidos como cofactores, y sometiéndolo a 17 rondas
seriadas de PMCA, este grupo obtuvo el primer prion recombinante obtenido en ausencia de semilla y
otros componentes encefalicos capaz de causar una enfermedad pridnica clasica al ser inoculado en
ratones wt (106). Este logro es considerado como el punto de inflexion que puso fin a la controversia sobre
la naturaleza del agente causal de las TSE, confirmando la hipétesis “solo proteina” enunciada por Prusiner

28 afos antes (107).

Ademas, con el paso de los afios la hipdtesis “solo proteina” ha encontrado apoyo en otros
estudios cientificos no relacionados con las TSE al describirse en la naturaleza otras proteinas con
comportamientos similares a los de los priones. Un ejemplo son las proteinas fungicas Ure2 y Sup35, las
cuales son capaces de adquirir una conformacion diferente a la nativa e inducir ese mismo cambio
conformacional en otras proteinas del mismo tipo. El grupo de proteinas a las que pertenecen Ure2 y
Sup35 se conocen como priones de levaduray, a diferencia de los priones de mamifero, no se encuentran
implicados en procesos patogenos, sino que forman parte del mecanismo de regulacion metabdlicas de
las levaduras (108). Otros ejemplos de proteinas capaces de cambiar su conformacién y de transmitir
dicho cambio a otras proteinas del mismo tipo son el prion fungico HET-s, descrito en hongos y también
relacionado con la regulaciéon metabdlica (109), la proteina CPEB (del inglés, Cytoplasmic Polyadenylation
Element Binding protein), encontrada en la babosa marina borracha (Aplysia califérnica) e implicada en
los procesos de plasticidad sinaptica y formacién de memoria (110) o la proteina MAVS (del inglés,
Mitochondrial AntiViral Signaling), descrita en cultivos celulares de origen humano y que participa en la

respuesta inmunoldgica innata (111).
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A pesar de que la naturaleza proteica del agente causal de las prionopatias estaba fuera de toda
duda, aun quedaba por resolver el misterio sobre como un agente exclusivamente proteico podia
transmitir la informacion de cepa que se traduce en distintos fenotipos de enfermedad y diferentes
propiedades bioldgicas y bioquimicas del agente per se. Esta variabilidad en las caracteristicas de los
priones se ha asociado a diferencias en su estado de agregacidn y la conformacién de la propia PrP> (112),
caracteristicas que se transmitirian durante el malplegamiento teoria respaldada por la capacidad de la
PMCA de reproducir la caracteristicas de cepa de la semilla utilizada (103), la interaccién diferencial
dependiente de estructura de ciertos compuestos con distintas cepas de priones (113) o la deteccion
mediante técnicas biofisicas de diferencias estructurales entre cepas (114). Finalmente, la resolucion de
la estructura de la PrP* de la cepa de hamster sirio dorado 263K por parte del grupo de Byron Caughey
en 2021 permitid discernir los cambios conformacionales exactos producidos tras el malplegamiento y
sentd un precedente para la resolucidn de la estructura de otras cepas de priones que permitan analizar

las diferencias entre ellas (115).
1.2.- Historia moderna de las encefalopatias espongiformes transmisibles
1.2.1.- La encefalopatia espongiforme bovina: la primera zoonosis

Durante la década de 1980 tuvo lugar un suceso que, aunque independiente de los estudios
centrados en desentrafiar el agente causal de las TSE y sus propiedades, puso el foco de atencion del
mundo entero en las enfermedades pridnicas, fomentando su estudio. Se trata de la aparicién de la
encefalopatia espongiforme bovina (BSE, del ingés bovine spongiform encephalopathy), popularizada bajo
el nombre de mal de las vacas locas. Descrita por primera vez en 1985 en Inglaterra en una vaca frisona
adulta y rapidamente detectada en mas vacas del mismo rebafio, los andlisis histopatoldgicos de los
cerebros de los animales afectados por esta enfermedad mostraron una gran similitud a los de las ovejas
enfermas con tembladera (116). Tras asociar la infeccion con BSE con el empleo de harinas cdrnicas
preparadas a partir de animales infectados para la alimentacién del ganado, se prohibié en 1988 el uso de
estas harinas para dicho fin. Sin embargo, desde 1985 hasta el 2006 se han contabilizado unos 180.000
casos en Reino Unido, 44.000 de ellos nacidos tras la prohibicidn de 1988, cuyo origen se atribuye a
contaminaciones del alimento de rumiantes con el del ganado porcino o aviar, en los que no se
prohibieron las harinas carnicas hasta 1996 (117). Esto, unido a un tiempo de incubacién medio de la
enfermedad de cinco ainos, llevé a una medida preventiva en 1989 en la que se prohibia la inclusion de

tejidos de vacuno con alta carga del agente causal en la cadena de alimentacién humana.
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Aifos mas tarde, en 1995 se diagnosticé un caso atipico de CID en un adolescente britdnico,
seguido de cuatro jovenes mas durante el afio posterior. La juventud de los afectados, junto con un
periodo mas largo de la fase clinica y diferencias histopatoldgicas significativas que discrepaban de la CID
cldsica llevaron a esta enfermedad a ser denominada como variante de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (vCJD) (116). La incidencia de esta nueva patologia siguid creciendo en Reino Unido hasta alcanzar
su maximo en el aflo 2000 con mas de veinticinco casos diagnosticados ese afio (117). El analisis
bioguimico de la PrP> presente en los individuos afectados por la vCID realizado por el grupo de John
Collinge demostrd caracteristicas claramente distinguibles de la CJD clasica y sorprendentemente
similares a las de la PrP* de animales afectados por BSE (116). Las evidencias histopatolégicas y
bioquimicas permitieron establecer una relacion entre la BSE y la vCJD, siendo este el primer caso de
zoonosis relacionado con una enfermedad pridnica registrado, siendo la ingestion de carnes
contaminadas con BSE la causa de infeccion mas probable. Para el afio 2006 ya se habian diagnosticado
mas de 300 casos de vCID en Reino Unido e Irlanda del Norte, 16 en Francia, 3 en la Republica de Irlanda,

2 en Estados Unidos y 1 caso en Portugal, Espafia, Italia, Paises Bajos, Japdn y Canada (117).

Este acontecimiento, conocido como la crisis de las vacas locas, tenia lugar de forma paralela a
los avances y descubrimientos cientificos centrados en los priones descritos previamente. De este modo,
las investigaciones centradas en la genética del gen PRNP humano tomaron una importancia capital con
el fin de detener y comprender la vCID, describiéndose la trascendencia del codén 129 de la PrP¢ humana
en la susceptibilidad a las TSE humanas adquiridas y espontdneas. La posicion 129 de la PrP¢ humana
puede presentar, en todos los casos de forma natural, una metionina (129M) o una valina (129V), y, de
forma muy infrecuente, una treonina (129T) (118, 119). La mayoria de los casos de CJD iatrogénica por
uso de hormona del crecimiento contaminada y la totalidad de los casos de vCJD descrito hasta la fecha,
salvo una excepcidn, son homocigotos para metionina (M129M), relaciondndose este polimorfismo con
una mayor susceptibilidad a las enfermedades pridnicas adquiridas (120, 121). Es por ello que
tradicionalmente se ha asociado la presencia de valina en la posicién 129 de la PrP® humana, ya sea en
homocigosis (V129V) o heterocigosis (M129V), con una resistencia a las prionopatias de origen
iatrogénico. Sin embargo, la aparicion de un nuevo caso de vCJD en el Reino Unido en 2016 en un paciente
heterocigoto (M129V) hizo sonar todas las alarmas al sugerir que este aminodcido podria no conferir
resistencia, sino retrasar la aparicion de la enfermedad, suponiendo esto un nuevo brote de vCJD en
personas con valina en la posicién 129 de la PrP¢ que hubieran consumido carne contaminada con BSE en
la década de 1980 (122). No obstante, ningln otro caso semejante ha sido detectado, sefialando a lo

anterior como una excepcidon y no como una norma.
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1.2.2.- Revisitando las enfermedades pridnicas humanas

Tal y como se ha ido bosquejando, aunque las TSE humanas comparten las principales
caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas de las prionopatias, existen formas de ellas, como la CID
clasica y la vCID, que difieren en numerosos rasgos propios de la enfermedad, como ciertos signos y
sintomas, patrones lesionales, propiedades bioquimicas del agente causal y su etiologia. En lo
concerniente a esto Ultimo y de acuerdo con la hipdtesis “solo proteina”, hay tres posibles escenarios por
los que la forma fisioldgica de la proteina pridnica, PrP¢, cambia su conformacién transforméandose en su
contraparte patogénica, la PrP%. Estos tres escenarios, con arreglo a la clasificacion tradicional, dividirian
las TSE humanas en tres grupos: esporadicas, siendo estas las causadas por un malplegamiento
espontaneo de la PrP¢, genéticas (también conocidas como hereditarias o familiares), en las que ese
malplegamiento se encuentra favorecido por ciertas mutaciones del gen PRNP, y adquiridas, en las que el
malplegamiento se induce por la presencia de PrP> exdgena (123). No obstante, recientemente se ha
propuesto una clasificacion mas acorde con la terminologia clinica (Vidal et al, 2022 — Prion2022 - Bona
fide spontaneous and atypical scrapie faithfully reproduced through the expression of a polymorphic

variant of ovine prion protein):

— Enfermedades pridnicas espontaneas: son aquellas basadas en un evento de malplegamiento
esponténeo de la PrP¢, el cual tiene lugar de forma natural sin estimulo de tipo alguno. Todas las
TSE aqui recogidas pueden considerarse como esporadicas en tanto que se dan de forma
ocasional, sin precedentes ni consiguientes. Dentro de este tipo de prionopatias se recogen dos
subgrupos:

o Enfermedades pridnicas genéticas: son aquellas asociadas a una mutacién o variacién del
gen PRNP, aproximadamente el 15% de las TSE humanas. Aunque se trata de un gen muy
conservado a nivel evolutivo, son numerosos los polimorfismos descritos en las distintas
especies. En el caso de la humana, diferentes variantes en este gen se relacionan con las
formas genéticas de CJD (gCID), el FFl y el GSS, siendo las mas comunes las mutaciones
E200K, V210l y V180l en el caso de las gCID, la mutacion D178N, responsable de la forma
genética de FFI cuando coexiste con los polimorfismos M129M o M129V, y la mutacién
P102L para el GSS (124, 125).

o Enfermedades pridnicas idiopaticas: son aquellas que tienen lugar sin causa conocida, las
mas frecuentes al corresponderse con el 85% de las TSE humanas totales, con una

incidencia de entre 1 y 2 casos por millén de habitantes al afio (126). Sin causa aparente
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que desencadene el malplegamiento de la PrPS, el origen de estas enfermedades se asocia

a un evento puramente espontaneo. Engloba a las denominadas formas esporadicas de

CJD (sCID), el insomnio esporadico letal (sFl, del inglés, spontaneous fatal insomnia) y la

VPSPr. La sCID, a pesar de ser la TSE idiopdtica mds comun entre los humanos, presenta

una gran variabilidad tanto a nivel clinico como en la bioquimica del agente causal, lo cual

podria asociarse a la existencia de diferentes cepas (127). Estas diferencias bioquimicas,

junto con las posibles opciones que ofrece la posicién 129 de la PrP¢ del paciente, han

sido relacionadas de forma sistematica con el fenotipo manifiesto de la enfermedad,

destacando de nuevo la importancia que ese coddn tiene en los distintos tipos de TSE
humanas y permitiendo la clasificaciéon de las diferentes formas de sCJD (128).

— Enfermedades pridnicas adquiridas: son aquellas basadas en un malplegamiento de la PrP¢ del

paciente mediado por un agente exdgeno, la PrP%, el cual puede entrar en el organismo por vias

tales como la oral, en el caso de los ya descritos kuru o vCJD, o mediante practicas médicas que

impliquen elementos contaminados, dando lugar a la CJD iatrogénica (iCJD)(2).

Aunque diferentes en numerosos aspectos, todas las TSE tienen un desenlace fatal para el
paciente. Es por ello que la bisqueda de una terapia eficaz contra ellas ha sido uno de las principales
metas de la comunidad médica y cientifica desde la descripcién de los primeros casos, antes incluso de
conocerse la naturaleza de su agente causal. De esta manera, cuando la teoria del virus lento era la mas
aceptada, tratamientos antivirales como el aciclovir, la amantadina o el interferén fueron testados sin
éxito. Tras descartar el posible origen virico de las TSE, el tratamiento se centrd en las manifestaciones
neuroldégicas observadas, destacando los antidepresivos, anticonvulsionantes y andlgesicos, muchos de
los cuales se siguen utilizando hoy en dia como tratamientos paliativos de los sintomas (129).
Actualmente, las estrategias terapéuticas se basan en evitar la propagacién pridnica y sus efectos
neurotoéxicos, para lo cual se estdan abordando diferentes enfoques, como reduccion de la cantidad de
PrP¢ mediante inhibicidn de su expresién o mediante el aumento de su degradacidn, la estabilizacion de
la PrP¢ para evitar su malplegamiento, el bloqueo de la interaccidn PrP-PrP* o la inhibicién de la
formacién de agregados de PrP*¢ y/o su degradacién mediante la accién de compuestos antipridnicos o la
estimulacidn del sistema inmunitario (130). Entre estos enfoques, hay planteamientos experimentales
que podrian traducirse en prometedoras terapias, como el uso de chaperonas moleculares como
estabilizadoras de la PrP¢ del paciente impidiendo su conversion a PrP%, entre las que destaca la porfirina
TMPyP-Felll (del inglés, Iron (Ill) meso-Tetra(N-methyl-4-pyridyl)porphine) (131), el disefio de

oligonucledtidos antisentido (ASO, del inglés, AntiSense Oligonucleotides) con la capacidad de unirse de
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forma complementaria y especifica al mMRNA del gen PRNP, disminuyendo la expresién de PrP® en el
paciente (132), y la tecnologia de las proteinas dedos de cinc asociadas a factores de transcripcion (ZF-
TFs, del inglés, zinc finger protein transcription factors) cuyo mecanismo de accion es semejante al de los
ASO, interfiriendo con el mRNA del gen PRNP y reduciendo la expresiéon de PrP¢ (Zeitler et al, 2022 —
Prion2022 - Engineered zinc finger protein transcription factors potently reduce brain PrP expression and
extend survival in prion-infected mice). Mientras que las estrategias terapéuticas descritas aun se
encuentran en fase experimental, hay que destacar dos potenciales tratamientos cuya eficacia en
humanos esta siendo analizada: el ensayo clinico de uso compasivo liderado por John Collinge en Reino
Unido, basado en el uso del anticuerpo monoclonal PRN100, capaz de unirse a la PrP¢ de los pacientes
impidiendo su unién con la PrP* y posterior malplegamiento (133, 134), y el ensayo clinico de caracter
preventivo liderado por Fabrizo Tagliavini en Italia, en el que personas presintomaticas portadoras de la
mutacion que predispone al desarrollo de FFl estan siendo tratadas con doxiciclina (135). La doxiciclina es
un compuesto antibiético cuya capacidad antipridnica ha sido probada previamente, llegando a haberse

utilizado incluso en un ensayo clinico de uso compasivo con pacientes con CJD (136).

Sin embargo, para que cualquiera de estas posibles estrategias terapéuticas puda aplicarse al
paciente de forma eficaz es necesario un diagndstico rapido y con alta sensibilidad y especificidad. Entre
los métodos diagndsticos mas habitualmente utilizados en hospitales que permiten la deteccién de una
enfermedad pridnica destacan el electroencefalograma, la resonancia magnética y el analisis de sangre y
liquido cefalorraquideo (CSF, del inglés, cerebrospinal fluid) (137). Aunque el electroencefalograma puede
aportar informacién importante para el diagndstico, esta técnica solo permite detectar la enfermedad
pridnica en un estadio tardio, mientras que, por el contrario, la resonancia magnética si permite una
deteccion temprana de la enfermedad, convirtiéndose en una parte valiosa de los criterios diagndsticos
utilizados comunmente (138, 139). Finalmente, el analisis de sangre y CSF permite la deteccién de
biomarcadores de las TSE, como la proteina 14-3-3, la proteina tau total o la ratio de proteina tau
fosforilada frente a la proteina tau total, el neurofilamento de cadena ligera (NfL, del inglés, neurofilament
light chain) o, como no podia ser de otra manera, los niveles totales de PrP (140). Existen también otros
tipos de técnicas mas novedosas y, aunque poco extendidas en el ambito clinico, cada vez mas aceptadas
y utilizadas en los hospitales. Estas técnicas se basan en la amplificacidn de la PrP> presente en el CSF del
paciente hasta alcanzar cantidades detectables, lo que las convierte en pruebas pre mortem de alta
sensibilidad y especificidad para el diagndstico de TSE, siendo la mds prometedora la conversidn inducida

por agitacién en tiempo real (RT-QuIC, del inglés, Real Time — Quaking Induced Conversion) (141, 142). Por
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ultimo, es importante considerar el historial familiar del paciente para el correcto diagndstico,

contemplando la posibilidad de formas genéticas de TSE como la gCJD, el FFl y el GSS (137).
1.2.3- Las encefalopatias espongiformes transmisibles en la actualidad

Tal y como se ha visto, las enfermedades pridnicas, aunque enfermedades rarasy, por ende, poco
conocidas, han dejado su impronta de una forma u otra, tanto en el mundo cientifico debido a lo
“herético” de su agente causal, el prion, que desafiaba todo lo establecido por la biologia molecular, como
en el imaginario popular tras la terrible crisis de las vacas locas. Esto se ha traducido en la aparicion de las
prionopatias en diferentes medios, como en el escrito, donde encontramos recopilaciones de estilo
académico, como el libro The collector of lost souls, en el que su autor, Warwick Anderson, relata el
hallazgo y caracterizacion del kuru desde un punto de vista antropoldgico y con un estilo biografico
centrado en los protagonistas de este descubrimiento, o La familia que no podia dormir, de D. T. Max, un
ensayo con estilo de novela que parte del caso real de una familia afectada por FFl para reconstruir el
descubrimiento de las enfermedades pridnicas en general, desde el kuru hasta la epidemia causada a raiz
de la BSE. Por otra parte, en el ambito de los medios de comunicacion, ya fuese por escrito, por radio o
televisidn, fueron numerosos los articulos, noticiarios y programas centrados en las BSE y su relacion con
la vCID durante la década de 1990 y de 2000, siendo mas que probable que el nombre con el que se
conoce popularmente, el mal o enfermedad de las vacas locas, se deba a su gancho mediatico. Aunque la
presencia en los medios sea menos, la caquexia cronica de cérvidos también ha aparecido mas de una vez,
recibiendo su propio apodo mediatico en la forma de “la enfermedad de los ciervos zombis”. Con respecto
a este alias, cabe destacar la portada que se le dedicé a la CWD en el semanario de humor satirico, El
Jueves, si bien en ella se referian a su agente causal como virus, obviando los ultimos cuarenta afios de
investigacion en el campo de los priones. En el ambito de la ficcidn audiovisual, las enfermedades pridnicas
han aparecido de forma realista en el capitulo Guardian Angels de la exitosa serie House, aunque fuese
solamente como un posible diagndstico para un paciente, de una forma mas imaginativa, como en el
aclamado videojuego Batman: Arkham Knight, en el que uno de los antagonistas principales infecta a una
serie de personas con priones mediante transfusiones de sangre, causando la prionopatia ficticia llamada
mad clown disease, o de forma mucho mas fantasiosa, como en la serie V-Wars, en la que un prion
congelado en un glaciar es capaz de activar un gen presente en algunas personas, convirtiéndolas en

vampiros.

Si bien se puede desestimar sin riesgo a equivocarse cualquier vinculo posible entre priones y

vampiros, las caracteristicas generales de las enfermedades pridnicas establecen una clara relacién con
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otras enfermedades neurodegenerativas. Entre ellas se cuentan la enfermedad de Alzheimer (AD, del
inglés, Alzheimer disease), la enfermedad de Parkinson (PD, del inglés, Parkinson disease), la demencia de
los cuerpos de Lewy (LBD, del inglés, Lewy body dementia), |a esclerosis lateral amiotrdfica (ALS, del inglés,
amyotrophic lateral sclerosis) y la demencia frontotemporal (FTD, del inglés, frontotemporal dementia),
entre otras. Estas enfermedades se encuentras agrupadas bajo el término amiloidosis, denominacién en
la que se podrian incluir las enfermedades pridnicas, en tanto que todas ellas estdn causadas por
amiloides, depdsitos de proteinas malplegadas que presentan una estructura secundaria rica en [dminas-
B y que han sido formados por la accidon de una proteina con conformacién aberrante que actia como
semilla, siendo capaz de transmitir dicha conformacion a otras proteinas del mismo tipo. De esta manera,
el rasgo principal que diferenciaria a las enfermedades pridnicas del resto de amiloidosis
neurodegenerativas seria la naturaleza transmisible de las primeras, habiéndose probado una infectividad
muy baja o nula de los amiloides caracteristicos del resto de enfermedades indicadas (143). Este hecho
ha desencadenado un nuevo debate en el ambito cientifico sobre la terminologia adecuada para referirse
a ellas. Por una parte, destaca la postura del propio Prusiner, quien actualizaria el término prion a
“proteina capaz de adquirir una conformacion alternativa y tornarse auto-propagativa”, englobando al
agente causal de todas las enfermedades aludidas y agrupando a estas en la misma categoria (144). Por
el contrario, el término tipo-prion (en inglés, prion-like) hace referencia a aquellos agente o enfermedades
gue presentan propiedades o mecanismos semejante a los priones, sin ser tales, de manera que se
mantiene una diferenciacion entre las TSE y el resto de enfermedades neurodegenerativas causadas por
amiloides (145). El adjetivo tipo-prion engloba otros términos propuestos, como cuasi-prion (agregados
proteicos capaces de transmitirse a la progenie, pero cuya transmisién horizontal no ha sido probada) o
prionoide (agregados proteicos que pueden propagarse y transmitirse entre células, pero de infectividad
no demostrada) (146, 147). A dia de hoy, son numerosos los seguidores y detractores de una terminologia
u otra, siendo lo mas comun la diferenciacion entre las enfermedades pridnicas, causadas por priones, y

las enfermedades tipo-prion, causadas por el amiloide caracteristico de cada caso (143).

2.- Biologia de los priones

Los avances realizados en el conocimiento de las EET o prionopatias desde su descripcion inicial

hasta la formulacién de la hipétesis “solo proteina”, establecieron el indiscutible protagonismo de la
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proteina del prion o PrP y la conversidn que sufre a su forma neurotdxica, como evento central de estas

patologias, siendo por tanto la PrPCy la PrP%, dos caras de una misma moneda.

2.1.-PrP©

2.1.1.- Genética de la PrP¢

El gen que codifica la proteina del prion o PrP fue clonado en 1986, demostrando que tanto la
isoforma celular no patogénica o PrP¢ como la isoforma neurotdxica o PrP%, estaban codificadas en el
mismo gen (68). En el caso de los humanos, el gen PRNP se localiza en el brazo corto del cromosoma 20 o
en la regiéon homadloga del cromosoma 2 en ratones. Este gen se encuentra altamente conservado dentro
de los mamiferos, siendo la similitud menor entre estos y las aves, pero existiendo también patrones
similares pese a que les separan mas de 130 millones de afios de evolucién (148). Asi, se han descrito
genes homologos en otros vertebrados que presentan considerables variaciones en la secuencia
aminoacidica pero que presentan motivos estructurales semejantes, como es el caso de la tortuga
(Trachemys scripta) o la rana (Xenopus laevis), cuya similitud de secuencia con la PrP de mamiferos es
aproximadamente del 30%. La alta conservacion de este gen sugiere que algunas de las funciones que

desempefia la PrP¢ podrian ser cruciales para la vida (149).

Este gen de copia Unica que se denomina PRNP contiene su marco de lectura abierto (ORF, del inglés
Open Reading Frame) en un Unico exon en todas las especies de mamiferos y aves en las que se ha
estudiado. Sin embargo, el gen PRNP contiene uno o dos exones mas que contienen regiones no
codificantes, incluyendo un promotor vy los sitios de terminacidn. En algunas especies como el hamster,
es el exdn 2 el que contiene el ORF, mientras que en otras especies como la oveja, el ratén o el humano,
esta funcion la cumple el exdn 3 (150). La ORF del gen PRNP presenta un tamanfio similar en todas las
especies de mamifero de aproximadamente 760 pares de bases (pb), encontrandose su coddn de inicio
diez pares de bases después del comienzo del exdn. Dicho coddn esta seguido de una regién que codifica
un péptido sefializador responsable del transporte de la proteina a la membrana celular. La ORF de 255
codones aproximadamente, es mayor que la media para los genes eucariotas, lo que sugiere su evolucion
como unidad completa, explicando asi la gran similitud entre las PrP de distintas especies de mamifero.
La primera parte de la region codificante presenta un alto contenido en nucleétidos de guanina (G) y

citosina (C), traduciéndose posteriormente en una zona de aminoacidos repetidos rica en glicina y que
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resulta practicamente idéntica en todas las especies, variando Unicamente en el nimero de repeticiones

y estando asociada a variantes genéticas de la enfermedad (151).

El gen PRNP se expresa de forma constitutiva y ubicua en todo el organismo y presenta una serie de
caracteristicas comunes a los genes constitutivos o housekeeping. Una de ellas es precisamente la
presencia de la region de repeticiones de guanina y citosina, que constituye un motivo conocido como
caja GC y que es considerado como sitio de unidn candnico para los factores de transcripcion humanos
Spl, AP-1y AP-2 que, entre otros muchos, controlan la expresién génica en diversos tejidos (152). Los
factores de transcripcion relacionados con el gen PRNP permiten modular ademas la expresion de la PrP©
ante situaciones determinadas, como, por ejemplo, la sefializacion por factores de crecimiento o por
elementos de estrés, como el estrés oxidativo o el estrés genotdxico (153). Aunque la expresion de la PrP¢
tiene lugar de forma constitutiva en el cerebro de animales adultos, se encuentra altamente regulada
durante el desarrollo, aumentando en algunas regiones de forma proporcional a enzimas como la
acetiltransferasa (154) o en funcién de la edad, ya que la expresién de PrP® se ve incrementada a lo largo
del desarrollo embrionario, siendo apenas detectable al inicio de este e incrementando de forma
destacada justo después del nacimiento (155). Aunque la PrP¢ se expresa mayormente en el sistema
nervioso central, también se encuentra en el sistema nervioso periférico, donde se puede detectar a
niveles mas bajos a lo largo de nervios periféricos, ganglios, membrana olfativa y retina. Ademas del
sistema nervioso, hay otros tejidos en los que destaca la expresién de PrPS, como la médula ésea, los

organos linfoides, el corazon, el musculo esquelético y el pulmén (156).

A pesar de ser un gen muy conservado evolutivamente, hay regiones variables en la secuencia
primaria de la PrP que resultan en una enorme diversidad de polimorfismos observables en la naturaleza.
A algunos de estos polimorfismos se les responsabiliza de determinadas diferencias en la susceptibilidad
frente a las enfermedades pridnicas, como es el caso del scrapie y algunas de las variantes polimdrficas
de la PrP de oveja (157), o el polimorfismo del residuo 129 en humanos, que parece tener un papel
fundamental en la incidencia de CJD, tanto en su forma esporadica como en su variante adquirida (118).
Existen también mutaciones autosémicas dominantes en el gen PRNP que se relacionan de forma directa
con la apariciéon de enfermedades pridnicas. Aunque profundizaremos mas adelante en las variantes
genéticas de la enfermedad, hay que destacar que se han descrito mds de 40 mutaciones patoldgicas
diferentes en este gen, entre las que encontramos mutaciones puntuales, codones de terminacion

prematuros o inserciones y deleciones en la zona de octa-repeticiones (158).
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2.1.2.- Biosintesis y componentes de la PrP°¢

La proteina del prion es una glicoproteina sintetizada inicialmente como un polipéptido precursor
de aproximadamente 250 aminodcidos segun la especie que se considere. Esta proteina, presenta un
péptido sefial en la zona amino-terminal (N-terminal), una regidn de octa-repeticiones, un dominio
globular que presenta dos sitios de glicosilacién y un puente disulfuro y, por ultimo, una sefial de anclaje
a la membrana situada en la region hidrofébica carboxi-terminal (C-terminal) (Figura 3). La biosintesis
comienza con la generacidn del péptido sefal de la proteina precursora, compuesto de 22 aminoacidos,
y que es reconocido por particulas de reconocimiento de sefial (SRP, del inglés, Signal Recognition
Particle), que lo transportan al reticulo endoplasmico rugoso (RER), donde gracias a la accion de una
enzima translocasa, tiene lugar la translocacion al lumen del polipéptido de manera cotranslacional. La
integridad de este péptido senal es fundamental para la importacion correcta del polipéptido, ya que un
transporte ineficaz causaria la acumulacién anormal de PrP® en el citosol, interfiriendo con la viabilidad
celular (159). El procesamiento continua en el reticulo, donde dos residuos de cisteina situados en las
posiciones 179 y 214, quedan unidos por la formacién de un puente disulfuro que aporta estabilidad a la
proteina. En este punto también tiene lugar la glicosilacion de hasta dos asparaginas, situadas en las
posiciones 181 y 197 para el caso de la PrP humana y que se pierden cuando se afaden tratamientos
inhibidores de la glicosilacion en el reticulo, como es el caso de la tunicamicina (160). Las dos cadenas de
oligosacdaridos afiadidas en este punto presentan un alto contenido en manosa y no son resistentes a la
digestion con endoglicosidasa H, propiedad que adquiriran mds adelante con la adicién de cadenas mas
complejas de hidratos de carbono (160). La PrP¢ presenta en su extremo C-terminal un péptido sefial para
glicosilfosfatidilinositol (GPl), que media el anclaje de la PrP® a membrana celular, y se agrega al
polipéptido en el lumen del RER gracias a la accion de una transamidasa multimérica (78). Durante el
proceso, se elimina el péptido sefial de 22 aminodcidos del extremo C-terminal, que se sustituye por un
GPI preformado, mediante un proceso complejo en el que intervienen varias enzimas. La transamidasa
multimérica Unicamente cataliza la reaccion final de unién del GPI a la proteina. Este GPI estd formado
por una etanolamina fosfato unida al carboxilo terminal de la proteina mediante un enlace amida, un
nucleo glicano altamente conservado de tres residuos de manosa, glucosamina, un grupo fosfatidilinositol
y colas fosfolipidicas que anclan el GPl ala membrana (161). Con su posterior llegada al aparato de Golgi,
se afladen a la cadena polipeptidica oligosacaridos mas complejos que contienen acido sialico, siendo la
PrP¢ una de las tres Unicas proteinas de membrana plasmatica que presentan acido sidlico a nivel

estructural (162). Ademas de acido sialico, se han descrito una gran variedad de glicanos que pueden
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unirse a la PrP¢ 0 a su forma truncada, lo que produce distintos patrones de distribucion en el cerebro. Sin
embargo, el significado bioldgico de las glicosilaciones de la PrP® sigue siendo desconocido (163). A
continuacién, la PrP¢ madura es transportada a la membrana plasmética a través del aparato de Golgi,
donde se orienta hacia el compartimento extracelular y aparece localizada en balsas lipidicas, conjuntos

dinamicos ricos en colesterol y esfingolipidos (164).

La ruta y los mecanismos de internalizacién y endocitosis de la PrP¢ son controvertidos ya que
podrian involucrar vias tanto dependientes como independientes de clatrina. La PrP ha sido localizada
en vesiculas recubiertas de clatrina por microscopia electrdnica (165), pero también asociada a unas
estructuras membranosas denominadas caveolas o a dominios morfoldgicamente similares las mismas.
Estas dos vias, aparentemente contradictorias, quedan reconciliadas por el papel que algunas regiones de
la PrP parecen desempefiar uniendo cationes, como la endocitosis mediada por clatrina inducida por
cobre, sefialando que la PrP® se encuentra sometida a procesos de reciclado y degradacidn constitutivos

(164).

La traduccion y el posterior procesamiento, en el que se eliminan ambos péptidos sefial, dan como
resultado una PrP¢ madura, de aproximadamente 210 aminodcidos y un peso molecular de 26-37 kDa
segun su estado de glicosilacion (Figura 3 a). En esta PrP¢ se distinguen claramente dos dominios de similar
tamafio estructuralmente diferenciados entre si; el dominio flexible N-terminal y el dominio globular C-
terminal (123). El dominio N-terminal de la PrP comprende desde el aminoécido 23 al 124 en el caso de
la PrP humana, siendo una regién desestructurada y flexible segln los datos que hasta la fecha se han
recopilado con la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) e incluyendo varias regiones
caracteristicas (166). En primer lugar, se encuentran dos pequefias regiones polibasicas (de aminoacidos
cargados positivamente) que se denominan CC1 y CC2 (CC, del inglés, Charged Cluster) y que se en
encuentran en los aminoacidos 23-27 y 95-110 respectivamente. Estas zonas parecen estar involucradas
en la actividad antioxidante de la PrP¢y en la interaccién de esta con tubulina o glicosaminoglicanos (167,
168). Justo en mitad de estas dos regiones polibasicas encontramos la zona de octa-repeticiones (OR),
fruto de la traduccion de la zona rica en C/G del gen PRNP mencionada en un punto anterior. Esta region
se situa aproximadamente entre los aminoacidos 54 y 94, segun la especie, y estd compuesta por varias
repeticiones de una secuencia variable de ocho aminodcidos, siendo la mds comun la secuencia
PHGGGWGQ, que estd altamente conservada en todos los mamiferos (169). El nimero de repeticiones de

esta secuencia varia segun la especie, aunque mayoritariamente suele ser de cinco. La presencia de
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inserciones o deleciones en la regidn de las octa-repeticiones (OPRI o OPRD, del inglés, Octapeptide
Repeat Insertions y Octapeptide Repeat Deletions) esta asociada a enfermedades genéticas (151). Aparte
de por su relacion con variantes genéticas de la enfermedad, muchas investigaciones de las ultimas
décadas se han centrado en la zona de OR intentando encontrar una funcién biolégica a este peculiar
motivo aminoacidico, al que se le suele asignar un papel en la neuroproteccion. Ratones transgénicos que
expresaban el gen de la PrP murina con una delecion de las cinco octa-repeticiones, mostraron una menor
activacion de la 3-fosfatidilinositol quinasa, una enzima reguladora de la supervivencia celular, lo que se
traducia en una actividad neuroprotectora disminuida (170). Una de las funciones mas ampliamente
estudiadas de la regién de OR es su capacidad para unir cationes bivalentes, concretamente el Cu®'y el
Zn?* (171, 172). Ademds, también se ha demostrado que esta zona de OR tiene tendencia a la agregacion

y, por tanto, podria jugar un papel importante en la patologia (173).

La siguiente regién de la PrP¢ es el dominio globular C-terminal, que se encuentra conectado al
dominio flexible N-terminal mediante una regién hidrofébica que comprende los aminodacidos que van del
111 al 134 y que se conoce como HC (del inglés, Hydrofobic Core). Gracias a los datos de RMN y tomando
como referencia la PrP murina, se pueden identificar distintos motivos estructurales; dos pequefias
regiones de lamina-B antiparalelas (B1 y B2) flanqueando una primera hélice-a (al) y otras dos hélices-a
(a2 y a3) tras la segunda lamina-B (166). Estos motivos estructurales estan conectados por giros, entre
los que destaca la region B2-a2, una zona de alta diversidad estructural y polimérfica que puede formar
un giro rigido (RL, del inglés Rigid Loop) bien definido o puede ser estructuralmente flexible. Esta
caracteristica explica el hecho de que a varias posiciones de esta region se les haya asociado con distintas
susceptibilidades frente a EET y del fendmeno de barrera de transmisidén entre especies (Figura 3 b) (174,
175). En el dominio globular se localizan algunos de los aminodcidos clave en el procesamiento de la PrP;
dos residuos de cisteina (posiciones 179 y 214 en la PrP humana), responsables del puente disulfuro que
se forma en el RER y que aporta estabilidad a la proteina y dos residuos de asparagina (posiciones 181y
197 en la PrP humana), susceptibles de ser N-glicosilados. En funcion del nimero de N-glicanos que se
unan a la PrP¢, esta puede encontrarse en su forma di-glicosilada, mono-glicosilada o no glicosilada. El
estado de glicosilacién de la PrP¢y la proporcidn de las tres formas varia entre las diferentes especies y se
ha utilizado para la caracterizacion de esta. Sin embargo, hoy en dia no se conoce la implicacién de los N-
glicanos en la funcién bioldgica de la proteina ni el mecanismo que pueden desempefiar en el
malplegamiento de la misma (123, 163). Aunque existen mutaciones puntuales asociadas a enfermedades

pridnicas de origen genético en la regidon N-terminal y en la zona del GPI, es en el dominio globular donde
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se localizan la mayoria de las mutaciones puntuales asociadas a las EET genéticas, entre las que destacan
la sustitucion D178N, asociada a FFl junto al polimorfismo del coddn 129 y la E200K, la mutacion mas

comun a nivel mundial causante de la variante genética del CJD (176).

En la dltima parte del dominio globular de la PrPS, encontramos la regién de anclaje a través de GPI,
unido a un residuo de serina situado en la posicidon 230 para el caso de la PrP murina. El anclaje de un
grupo GPl a una proteina es una modificaciéon post-traduccional muy comdn en eucariotas, estando
presente en mds de 150 proteinas de mamiferos. Estd formado por un grupo de fosfoetanolamina que
sirve de unidn con la proteina mediante un enlace covalente y un glicano compuesto por tres moléculas
de manosa y una cola de inositol-fosfolipido, aunque los tres nucleos de manosa pueden variar sus
cadenas laterales segun la proteina a la que se encuentren unidas (177). Estas proteinas que presentan
unidén a GPI son funcionalmente diversas y estan involucradas en diferentes rutas bioldgicas, entre las que
se encuentran la respuesta inmunoldgica, la traduccidn de sefales, el mantenimiento de la morfologia
celulary, en el caso de la PrP, un posible papel en la aparicién de enfermedades pridnicas (161). Una de
las capacidades mas desconcertantes de este grupo de proteinas con GPI es su habilidad para insertarse
en las membranas, tanto in vitro como in vivo, de forma aparentemente espontanea en un proceso que
también ha sido observado en la PrP® (178). Centrandonos en su implicacién en el desarrollo de la
enfermedad, en primer lugar, se ha observado que la localizacidn de la PrP¢ en balsas lipidicas gracias al
GPI esimportante para la conversién, hecho respaldado por la proteina Sup35, un prion de levaduras, que
puede ser propagado a células vecinas Unicamente cuando estd unido a un GPI (179). Sin embargo, existen
modelos transgénicos de ratén que, expresando PrP¢ sin GPI, sufren la enfermedad tras ser inoculados
con priones. Estos ratones, debido a la ausencia de GPI, presentan una PrP¢ que no se localiza en la
membrana plasmatica, sugiriendo que esta localizacidn podria no ser necesaria para el malplegamiento
de la PrPC. Sin embargo, estos ratones infectados con priones murinos mostraron un retraso en la
aparicion de los signos de enfermedad, presentando ademas alteraciones neuropatoldgicas, como la

distribucién atipica de las placas de PrP* y la ausencia de lesiones espongidticas (180).
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Figura 3. Representacion esquematica de la PrP¢ y estructura tridimensional de la PrPC resuelta mediante difraccién de rayos X.
a) Representacion esquemdtica de los diferentes motivos y dominios de interés de la PrP¢. La numeracién hace referencia a la
posicién de los aminoacidos en la PrP¢ humana. Péptido sefial de 23 aminodacidos del dominio N-terminal que dirige la PrP¢ hacia la
membrana plasmatica y es eliminado durante el procesamiento. Flanqueando a la zona de octa-repeticiones (OR, del inglés,
octapeptide repeats), constituida por una secuencia de 8 aminoacidos repetida 5 veces en humanos, se localizan las regiones cargadas
positivamente CC1 y CC2 (del inglés, Charged Cluster), tras las que existe una zona rica en aminoacidos con cardcter hidrofébico. En
el dominio globular aparecen las dos regiones estructuradas en forma de laminas-B antiparalelas (B1 y B2) y las tres regiones
estructuradas en forma de hélices-a (al, a2 y 3). Dentro de la zona globular también aparecen esquematizados el puente disulfuro
entre las posiciones 179 y 214, las asparaginas que pueden ser modificadas por la adicion de glicanos y el glicofosfatidilinositol (GPI)
para su anclaje a membrana, determinado por el péptido sefial C-terminal que se elimina tras su adicién en el aminodcido 231. b)
Estructura tridimensional de la PrP¢ ovina determinada mediante difraccién de rayos X (Protein Data Bank code 1UW3) y en la que
se ha omitido la regién N terminal no estructurada formada por los aminodcidos comprendidos entre las posiciones 23y 120 y se
incluyen los dos glicanos, el GPI y se sefialan algunos de los principales motivos estructurales (hélices-a 1y 3 y giro 2-a2 situado
entre la ldmina-B 2 y la hélice-a 2). Modificada de Aguzzi 2009.

Cabe destacar también, que se han descrito tres mutaciones puntuales (M232R, M232T y P238S)
localizadas en la zona de unién al GPI de la PrP¢y que desencadenan variantes genéticas de la enfermedad
pridnica (181). Estos datos parecen indicar que el GPI juega un papel fundamental en la neurotoxicidad,
pero no en el malplegamiento y la propagacion de priones, tal y como apoyan los experimentos llevados

a cabo por Lewis y colaboradores, que eliminaron quimicamente el GPl de priones preformados y
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demostraron que su ausencia no disminuia su capacidad de infectar a otros modelos que si expresan la
PrP¢ anclada a membrana por GPI (182). Por tanto, en conjunto, todos estos hallazgos sugieren que el GPI
no tiene un papel clave en la capacidad de inducir el malplegamiento de la PrP¢, pero si en los efectos

neurotéxicos derivados de dicho malplegamiento.

2.1.3.- Posibles funciones de la PrP°¢

Pese a la gran cantidad de informacién recopilada en las ultimas décadas acerca de la genética,
biosintesis y estructura de la PrPS, la funcidn biolégica que desempefia esta proteina no ha sido dilucidada
aun. Su amplia distribucién en practicamente todos los tejidos del organismo y su alto grado de
conservacion entre mamiferos y gran parte de vertebrados sugieren que esta proteina desempefia una
funcidn esencial. Concretamente, su localizaciéon en la superficie de la membrana celular indica que podria
desempeniar algun rol en procesos ligados al reconocimiento y adhesidn celular, a la absorcién de ligandos
externos o como mediador de sefializacién transmembrana, aunque ninguna de estas funciones ha sido
inequivocamente demostrada como cometido fisiolégico de la PrPC. Una de las primeras aproximaciones
para estudiar las posibles funciones de la PrP, fue la generacién de modelos animales que no expresaban
PrP¢ (PRNP'- 0 KO, del inglés, knockout) (183) en ratones e incluso terneros (184) y cabras, estas Ultimas
encontradas sin manipulacidn alguna en la Naturaleza (185). Estos modelos transgénicos mostraron
resistencia a la infeccidn por priones, pero no exhibieron alteraciones fenotipicas obvias, lo que indica que
la funcién de la PrP¢ no resulta esencial para la supervivencia del organismo a pesar de la ubicuidad de su
expresion, o bien puede compensarse por la accidon de otras proteinas o es redundante (186). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que desde la aparicion del primer modelo KO para la PrP¢ (PNRP7), se
ha generado una miriada de modelos murinos transgénicos deficientes en PrP siguiendo diversas
estrategias (187). Esto ha llevado a que, en algunos casos, se hayan observado ligeras alteraciones
fenotipicas que difieren entre los distintos modelos transgénicos deficientes de PrPC. Algunos ejemplos
son las alteraciones en el suefio y los ritmos circadianos observados en ratones KO para la PrP¢ y la relacién
sugerida entre este hecho y las mutaciones en el gen PRNP causantes del FFI (188, 189), un posible papel
en la excitabilidad neuronal y el aprendizaje (190) y la actividad antioxidante de la PrPS, consecuencia de
su capacidad para unir cationes de Cu*? por la regién de OR (171, 191). Sin embargo, estos fenotipos no
fueron encontrados en todos los modelos de ratones KO para la PrP¢ disefiados con distintas estrategias,
llegando a variar los resultados incluso en modelos similares, siendo el Unico fenotipo claro para todos

ellos la resistencia de los ratones KO a la infeccidn por priones (192). Esta afirmacion quedod respaldada
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por los estudios de Chesebro y colaboradores mencionados anteriormente, en los que demostraron la
necesidad de una PrP® funcional para el desarrollo de la enfermedad (180), y los experimentos de
implantacién de tejido con PrP® en ratones KO-PrP que posteriormente mostraron niveles de PrP*
homogéneos en todo el SNC pero neurotoxicidad Unicamente en el tejido injertado (193). Por lo tanto,
una de las pocas funciones demostradas de la PrP® seria como mediadora de la neurotoxicidad en las
enfermedades pridnicas, pudiendo incluso interaccionar con proteinas responsables de otras

enfermedades neurodegenerativas, como el péptido AR de la enfermedad de Alzheimer (194).

Estos hechos respaldan un posible papel de la PrP¢ en la neurotoxicidad de ciertas patologias, pero
no es posible concluir que esa sea su Unica funcidn, ya que parece poco probable que una proteina tan
conservada a lo largo de la evolucion en diferentes especies presente Gnicamente una funcién patoldgica.
Con el objetivo de dilucidar nuevas funciones fisioldgicas de la PrP¢ no relacionadas con las EET pero que
nos ayuden a comprender mejor el origen de estas y los mecanismos de toxicidad, en las Ultimas décadas
se han desarrollado nuevos modelos de estudio y técnicas in vitro. Algunos ejemplos son las
investigaciones en pez cebra (Danio rerio) relacionadas con la adhesién celular mediada por PrP¢ (195) o
los estudios sobre su posible funcidn en la conservacion de la integridad de la mielina periférica (196).
Estos y otros nuevos enfoques han dado lugar a la atribucién de posibles y diversas funciones a la PrPS,
pudiendo estar implicada en procesos que van desde el desarrollo de neuritas hasta la adhesion celular,
pasando por excitabilidad neuronal, citoproteccién y actividad de canal idnico (197). Sin embargo, tal y
como ocurria en las funciones observadas en modelos transgénicos KO-PrP (192), muchas de ellas

necesitan ser validadas.

2.2.- PrPS¢

A diferencia de lo que ocurre con la PrPS, |a cual estd ampliamente caracterizada a nivel bioquimico
y estructural, no puede decirse lo mismo de su isoforma patogénica o PrP*, la otra cara de la moneda.
Tras un proceso de conversion desconocido hasta la fecha, esta isoforma modifica su estructura terciaria
adquiriendo nuevas caracteristicas bioquimicas y bioldgicas que conducen a la aparicion de la enfermedad

pridnica.

2.2.1.- Heterogeneidad de la PrP**
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Tras el postulado de la teoria “solo proteina” por parte de Prusiner en 1982, numerosas
investigaciones se orientaron a describir de forma detallada y diferenciar las propiedades adquiridas por
la isoforma PrP, tras la conversion de la PrPC. El resultado es una proteina rica en ldminas-B (40% de
ldminas-B frente al 3% de ldminas-B para la PrP¢) que le hace presentar importantes diferencias
bioquimicas y bioldgicas. Esta isoforma resulta insoluble, forma agregados, presenta una resistencia
parcial al tratamiento con proteinasas, y es neurotdxica (198). Estas propiedades, principalmente la
insolubilidad y la capacidad de agregar y formar amiloides, dificultan el estudio estructural de esta nueva
isoforma hasta el punto de que, al contrario que para la PrPS, no se ha podido determinar su estructura
tridimensional, hasta la fecha. Conocer la estructura del agente infeccioso es una condicién indispensable
para comprender los mecanismos de propagacion, la neurotoxicidad y las bases moleculares que definen
la barrera de transmision interespecies y la existencia de diferentes cepas pridnicas, asi como para disefiar
nuevas aproximaciones terapéuticas (199). Este problema no es exclusivo de las EET, ya que el fenémeno
de agregacion de proteinas y péptidos en una variedad de agregados insolubles juega un papel central en
otras enfermedades. En todas ellas, las proteinas adoptan conformaciones estructurales anémalas que
dificultan el correcto estudio y resolucidén de la estructura atdmica que forman (200). Estas nuevas
conformaciones que se originan no siempre son homogéneas, lo que da lugar al concepto de amiloides
polimérficos. Las proteinas que presentan tendencia a formar distintos amiloides reflejan que estas no
han sufrido constricciones evolutivas que les hicieran retener una unica conformacién activa. El
plegamiento amiloide es consecuencia de un equilibrio delicado entre diversos estados conformacionales
y de la interconversidn entre ellos mismos, por lo que esta ampliamente aceptado que una misma
proteina amiloidogénica puede contener varias estructuras con diferentes nucleos ricos en laminas-p
debido a rutas de formacion de amiloides alternativas (201). El principal motivo estructural de los
agregados amiloides es el motivo ldmina-B, lo que sumado al hecho de que los amiloides polimérficos
también pueden presentar diferencias macroscopicas, provoca que los espectros obtenidos a través de
técnicas como la RMN sean de baja resolucion (202). Este concepto de amiloides polimérficos explicaria
el fendmeno de cepa en las enfermedades pridnicas, ya que estd establecida la existencia de agregados
de PrP*¢ con diferentes caracteristicas que dan lugar a distintas manifestaciones clinicas. Sin embargo, la
heterogeneidad de estas cepas cuestiona en cierta manera la existencia de un Unico nucleo estructural
definido y conservado en todas las PrP%, sugiriendo mas bien un compendio de variaciones estructurales
en la organizacion de la PrP*¢ (203). La posibilidad de que la isoforma patogénica de la proteina pridnica
no adopte una Unica conformacién, ha hecho que la comunidad cientifica se replantee la forma de abordar

el problema, teniendo en cuenta esta heterogeneidad a la hora de intentar resolver su estructura
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tridimensional, valiéndose para ello de técnicas de propagacidn in vitro que podrian ayudar a superar

estas limitaciones.

A finales del siglo pasado se produjo por primera vez PrP recombinante purificada a partir de E. coli
(204), abriendo paso a una de las herramientas mas importantes en el campo de las EET, ya que se ha
utilizado en practicamente todas las areas de conocimiento, desde la investigacion basica para tratar de
dilucidar los mecanismos moleculares de conversidén hasta de forma aplicada para evaluar métodos de
diagndstico o detectar compuestos terapéuticos (205). Utilizando técnicas in vitro se reprodujo con
proteina recombinante las caracteristicas biolégicas de una PrP* determinada y, de la misma manera, se
generaron espontaneamente los primeros priones recombinantes que resultaron infecciosos in vivo (105,
106). Sin embargo, a pesar de reproducirse in vitro las caracteristicas bioquimicas de cepa o de generar
nuevos priones infecciosos, estos acababan por presentar propiedades biolégicas dispares al ser
inoculados in vivo, difiriendo mucho en su capacidad infecciosa (206). Esta heterogeneidad en los
conférmeros de PrP* observada en los resultados in vitro derivaria de la propiedad que presentan los
amiloides de adoptar diversas estructuras conocidas como amiloides polimérficos. Ademas, hay que tener
en cuenta que los propios sistemas in vitro utilizados para el estudio de priones recombinantes pueden
ser responsables de esta variabilidad, ya que algunos métodos obtienen productos finales diferentes en
funcion de parametros como la agitacién (207), la presencia de cofactores (208), la temperatura, el pH y

otras variables.

En este punto, es necesario matizar que no cualquier tipo de amiloide de PrP puede ser considerado
un prion sensu stricto, pese a que compartan ciertas caracteristicas con estos. Para diferenciar ambos
conceptos, utilizaremos el término prion bona fide haciendo referencia a aquellos priones (recombinantes
o de origen encefélico) que presenten las propiedades fundamentales de un prion: caracteristicas
bioquimicas determinadas como la resistencia a proteasas, capacidad para propagar de forma
autocatalitica y la induccién de enfermedad in vivo. Estos priones bona fide son siempre amiloides, pero
debemos distinguirlos de aquellos otros amiloides de PrP que presentan Unicamente algunas de estas
propiedades (como por ejemplo la resistencia a proteasas) y a los que nos referiremos tan solo como
PrP™*, ya que no podremos considerarlos priones bona fide hasta que demuestren su transmisibilidad e

infectividad in vivo.

2.2.2.- Modelos estructurales de la PrP*
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Uno de los mayores interrogantes que queda por resolver en el campo de los priones es, sin lugar a
duda, la estructura tridimensional de la PrP>. Mientras que la estructura de la PrP¢ estd disponible desde
finales del siglo pasado (166), la conformacion de la isoforma patogénica sigue siendo desconocida, lo que
supone un impedimento a la hora de dilucidar los mecanismos moleculares que rigen la conversién entre
ambas isoformas. Como se ha descrito en el apartado anterior, uno de los principales problemas al que
se enfrenta la biologia estructural en el estudio de los priones, es la heterogeneidad de los agregados de
PrP, que supone un escenario dindmico de conversion a polimeros de diferente tamafio y no una Unica
estructura (203). Estos agregados ademds de ser de alto peso molecular son mayoritariamente
hidréfobos, lo que supone la formacion de agregados no cristalinos insolubles en detergentes, necesarios
para la caracterizacién estructural a partir de determinadas técnicas biofisicas (209). Debido a que los
primeros intentos por resolver la estructura de la PrP* se realizaron a partir de muestras encefélicas, se
encontraron con problemas como la copurificacidn de otras proteinas, lipidos y acidos nucleicos (210) o
la heterogeneidad en los perfiles de glicosilacidén. A pesar de la revolucidon que ha supuesto el uso de
proteina recombinante para este tipo de estudios (205), muchos de los priones generados in vitro no
mimetizan de forma exacta el comportamiento de los priones en la naturaleza, a pesar de compartir
determinadas caracteristicas. Hoy en dia, superar este inconveniente y encontrar las condiciones ideales
para obtener un prion recombinante bona fide susceptible de ser estudiado mediante técnicas biofisicas

como la cristalografia de rayos X o RMN, sigue siendo uno de los mayores retos en el campo de las EET.

A pesar de estas limitaciones, se han recopilado numerosos datos estructurales durante las ultimas
décadas principalmente utilizando técnicas de baja resolucién y que se han utilizado para proponer
modelos tedricos de la estructura de la PrP*. Una de las primeras estrategias utilizadas en el estudio de
la estructura de la PrP* fue la combinacién de dicroismo circular (DC) y FTIR, que reveld una
predominancia de motivos de |dmina-B en la estructura de la PrP%, en comparacion con el contenido
mayoritario de hélices-a observado en la isoforma no patogénica (81). Una de las propiedades
bioguimicas de la PrP%, la resistencia al tratamiento con proteasas (58), fue aprovechada para realizar
estudios de protedlisis limitada que proporcionaron también informacion estructural de gran relevancia.
Al observar que tras el tratamiento con PK, Unicamente se digerian los primeros 90 aminoacidos del
extremo N-terminal, y que el producto de la digestion retenia sus propiedades infecciosas (211), se
concluyd que el inicio del extremo N-terminal no era esencial para la propagacion pridnica. Esta afirmacion
se confirmé mediante el uso de ratones transgénicos que expresaban una PrP® carente de los primeros

90 aminoécidos (212). No obstante, la heterogeneidad de la PrP> supone una importante limitacion para
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el estudio de la estructura mediante protedlisis limitada, ya que distintas cepas pridnicas muestran una
resistencia variable ante el tratamiento con proteasas (213). Sin embargo, el hecho de que el sitio de corte
de la PK sea diferente segun el tipo de cepa que se maneje, aporta también informacion estructural
relevante, sugiriendo que el plegamiento de cada cepa puede variar ligeramente, pudiendo ser util a la
hora de distinguir cepas bioquimicamente (214). Otra de las aproximaciones realizadas fue el mapeo de
epitopos mediante el uso de anticuerpos monoclonales, que aporté informacidn sobre la distinta
accesibilidad que presentaban las regiones de la fibra de PrP%. Estos estudios revelaron una region
comprendida entre la posicion 90 y la 120 que no era accesible a anticuerpos, mientras que los residuos
situados en la regién C-terminal mostraron una accesibilidad mucho mayor (215, 216). Las técnicas
microscopicas han sido ampliamente utilizadas para el estudio de la ultraestructura de los priones, siendo
las primeras en permitir la observacion directa de fibras pridnicas mediante la combinacién de TEM con
técnicas de tincion negativa (63). Estas fibras de priones, que en un principio se denominaron “varillas
pridnicas”, se encuentran en el rango de 10-100 nm de largo y 5 nm de ancho. La microscopia de fuerza
atémica (AFM, del inglés Atomic Force Microscopy) y el reciente desarrollo de la criomicroscopia
electronica (cryoEM, del inglés, cryogenic Electron Microscopy) han supuesto una revolucién también para
los estudios estructurales de la PrP*, ya que permiten una resolucion sin precedentes de los agregados
de PrP, pudiendo extraerse datos mds precisos acerca de motivos estructurales repetitivos (217, 218).
Las técnicas de difraccion también han sido utilizadas con el objetivo de extraer informacion estructural
de las fibras de PrP*, La difraccion de rayos X (219), basandose en la dispersion cuasi-simétrica de fibras
similares a agregados macromoleculares, ha permitido obtener algunos patrones de difraccion de baja
resolucion, mientras que la cristalografia de rayos X exige la formacion de cristales tridimensionales bien
ordenados de pequefio tamafio, lo que no ha sido posible hasta la fecha con los agregados de PrP%. Por
ultimo, la dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS, del inglés Small Angle X ray Scattering), puede
llegar a proporcionar una medida aproximada del tamano del agregado (220). Actualmente, junto con la
cryoEM, una de las técnicas con mayor potencial en el campo es la RMN, capaz de identificar la ubicacion
de elementos de la estructura secundaria de agregados de priones cuando se encuentran en solucion
(221) y su variante, la espectroscopia de RMN de estado solido (ssNMR, del inglés solid-state Nuclear
Magnetic Resonance), capaz de determinar de forma fiable la estructura tridimensional de moléculas
individuales pertenecientes a fibras de amiloide infecciosas (222). Existen otras modalidades de RMN
como la RMN de estado sélido paramagnética o la técnica de intercambio hidrégeno-deuterio acoplada a
RMN, las cuales también han permitido obtener datos sobre las dreas o residuos mds empaquetados o

expuestos de las fibras amiloides de PrP (223, 224).

61



INTRODUCCION

El uso de todas estas técnicas ha permitido compilar suficientes datos como para que, sobre todo
en las Ultimas décadas, se hayan propuesto varios modelos tedricos acerca de la estructura de la PrP*c. Sin
embargo, la mayoria han ido descartandose casi por completo a medida que se acumulaban evidencias
en contra. Uno de los mas populares fue el modelo de hélice-B (225), propuesto a partir de datos de
microscopia electrénica en 2D que sugerian una estructura de hélice-B levdgira y que quedd descartado
por los resultados obtenidos con la técnica de difraccidn de rayos X (226). Otro modelo fue el de espiral-
B (227), propuesto por Dagget y colaboradores en 2004 basandose en simulaciones de dindmica molecular
de la PrP. A pesar de que esta propuesta coincidia con algunos datos experimentales observados con
técnicas de baja resolucion, no cumplia con las evidencias obtenidas en experimentos de protedlisis
limitada e intercambio hidrégeno-deuterio (209). Aunque dichos modelos no llegaron a definir la
estructura tridimensional de la PrP%, resultaron Utiles para que se propusieran otros modelos tedricos,
potencialmente mds cercanos a la realidad por coincidentes con los datos experimentales. En el momento
en el que esta tesis doctoral se escribe, los dos modelos estructurales mds robustos son el modelo de
[dminas-B paralela en registro (PIRIBS, del inglés Paralell In-Register Intermolecular 8-Sheet) y el modelo

de laminas-B en solenoide de cuatro pisos (4RpBS, del inglés 4-Rung 8-Solenoid).

Modelo de ldminas-f paralela en registro

Este modelo conocido como ldminas-B paralela en registro (PIRIBS), fue propuesto por Surewicz y
colaboradores en 2007 (228) y presenta una situacion en la que las [dminas-3 se acumulan dispuestas en
registro, lo que permite un crecimiento infinito de las fibras. Este modelo se basé en los experimentos de
intercambio de hidrégeno-deuterio acoplado a espectrometria de masas y de resonancia paramagnética
electrénica (EPR, del inglés Electronic Paramagnetic Resonance), utilizando proteina recombinante
humana y también PrP% procedente de cerebro (224). Seglin este modelo, cada monémero de PrP tiene
4.8 A de tamafio y se apila sobre la anterior en registro, estando cada monémero compuesto Unicamente
por l[dminas-B plegadas sobre si mismas. Este modelo, viene respaldado por datos obtenidos a través de
estudios de RMN de estado sdlido utilizando proteinas recombinantes o estudios in silico de dindmica
molecular. Para estos estudios, se utilizaron amiloides de PrP formados espontaneamente o generados a
partir de una semilla, lo que sugiere que amiloides de PrP de diferente origen pueden adoptar una
conformacién similar a este modelo (229, 230). Para evitar las posibles interferencias por parte de algunas
de las modificaciones post-traduccionales que sufre la PrP en los estudios de intercambio de hidrégeno-
deuterio acoplados a espectrometria de masas, se realizaron experimentos utilizando Prp?7-3°

directamente purificada a partir de encéfalos de ratones sin GPI (231). Otro dato a favor de este modelo
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se ha basado en el uso de RMN de estado sélido aplicado a una PrP recombinante Y145Stop (una mutacién
asociada a GSS) malplegada in vitro y que habia mostrado infectividad previamente (232). Una de las
caracteristicas en las que se apoya este modelo es la existencia de Unicamente de laminas-f y giros cortos
que las separan, sin presencia de hélices-a, lo que supone la pérdida total de los motivos estructurales de
la PrP¢ durante la conversién a PrP%¢ (80). Sin embargo, la conformacion PIRIBS presenta incongruencias,
como la imposibilidad de explicar la presencia natural de hasta dos N-glicanos en la PrP%, ya que el alto
grado de empaquetamiento que requiere esta estructura no deja espacio libre para estas cadenas
laterales de gran tamafio (233). Ademas, datos obtenidos en experimentos de cryoEM vy difraccion por
rayos X, no respaldan el modelo PIRIBS, ya que apuntan a que los mondmeros de PrP* tendrian una altura
de 19.2 A, justo cuatro veces mas que las que este modelo presenta (218, 226). Por otra parte, si observan
una sefial mas débil de 10 A caracteristica del apilamiento de laminas-B (219) y que ha sido detectada en
el prion fungico HET-s bajo determinadas condiciones (234), lo que podria corresponderse con una
estructura similar al modelo PIRIBIS y que ha sido descrita en otros amiloides. En el momento en el que
se redacta esta tesis doctoral, resulta de especial relevancia la reciente publicacion por parte del
laboratorio del Dr. Byron Caughey en la que se presenta la estructura tridimensional a nivel atémico de
un prion mamifero infeccioso de hamster, resuelta mediante técnicas de cryoEM. Dicha estructura esta
compuesta por once regiones de laminas B en cada monémero de PrP> y cuyos agregados se encuentran
formando una estructura de tipo PIRIBS, confirmando sorprendentemente la presencia de este modelo

estructural al menos en la cepa de hamster que utilizan para la resolucién de la estructura tridimensional

(Figura 4 a) (235).

a. Eje de la fibra b.

Monémero
de Prp%

1a?
\

AR

RO

i
0

)

"5 fiit Y MR !

MU {WJJ) n\\
i

lll\lillll!llt!‘ e

{t

AL

’
e

Eje de la

Monémero fibra
Tos et « de Prpsc
ol ) )

V-

Y
!

Lm,\
b

N227

Figura 4. Representacion de los dos modelos estructurales con mayor respaldo experimental de las fibras de PrP*
y los monémeros que los conforman. a) Modelo de lamina-B paralela en registro (PIRIBS). (Modificado de Kraus 021.
b) Modelo de laminas-B en solenoide de cuatro pisos (4RBS). Modificado de Wille 2018.

63



INTRODUCCION

Modelo de laminas- en solenoide

El modelo de ldaminas-B en solenoide de cuatro pisos (4RBS, del inglés 4-Rung B-Solenoid), presenta
una estructura tridimensional en la que la PrP* estd formada por ldaminas-B enrolladas sobre si mismas
formando un solenoide de cuatro pisos (Figura 4 b). Fue propuesto basandose en los datos obtenidos por
cryoEM vy la reconstruccidn tridimensional (3D) realizada utilizando PrP* purificada de ratones
transgénicos que expresaban una PrP® sin GPl y que habian sido infectados con priones murinos obtenidos
de animales infectados (218). Cada monémero de PrP> se dispondria segin este modelo, en forma
solenoide formado por cuatro niveles o pisos, cada uno de ellos con una altura de 4.8 A, correspondiente
a cada una de las cuatro vueltas que daria este solenoide formado por [dminas-f, dando lugar a una altura
tedrica de 19.2 A (4.8 A x 4 pisos). Estas evidencias se apoyan a su vez, en datos previos de difraccién de
rayos X y FTIR, donde se dedujeron unidades repetitivas con valores de 9.6, 6.4 y 4.8 A, correspondientes
con las alturas de los niveles del solenoide (226). Las imagenes obtenidas por cryoEM mostraron fibras de
10 nm de grosor, compuestas a su vez por dos protofilamentos que presentan una torsion hacia izquierda
o derecha dejando un espacio entre ambos. En cuanto a la altura de las fibras, obtuvieron valores de 20
Ay 40 A, que concuerdan con las medidas de una fibra individual (~19.2 A) y con un ensamblaje mayor de
dos mondmeros a medida que el protofilamento se extiende en longitud. Esta unidén tedrica entre
mondmeros de PrP* dentro de una misma fibra podria ocurrir siguiendo la misma orientacién (cabeza-
cola) o la contraria (cabeza-cabeza y/o cola-cola), siendo imposible de predecir actualmente con los datos
experimentales disponibles (236). La sefial de 10 A caracteristica del empaquetamiento de laminas-B y
que se observaba en experimentos que condujeron a proponer el modelo PIRIBS, no se detecté en estos
experimentos, lo que respalda la conformacién de solenoide. Sin embargo, los datos de difraccion
obtenidos para priones de origen recombinante si confirmaron la presencia de la sefial caracteristicas de
10 A relacionada con el modelo PIRIBS, aunque puede deberse a la diferencia entre el origen encefalico y
recombinante de los priones (226). La estructura de B-solenoide ya ha sido confirmada mediante RMN de
estado sélido para un prion fungico, el amiloide HET-s que presenta una estructura de B-solenoide de dos
pisos y una ausencia de la sefial de 10 A en condiciones normales, ademas de un contenido aproximado
de 53% de laminas-B y un 47% de giros y bucles (237). Este hecho encajaria con los datos histéricamente
obtenidos a través de FTIR, que mostraban como la PrP* seguia presentando un pequefio porcentaje de
hélices-a a pesar de su contenido mayoritario de ldminas-B en la PrP* (80, 81). Debido a que esa sefial en
la técnica de FTIR asociada a hélices-a solapa parcialmente con la sefial caracteristica de giros y bucles,
este modelo aboga por una reinterpretacion de los resultados, defendiendo la presencia de giros y

laminas-B en el solenoide y descartando la existencia de hélices-a (238). De esta manera, el modelo
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estaria compuesto por laminas-B enrolladas y que abarcan la region globular del extremo C-terminal de
la PrP%, proyectando la regidn flexible del N-terminal hacia el exterior de la estructura. Esta disposicidn
viene asociada con un alto grado de compactacion, lo que seria compatible con la elevada resistencia al
tratamiento con proteasas, evitdndose la degradacion de la mayor parte de fibrillas de PrP%, pero a su
vez, concordando con la pérdida de los primeros 90 aminoacidos de extremo N-terminal. Este modelo se
ha utilizado para simulaciones de dinamica molecular (MD, del inglés Molecular Dynamics) que presenta
la resolucién atdmica de la PrP5 murina basdndose en la conformacion 4RBS. Este modelaje ha confirmado
que el modelo de B-solenoide permite acomodar las glicosilaciones de la PrP>¢ sin impedimentos estéricos,
ademas de presentar una estabilidad tedrica similar a la del prion HET-s. Ademas de suponer un respaldo
adicional al modelo, esta nueva aproximacién ha permitido simular computacionalmente por primera vez

el mecanismo de propagacién de los priones basados en el modelo de B-solenoide (239).

Los modelos de PIRIBS y 4RBS a pesar de sus diferencias, vienen respaldadas por distintos datos
experimentales y se consideran actualmente como las opciones mds cercanas a la realidad estructural de
la PrP%. Aunque la gran mayoria de la comunidad cientifica ha sefialado el modelo 4RBS como el mas
correcto en los Ultimos afios, algunos datos experimentales parecen sugerir que la estructura PIRIBS
podria actuar como molde sobre el que mds tarde polimerizarian los monédmeros de PrP> adoptando la
configuracién 4RBS. Esta posibilidad, sumada a la reciente publicacién de Caughey y colaboradores en la
que confirman la presencia de una estructura de tipo PIRIBIS al menos en un prion mamifero, podrian

incluso llevar a pensar en la coexistencia de ambos modelos segun la cepa pridnica analizada (199).

2.2.3.-Neurotoxicidad de la PrPs¢

La presencia de depdsitos proteicos en el cerebro de pacientes y animales que habian sufrido una
enfermedad pridnica hizo que se considerasen estas fibras amiloideas como las responsables de la
degeneracién neuronal. Sin embargo, hoy en dia existen evidencias que sugieren una disociacién entre el
fendmeno de formacion de agregados proteicos y la neurotoxicidad, no estando del todo claro el papel
de los depdsitos de PrP*¢ en la muerte neuronal (240). Los primeros estudios que permitieron empezar a
explorar la neurotoxicidad en las enfermedades pridnicas son los realizados con ratones KO-PrP (180), que
llevaron a la conclusion de que la presencia de PrP® era necesaria para que ocurriera la
neurodegeneracion, ya que incluso su eliminacién condicional de forma postnatal o en modelos
previamente inoculados con PrP%, fue suficiente para revertir los signos clinicos iniciales y prevenir el

curso de la enfermedad en ratones (241, 242). Ademds, demostraron que la PrP* no ejercia ningun efecto
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patoldgico en los ratones sin PrPS, aparte de ser resistentes a la infeccidn (97). De la misma manera, los
experimentos de trasplantes de tejido con PrP¢ funcional en ratones KO-PrP, demostraron que, tras la
infeccidn con priones, la neurotoxicidad quedaba limitada al tejido que expresaba PrPS, mientras que la
PrP* se extendia por todo el cerebro (193). Estos datos apuntaban a que la PrP* no era el agente
directamente responsable de la neurodegeneracién, y que dicho proceso era dependiente de PrPC.
Estudios posteriores precisaron que la neurodegeneracién depende no solo de la disponibilidad de PrP¢
funcional, sino de su localizacién en membrana celular, ya que al utilizar ratones transgénicos que
expresaban PrP¢ sin GPI, se observaba una neurodegeneracion mas leve, a pesar de acumular grandes
depdsitos de PrP% (231). Por otra parte, la eliminacién quimica del GPI en priones ya formados no
disminuyd su capacidad de infeccion (182), lo que sugiere que este grupo no es esencial para la
propagacidn pridnica y la transmisidn de la enfermedad, pero si para los procesos neurotdxicos asociados
a ella. La union del grupo GPI a las proteinas esta asociada a diversas funciones, entre las que destaca su
papel como transductor de sefiales debido a su presencia en la membrana plasmatica (161). Algunos de
los posibles mecanismos de toxicidad propuestos se apoyan en esta hipotética funcion, ya que se ha
observado que la unidn entre PrP> y PrP¢ puede causar dafio neuronal en el hipocampo de ratones (243),
mientras que otras investigaciones defienden que una interaccidn entre la PrP> y el sistema ubiquitin-
proteosoma (UPS, del inglés, Ubiquitin-proteasome system) (244) o incluso una respuesta por parte del
RER ante el estrés causado por la acumulacidn de PrP¢ en el citoplasma (245) podrian ser los principales
mediadores de neurotoxicidad. Debido a que ninguna de estas propuestas ha podido ser demostrada,
sigue siendo necesario conocer la funcidn biolégica de la PrP¢ y la de su grupo GPI en concreto, ya que

podrian conducir a un entendimiento mds completo de los mecanismos que rigen la neurodegeneracién

en las EET.
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A pesar de desconocer los mecanismos que desencadenan la toxicidad, cada vez se cuestiona mas
el papel de los grandes agregados de PrP> como agentes neurotdxicos, presentando un escenario
alternativo en el que las formas oligoméricas de menor peso molecular son, no solo las mejores inductoras
del malplegamiento pridnico (246), sino también las especies que presentan propiedades neurotdxicas
directamente (Figura 5) (247). Estas evidencias, han hecho que recientemente se consideren estas formas
como las responsables de la toxicidad neuronal. Ademads, mientras que las técnicas de microscopia no son
capaces de apreciar diferencias entre diferentes cepas pridnicas, los experimentos de velocidad de
sedimentacién permiten distinguirlas por sus patrones de distribucion de tamano, correlacionando una
mayor infectividad y neurotoxicidad con un menor tamaiio de los polimeros (248). La posible disociacion
entre los grandes agregados de PrP% y la neurotoxicidad, presenta cierta semejanza a las situaciones que
han sido descritas en otras enfermedades neurodegenerativas como la AD o la PD, donde los procesos
neurotoéxicos siguen sin comprenderse. En el caso de estas patologias, los oligémeros del péptido AB (B-
amiloide) para la AD o de la a-sinucleina para la PD parecen desempefiar un papel clave en la
neurotoxicidad, como también podria ocurrir en las EET con los oligdmeros de PrP%. Sin embargo, la
manera en la que estos oligdmeros de proteina malplegada se generan y polimerizan continda sin
esclarecerse, existiendo distintos mecanismos de propagacién tedricos que se discutiran en el siguiente

apartado.

2.3.- Mecanismos de conversion

Los mecanismos moleculares que rigen el proceso de conversidn de PrP¢ a PrP* en las enfermedades
pridnicas siguen siendo desconocidos. Independientemente de la enorme cantidad de informacion
acumulada acerca de la PrP¢ y aunque cada vez tenemos mas datos sobre la PrP%, el evento central de
estas patologias, la interconversion entre las dos isoformas, sigue siendo un misterio (153). Una vez se
inicia esta conversién y la isoforma patogénica o PrP* se encuentra presente, es capaz de inducir ese
mismo cambio estructural, a otras moléculas de PrP‘. Este proceso es autocatalitico y culmina con la
acumulacidén de PrP¢ en forma de agregados oligoméricos que a su vez componen fibras amiloides y que,
a su vez, pueden organizarse y formar placas en el cerebro de individuos afectados. Estos grandes
agregados proteicos, histdricamente sefalados como responsables de la toxicidad y la patologia, podrian
desempenfiar una funcion protectora al secuestrar las formas subfibrilares mas pequefias de proteina
amiloide, que podrian ser las principales mediadoras de la enfermedad (249). Aunque se desconoce el

papel que desempefian los agregados de PrP* de distinto tamafio, si se sabe que todos ellos presentan
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diferencias estructurales y bioquimicas respecto a la PrP® tras el proceso de conversién. A nivel de
estructura secundaria, la PrP* presenta un mayor contenido de ldminas-B en comparacién con la PrPS,
cuyo principal motivo estructural es la hélice-a (81). El cambio estructural conduce a caracteristicas
biogquimicas distintivas entre ambas isoformas, comentadas en apartados anteriores (11, 250). Entre todas
ellas, una de las propiedades mas explotadas ha sido la resistencia parcial al tratamiento con proteasas

que presenta la PrP%, lo que permite distinguirla de la PrP¢ por su peso molecular (58, 251).

La adquisicion de estas nuevas propiedades son fruto de un proceso de conversidon del que se
desconocen tanto sus mecanismos moleculares como ddénde tienen lugar. Debido a que la PrP¢ se
encuentra anclada a la membrana mediante GPI, algunas investigaciones sefialaron que la conversion
podria tener lugar en las balsas lipidicas (80). Sin embargo, otros resultados apuntan a que el
malplegamiento podria ocurrir en otros compartimentos celulares como las vesiculas endosomales u
otras localizaciones, que involucrarian diferentes rutas y que implicarian una interaccion entre la PrP¢y la
PrP> (252). Precisamente, se han dedicado muchos esfuerzos a estudiar dicha unién, para caracterizarla
y determinar suimportancia en el proceso de conversion. Siguiendo esta linea, algunos estudios realizados
con ratones transgénicos han proporcionado evidencias de que la conversion de la PrP¢ a PrP% ocurre a
través de la formacién de un complejo entre ambas, aunque dicho complejo no ha podido ser aislado
(253, 254). A pesar de ello, si se demostré que la hipotética interaccién entre la PrP¢ y la PrP> se
encontraba favorecida cuando las secuencias aminoacidicas de ambas especies eran idénticas y que dicha
diferencia era mas importante en el proceso de malplegamiento que en la formacién del complejo inicial
(255). En este apartado se presentan los dos modelos tedricos de conversion mas ampliamente discutidos
en el campo, ademas de otras nuevas hipdtesis emergentes que se centran en el paisaje energético y
cinético del malplegamiento proteico. Estos modelos deben ser capaces de explicar los tres origenes

distintos de las enfermedades pridnicas, esporadicas, genéticas o familiares y adquiridas.
2.3.1.- Primeras aproximaciones: modelos tedricos de conversion
2.3.1.1.- Modelo de conversion inducida por molde
Este modelo se basa en la existencia de una interaccién directa entre la PrP¢ y la PrP%, donde la

isoforma patogénica actiia como molde induciendo su malplegamiento en la isoforma celular (256). En un

estado basal, ambas isoformas se encontrarian separadas por una barrera energética, por lo que la
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transformacion directa y espontanea de la PrP¢ a PrP> estaria termodindmicamente desfavorecida segun
este modelo. Sin embargo, la existencia de diferentes origenes en las enfermedades pridnicas no podria
ser facilmente explicada por este modelo. Por ese motivo, el modelo propone la existencia de un estado
transitorio entre ambas isoformas, que se conoce como PrP” y que explicaria los tres origenes de la
enfermedad. En el caso de la variante adquirida, el estado transitorio formaria un complejo con la PrP
de origen exégeno, dando lugar a un heterodimero PrP*-PrP que posteriormente induciria ese estado en
otras moléculas de PrPC. Los casos de enfermedad pridnica espontdnea (de origen esporadico y/o
genético) quedarian explicados por la aparicidon de un evento muy poco frecuente como seria la aparicién
de un homodimero PrP*-PrP". Este complejo podria aparecer de manera espontanea o debido a una
mutaciéon somatica, evolucionando en ambos casos a un homodimero PrP*-PrP> y originando la
enfermedad. La enfermedad de origen genético estaria explicada ademas por una inestabilidad de la PrP¢
debido a las mutaciones en el gen PRNP que conducirian a una mayor concentracién de PrP* y a la
formacion del homodimero PrP*-PrP”, lo que aumentaria la frecuencia de aparicién del homodimero PrPs-
PrP>® (83). Este modelo esta respaldado por algunos resultados in vitro que confirman la existencia de un
estado intermedio entre la PrP¢y la PrP%, que podria coincidir con el denominado PrP* (257). Sin embargo,
la explicacion de que el estado PrP” se origina como un evento aleatorio e infrecuente, no ha convencido
a parte de la comunidad cientifica, que defiende la existencia de un catalizador para este proceso. En un
inicio, se le llamad proteina X, pues se defendia que debia tener un origen proteico, pero pronto esta teoria
dejé de apoyarse con la generacidn de priones in vitro utilizando componentes purificados y PrP

recombinante (106).

2.3.1.2.- Modelo de Nucleacion-Polimerizacion

Este modelo propone que ambas formas de la proteina pridnica (PrP¢ y PrP%) coexisten
manteniendo un equilibrio termodindmico reversible donde se favorece la presencia de PrP® bajo
condiciones fisioldgicas. La inestabilidad de la PrP monomérica provocaria una lenta formacion de
agregados mas grandes, desplazando poco a poco el equilibrio hacia la formacién de PrP* a medida que
se van anadiendo mas unidades de esta isoforma (258). Seglin esta hipdtesis de nucleacidn-
polimerizacién, el agente infeccioso consiste en un agregado altamente ordenado de moléculas de PrP*
formado tras desplazar el equilibrio que originalmente favorecia la presencia de PrPC. De esta manera, el
proceso de conversidn tendria una primera fase o fase latente en la que se forma un nucleo de PrP* de

manera lenta, y una segunda fase o fase exponencial donde nuevos mondmeros de PrP* se sumarian al
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nucleo inicial, permitiendo un rdpido crecimiento del polimero. Este crecimiento descontrolado se
traduciria en la formacion de grandes agregados de tipo amiloide que a su vez podrian sufrir
fragmentaciones puntuales generando nuevos nicleos de PrP¢ susceptibles de sumar mondmeros y
aumentar el nimero de agregados amiloides, acelerando asi el proceso. Este modelo tedrico explicaria las
enfermedades pridnicas adquiridas con la entrada de agregados de PrP% exdgenos al organismo que
actuarian como nucleos iniciadores de la propagacion. En el caso de las EET de origen esporadico, la
formacion de los primeros nucleos seria un proceso lento e infrecuente, que se veria acelerado por la
presencia de mutaciones que aumentarian la tendencia de la PrP® al malplegamiento en el caso de las
formas genéticas. Si este modelo fuera correcto, la PrP* seria la especie minoritaria del equilibrio entre
ambas isoformas, pero al ser de expresidn ubicua, estaria presente en todo el organismo y dificilmente
podria ser considerada como el agente causante de la enfermedad. Esta propiedad quedaria relegada a
los agregados de PrP%, considerando la PrP> monomérica como inofensiva per se, pero con el peligro
potencial de actuar o bien como iniciador del proceso o bien como unidad agregada a las fibras crecientes
de PrP%¢. Algunos modelos mateméticos apoyan el modelo de nucleacidn-polimerizacién (259), al igual
que determinados estudios in vitro que demuestran que los oligdmeros compuestos por menos de seis
unidades de PrP> no son infecciosos en hamster sirio, por lo que refuta la idea de que los dimeros de Prp*
que postula el modelo de conversién inducida por molde son los responsables de propagar la enfermedad
(246). En contra de este modelo existen algunas evidencias detectadas en otras enfermedades
neurodegenerativas, como la observacién en la AD de que los grandes agregados podrian desempefiar

una fun